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INTRODUCTION 
 

Avec plus de 300 000 naissances d'individus affectés par an, les anomalies qualitatives 

et quantitatives de l'hémoglobine figurent parmi les anomalies génétiques les plus fréquentes 

dans le monde. Historiquement limitées à certaines régions du globe (Afrique et Asie 

principalement), elles se sont rapidement étendues aux pays occidentaux, en particulier dans 

les grands centres urbains, en raison des différents flux migratoires observés ces dernières 

décennies (3).  

 

Un diagnostic précoce de certaines de ces anomalies permet une prise en charge 

précoce et une amélioration considérable de la qualité de vie des patients. Différentes 

techniques d'étude de l'hémoglobine ont été développées dans le passé, telles que 

l'électrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin et l'électrophorèse en gel d'agarose à pH 

acide. Cependant, en raison du manque de sensibilité de ces dernières, d'autres techniques ont 

été mises au point pour le diagnostic des anomalies de l'hémoglobine. Ainsi, la 

chromatographie liquide de haute performance a contribué à l'identification plus rapide d'un 

grand nombre de variants de l'hémoglobine et à une quantification plus précise de 

l'hémoglobine A2 et de l'hémoglobine F. Une quantification précise de ces deux fractions, 

présentes en faible concentration, est en effet nécessaire pour établir une orientation 

diagnostique (54). Plus récemment, au début des années 2000, une méthode automatisée 

d'électrophorèse capillaire de zone a été développée pour le diagnostic des 

hémoglobinopathies. En effet, le système Capillarys
®

 (Sebia, France), initialement conçu pour 

l'électrophorèse capillaire des protéines sériques, permet désormais la recherche des 

anomalies de l'hémoglobine (41).  

 

L'arrivée de ces nouvelles technologies s'est accompagnée d'une actualisation des 

recommandations pour la stratégie diagnostique des hémoglobinopathies, celle-ci faisant 

nécessairement intervenir plusieurs techniques complémentaires (3). Suite à la publication de 

ces nouvelles recommandations en 2010, le Service d'Hématologie Biologique du CHU de 

Nancy a choisi de modifier sa stratégie de l’étude de l’hémoglobine, avec notamment mise en 

place du système d'électrophorèse capillaire Minicap
®
 (Sebia), de même technologie que le 

système Capillarys
®
. 

 

L’objectif de ce travail était de définir et d’évaluer la nouvelle stratégie adoptée pour 

la recherche d'une anomalie de l'hémoglobine au laboratoire d'Hématologie du CHU de 

Nancy. Cela nous a notamment amené à décrire le fonctionnement du système 

d’électrophorèse capillaire Minicap
®
 et à évaluer ses performances pour l’identification et la 

quantification des différentes fractions de l’hémoglobine. En outre, nous avons essayé 

d’expliciter l’intérêt de l’implantation de cette nouvelle technique en remplacement de celle 

précédemment utilisée. Nous avons également tenté d’évaluer le système Minicap
®

 au sein de 

la démarche globale mise en œuvre lors d’une étude de l’hémoglobine et notamment sa 

complémentarité aux autres techniques. 
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I. LES HEMOGLOBINOPATHIES 
 

I.1. PHYSIOPATHOLOGIE DES HEMOGLOBINOPATHIES 

 

I.1.1. Physiologie de l’hémoglobine 

 

L’hémoglobine, principale protéine constitutive du globule rouge, a pour fonction 

essentielle de transporter l’oxygène des poumons aux tissus. Il s’agit d’un hétérotétramère 

constitué  de quatre molécules d’hème et de quatre chaînes de globine, formant ainsi quatre 

sous-unités, identiques deux à deux (Figure 1) (87) (10). 

L’hème résulte de l’association d’une partie organique, la porphyrine, et d’un atome de 

fer divalent. Cet atome de fer est un métal hexacoordinable. Il est lié par quatre liaisons au 

noyau porphyrine, par une liaison à la chaîne de globine et la dernière liaison permet le 

transport d’une molécule d’oxygène. Lors de la fixation de l’oxygène, l’atome de fer subit des 

réarrangements électroniques permettant son introduction dans la couronne de l’hème (77).  

La globine constitue la partie protéique de l’hémoglobine. C’est un ensemble de quatre 

chaînes polypeptidiques, identiques deux à deux. Selon les périodes de la vie, plusieurs types 

de chaînes se distinguent : chez l’adulte, les hémoglobines physiologiques se composent de 

quatre types de chaînes polypeptidiques (alpha, bêta, gamma et delta) se différenciant par leur 

séquence en acides aminés. Ainsi, l’hémoglobine adulte (hémoglobine A) est constituée de 

deux chaînes alpha et de deux chaînes bêta (α2β2). L’hémoglobine A2 résulte de l’union de 

deux chaînes alpha et de deux chaînes delta (α2δ2). Quant à l’hémoglobine fœtale 

(hémoglobine F), elle est formée de deux chaînes alpha et de deux chaînes gamma (α2ɣ2). La 

synthèse de la chaîne α de la globine est dépendante de deux gènes α identiques dupliqués en 

tandem sur le chromosome 16. Les gènes β, ɣ et δ sont quant à eux situés sur le chromosome 

11 (38). 
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Figure 1. Structure de l’hémoglobine : tétramère constitué de quatre chaînes de globine 

identiques deux à deux et de quatre molécules d’hème renfermant chacune un atome de fer (78). 

 

Au cours du développement humain, différentes chaînes de globines (et donc 

hémoglobines) sont successivement synthétisées et leurs proportions relatives évoluent selon 

plusieurs étapes. Une première commutation (ou switch) se produit au passage de la vie 

embryonnaire à la vie fœtale, puis une seconde commutation a lieu en période périnatale 

(Figure 2). Ces changements de nature des sous-unités de globine coïncident avec une 

modification du lieu de l’érythropoïèse, qui s’effectue au niveau du sac vitellin durant la vie 

embryonnaire, puis dans le foie et la rate durant la vie fœtale et enfin dans la moelle osseuse à 

partir de la période périnatale (87) (77). 

 Chez l’embryon, il existe simultanément trois hémoglobines à chaînes zêta, alpha, 

epsilon et gamma : l’hémoglobine Gower 1 (ζ2ε2), l’hémoglobine Gower 2 (α2ε2) et 

l’hémoglobine Portland 1 (ζ2ɣ2). Les chaînes ε et ζ sont spécifiques de la vie embryonnaire et 

la chaîne ζ présente une structure très proche de celle de la chaîne α. A la fin du stade 

embryonnaire, l’expression du gène ε est remplacée par celle des gènes fœtaux ɣ et 

l’expression du gène ζ est remplacée par celle des gènes α. L’hémoglobine F est alors 

détectable à partir de la cinquième semaine de vie intra-utérine et elle constituera la protéine 

hémoglobinique principale de la vie fœtale. Entre la huitième et la dixième semaine, son taux 

atteint 90 % pour ensuite légèrement diminuer jusqu’à la naissance où elle représente environ 

80 % de l’hémoglobine totale. La seconde commutation, qui a lieu à la fin de la vie fœtale, 

conduit alors au remplacement des chaînes ɣ par les chaînes β. La synthèse des chaînes β 

commence en effet très lentement dès le dernier trimestre de gestation. Ainsi, durant la vie 

fœtale, l’hémoglobine A représente 5 à 10 % de l’hémoglobine totale. Après la naissance, la 

synthèse des chaînes β augmente rapidement et l’hémoglobine A prend une place 

prépondérante. A l’âge de 2 ans, le profil hémoglobinique de l’adulte est atteint et 

l’hémoglobine A représente alors plus de 95 % de la totalité des hémoglobines. Il existe 

également un constituant mineur : l’hémoglobine A2, dont le taux est environ de 2,5 % et qui 

est détectable dès le troisième mois de naissance. Chez l’adulte sain, il est également possible 

de détecter des traces d’hémoglobine F (< 1 %). Cette faible fraction d’hémoglobine F 
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présente à l’âge adulte est liée à une synthèse limitée dans un nombre restreint d’hématies 

appelées cellules F (77) (10) (3).  

 

Figure 2. Evolution de la synthèse des différentes chaînes de globine au cours du développement 

humain (58). 

 

Une mutation de l’un des gènes codant pour les chaînes de globine peut aboutir à une 

hémoglobinopathie, correspondant soit à une anomalie qualitative soit à une anomalie 

quantitative de l’hémoglobine. Les anomalies qualitatives de l’hémoglobine, ou 

hémoglobinoses, sont liées à la production d’un variant de l’hémoglobine constitué d’une 

chaîne de globine anormale, les plus fréquentes étant les hémoglobines S, C et E. Les 

anomalies quantitatives, appelées thalassémies, correspondent à un déficit partiel ou complet 

de la synthèse de globine, sans altération de la protéine (51). 

 

I.1.2. Anomalies qualitatives de l’hémoglobine 

 

A ce jour, plus de 800 variants d’hémoglobine ont été décrits (32). Toutefois, la 

majorité des variants de l’hémoglobine sont asymptomatiques et sont donc découverts 

fortuitement (72).  

Quelques dizaines de variants seulement ont une importance clinique, dont 

l’hémoglobine S, responsable de la drépanocytose, et découverte en 1949 par Pauling et al. 

(74). Il s’agit de la plus fréquente des hémoglobinopathies, notamment en Afrique sub-

saharienne, mais également aux Antilles, en Inde, au Moyen-Orient et dans le bassin 

méditerranéen (58) (19). Toutefois, du fait des migrations de populations, les différentes 

hémoglobinopathies se sont répandues dans tous les pays et sont ainsi de plus en plus 

fréquentes en France (9) (13). La drépanocytose est due à une mutation ponctuelle sur le 

sixième codon du gène β-globine conduisant au remplacement d’un acide glutamique par une 
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valine (β6Glu→Val) et donc à la synthèse d’une hémoglobine anormale : l’hémoglobine S. 

En condition de désoxygénation, cette hémoglobine S polymérise en longues fibres entraînant 

une rigidification et une déformation de l’hématie en forme de faucille (Figure 3). Les 

hématies, ayant perdu leur élasticité, obstruent les capillaires des organes, provoquant une 

ischémie par manque d’apport d’oxygène et donc des crises vaso-occlusives douloureuses. 

Par ailleurs, il survient  une anémie hémolytique en raison de la plus grande fragilité des 

hématies (19) (64). Les sujets homozygotes (S/S) sont atteints et souffrent d’un syndrome 

drépanocytaire majeur. La concentration en hémoglobine se situe entre 6 et 10 g/dL et les 

hématies contiennent alors principalement de l’hémoglobine S, ainsi qu’une fraction 

d’hémoglobine F généralement augmentée (de l’ordre de 5 à 20 %) et une faible fraction 

d’hémoglobine A2. L’hémoglobine A est quant à elle absente. En revanche, lorsque la 

mutation β
S
 (β6Glu→Val) ne concerne qu’un seul des deux gènes β (drépanocytose 

hétérozygote A/S), les sujets sont le plus souvent asymptomatiques. L’étude de l’hémoglobine 

montre un profil comportant environ 40 % d’hémoglobine S anormale et au moins 50 % 

d’hémoglobine A normale, les concentrations d’hémoglobine A2 et d’hémoglobine F restant 

normales. En outre, les formes hétérozygotes composites, dans lesquelles un allèle porteur de 

la mutation β6Glu→Val est associé à un allèle porteur d’une autre anomalie génétique 

(hémoglobine C, hémoglobine O-Arab, hémoglobine D-Punjab, β-thalassémie notamment), 

peuvent également être à l’origine de syndromes drépanocytaires majeurs (Tableau I) (51) (7).  

 

 

Figure 3. Hématies falciformes (ou drépanocytes) au microscope électronique à balayage (à     

gauche) et au microscope optique sur frottis sanguin (à droite) (19). 

 

Le deuxième variant de l’hémoglobine le plus fréquent, après l’hémoglobine S, est 

l’hémoglobine C (51) (72). Celle-ci serait originaire du plateau voltaïque et se serait propagée 

par diffusion concentrique. Elle est ainsi très répandue dans les zones impaludées de l’Afrique 

de l’Ouest, notamment au niveau du golfe du Bénin, au Ghana et aux Antilles françaises. 

Toutefois, des cas d’hémoglobinose C apparemment autochtones ont également été observés 

en Asie du Sud-Est, remettant en cause cette théorie (58) (76). L’hémoglobine C résulte d’une 

mutation ponctuelle sur le gène de la chaîne β de la globine, aboutissant à la substitution en 

position 6 d’un acide glutamique par une lysine. Les individus hétérozygotes (A/C) sont 

cliniquement asymptomatiques mais peuvent présenter sur le plan hématologique une 
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microcytose modérée. Quant aux sujets homozygotes (C/C), ils présentent le plus souvent des 

manifestations bénignes, liées à  une hémolyse compensée avec splénomégalie. Les 

complications potentielles apparaissant à l’âge adulte sont notamment l’hypersplénisme, des 

crises douloureuses abdominales et articulaires, la lithiase biliaire, la carence en folates et des 

rétinopathies (72) (34). Sur le plan hématologique, ces patients présentent une discrète anémie 

hémolytique microcytaire et une proportion importante d’hématies cibles sur le frottis sanguin 

(Figure 4), ainsi que des hématies contenant des cristaux d’hémoglobine C (Tableau I) (51) 

(22). 

 

 

Figure 4. Frottis sanguin d’un cas d’hémoglobinose C homozygote avec nombreuses hématies 

cibles et microsphérocytes (72). 

 

Le troisième variant de l’hémoglobine le plus fréquent est l’hémoglobine E, très 

présente notamment en Asie du Sud-Est (91). Elle résulte d’une mutation faux sens du codon 

26 du gène β-globine remplaçant un acide glutamique par une lysine. Ceci crée un site 

alternatif d’épissage, partiellement utilisé, qui dévie une partie de l’ARN messager (ARNm) 

vers une maturation anormale, aux dépens de la production d’ARNm normal. Cette 

substitution d’acides aminés conduit donc à un défaut de production d’hémoglobine par 

diminution du taux d’ARNm normal, sans affecter la fonction de l’hémoglobine (38).  

L’hémoglobinose E se présente donc comme une thalassémie discrète. Les sujets 

hétérozygotes (A/E) sont asymptomatiques, tandis que les sujets homozygotes présentent une 

discrète anémie hémolytique microcytaire et légèrement hypochrome en général bien tolérée 

(51). La gravité de l’hémoglobinose E tient surtout à son association avec diverses formes 

d’α- et de β-thalassémies. En outre, ces associations sont relativement fréquentes en raison du 

paludisme qui a sélectionné et amplifié ces différentes formes au sein des mêmes populations. 
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Beaucoup de ces formes composites sont graves, elles peuvent présenter des phénotypes 

complexes et le diagnostic peut se montrer difficile. D’une manière générale, le diagnostic 

repose sur la mise en évidence de l’hémoglobine E, souvent associée à un pourcentage élevé 

d’hémoglobine F (10 à 15 %) (Tableau I) (69). 
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Tableau I. Les principaux variants de l’hémoglobine et leurs caractéristiques clinico-biologiques. 

Anomalie génétique Expression clinique Diagnostic biologique 

Hémogramme Frottis Etude de l’Hb 

Hb A 

(%) 

Hb F 

(%) 

Hb A2 

(%) 

Hb S 

(%) 

Hb C 

(%) 

Hb E 

(%) 

Hétérozygotie A / S Asymptomatique Normal Normal 60-65 < 1 2,5-3,5 35-40 - - 

Homozygotie S / S 
Syndrome drépanocytaire 

majeur 

Hb : 6-10 g/dL 

VGM : normal 

Drépanocytes 

Cellules cibles 

Corps de Jolly 

Erythroblastes 

0 5-20 2,5-3,5 80-95 - - 

Hétérozygotie composite 

S / C  

 

Syndrome drépanocytaire 

majeur 

Hb : 10-12 g/dL 

VGM : 70-90 fL 

Drépanocytes 

Cellules cibles 

 

0 1-7 2,5-3,5 50 45 - 

Hétérozygotie composite 

S / β-thalassémie 

Syndrome drépanocytaire 

majeur 

Hb : 7-12 g/dL 

VGM : 60-95 fL 

Anisocytose 

Poïkilocytose 

Drépanocytes 

Cellules cibles 

Corps de Jolly 

0-25 5-15 variable 55-90 - - 

Hétérozygotie A / C Asymptomatique 

Normal 

(parfois discrète 

microcytose) 

Normal 60-65 < 1  2,5-3,5 - 35-40 - 

Homozygotie C / C 
Anémie hémolytique 

chronique modérée 

Hb : 10-13 g/dL 

VGM : 65-75 fL 

Cellules cibles 

Cristaux d’Hb C 
0 < 3 2,5-3,5 - > 90 - 

Hétérozygotie A / E Asymptomatique 

Normal  

(ou discrète 

microcytose) 

Normal 70-75 < 1 2,5-3,5 - - 25-30 

Homozygotie E / E 
Anémie hémolytique 

modérée, bien supportée 

Hb : 10-13 g/dL 

VGM : 65-75 fL 
Cellules cibles 0 < 15 2,5-3,5 - - > 85 

Hétérozygotie composite 

E / β-thalassémie  
Thalassémie intermédiaire 

Hb : 7-12 g/dL 

VGM : 65-80 fL 

Cellules cibles 

Anisocytose 

Poïkilocytose 

0-25 5-15 variable - - > 40 
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Plus rarement rencontrées, les hémoglobines instables constituent également un type 

d’hémoglobines anormales. Elles sont caractérisées par une tendance à la dénaturation, avec 

formation de corps amorphes ou corps de Heinz à l’intérieur de l’érythrocyte. Ces inclusions 

diminuent la durée de vie des hématies et sont responsables d’anémies hémolytiques de 

sévérité variable. Actuellement, on connaît plus d’une centaine d’hémoglobines instables 

cliniquement significatives, parmi lesquelles figurent l’hémoglobine Köln, l’hémoglobine 

Zurich ou encore l’hémoglobine Hasharon (42) (77). 

Enfin, les hémoglobines hyperaffines pour l’oxygène représentent un autre type 

d’hémoglobines anormales rares. En raison d’une mauvaise distribution de l’oxygène aux 

tissus, les patients porteurs d’une hémoglobine hyperaffine développent une polyglobulie 

réactionnelle, induite par une synthèse accrue d’érythropoïétine. Parmi ces hémoglobines 

anormales à haute affinité, on peut citer l’hémoglobine Tak et l’hémoglobine Pierre-Bénite 

notamment (3) (42).    

 

I.1.3. Anomalies quantitatives de l’hémoglobine 

 

Les anomalies quantitatives de l’hémoglobine, appelées thalassémies, résultent d’une 

insuffisance de synthèse d’une ou plusieurs chaînes de globine, sans altération de la protéine. 

Selon la chaîne insuffisamment synthétisée, on distingue les α-, β-, δ-, δβ- et ɣβ-thalassémies, 

les α- et β-thalassémies étant les plus fréquemment décrites. Celles-ci sont particulièrement 

fréquentes dans les pays infestés par le paludisme. En effet, les personnes présentant un trait 

thalassémique sembleraient protégées contre les formes graves de paludisme. La principale 

conséquence du déficit de synthèse d’une ou plusieurs chaînes de globine est un déséquilibre 

entre les chaînes, avec excès de chaînes non appariées. Ces dernières forment des polymères 

peu solubles dans l’érythroblaste, conduisant à des altérations des membranes cellulaires et 

nucléaires et finalement à la destruction de l’érythroblaste. Il en résulte une érythropoïèse 

inefficace et une anémie, qui tentent d’être compensées par une hypersécrétion 

d’érythropoïétine qui stimule l’érythropoïèse. Cela aboutit alors à une hyperplasie 

érythroblastique dans les espaces médullaires, responsable de déformations osseuses. D’autre 

part, les quelques réticulocytes ayant réussi à maturer subissent en partie une destruction en 

périphérie, appelée hyperhémolyse (58) (71).  

 

Les α-thalassémies sont particulièrement fréquentes en Asie du Sud-Est et en Afrique 

équatoriale mais on les rencontre également autour du bassin méditerranéen. Puisqu’il existe 

normalement deux gènes α (α1 et α2) situés sur chaque chromosome 16, donc quatre gènes α 

fonctionnels, quatre phénotypes peuvent être distingués selon le nombre de gènes α inactivés 

(Tableau II) (58) (79). Cette inactivation des gènes α est principalement liée à des délétions au 

niveau du locus α (51) (71).  
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Lorsque trois gènes α sur quatre sont fonctionnels, il s’agit d’une α-thalassémie 

hétérozygote silencieuse. En effet, aucun signe clinique n’est retrouvé. Au niveau biologique, 

on observe un taux très modérément augmenté (1 à 2 %) d’hémoglobine Bart’s à la naissance, 

correspondant à un tétramère ɣ4. L’étude de l’hémoglobine se normalise ensuite et 

l’hémogramme est normal dans 50 % des cas, ou peut sinon montrer une discrète 

microcytose.  

Les inactivations de deux gènes α sont responsables d’α-thalassémies mineures, dont le 

génotype peut être de type (-α/-α) ou (--/αα) selon la localisation chromosomique de 

l’anomalie génétique. Les sujets sont cliniquement asymptomatiques. Biologiquement, à la 

naissance, le taux d’hémoglobine Bart’s est compris entre 5 et 10 %. A l’âge adulte, la 

biologie montre une hypochromie, une microcytose, un taux normal d’hémoglobine F tandis 

que le taux d’hémoglobine A2 peut être normal ou légèrement diminué.  

La non-fonctionnalité de trois gènes α sur quatre est responsable d’hémoglobinose H. A 

la naissance, l’anomalie est asymptomatique mais montre biologiquement un taux élevé 

d’hémoglobine Bart’s (ɣ4), de l’ordre de 25 à 30 %, qui sera progressivement remplacée par 

l’hémoglobine H (tétramère β4). Certains patients restent cliniquement asymptomatiques 

tandis que d’autres développent une anémie hémolytique chronique hypochrome microcytaire 

de sévérité variable, avec splénomégalie, ictère, modifications osseuses et parfois lithiase 

biliaire pigmentaire.  

Enfin, lorsque les quatre gènes α ont subi une délétion, on retrouve une α-thalassémie 

homozygote responsable d’une perte fœtale dans un tableau d’anasarque foeto-placentaire 

(Bart’s hydrops fetalis). Cette anomalie est surtout rencontrée en Asie du Sud-Est où existent 

des grandes délétions englobant les deux gènes α. Cependant, quelques foyers sont aussi 

retrouvés en Méditerranée orientale.  
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Tableau II. Caractéristiques clinico-biologiques des α-thalassémies. 

Phénotype Génotype Tableau clinique Diagnostic biologique 

Hémogramme Etude de l’Hb 

α-thalassémie 

hétérozygote silencieuse 

αα/-α Asymptomatique Normal 

ou discrète microcytose 

ou discrète anémie microcytaire 

hypochrome 

1 à 2 % d’Hb Bart’s à la naissance 

 

Normale chez l’adulte 

α-thalassémie mineure -α/-α 

--/αα 

Asymptomatique Microcytose 

Hypochromie 

± Discrète anémie 

5 à 10 % d’Hb Bart’s à la naissance 

 

Normale chez l’adulte 

(ou Hb A2 légèrement diminuée) 

Hémoglobinose H -α/-- 

 

Asymptomatique à la naissance  

 

Anémie hémolytique chronique avec 

ictère, splénomégalie, parfois lithiase 

Anémie hémolytique microcytaire 

et hypochrome 

(Hb : 3-10 g/dL) 

20 à 30 % d’Hb Bart’s à la naissance 

 

1 à 30 % d’Hb H chez l’adulte 

Hb A2 diminuée (1 à 2 %) 

Hb F parfois augmentée (1 à 3 %) 

Hydrops foetalis de Bart --/-- Mort fœtale in utero dans un tableau 

d’anasarque foeto-placentaire 
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Plus souvent observées dans nos populations que les α-thalassémies, les β-thalassémies 

figurent parmi les anomalies génétiques les plus fréquentes (58) (51) (38). Initialement 

décrites dans les populations du bassin méditerranéen, elles sont aussi très répandues au 

Moyen-Orient, dans toute l’Asie du Sud et du Sud-Est, en Afrique de l’Ouest et aux Antilles.  

Les β-thalassémies sont caractérisées par une diminution de l’expression de la chaîne β, 

qui peut être totale ou partielle, non ou incomplètement compensée par la synthèse de la 

chaîne homologue ɣ. En l’absence totale de synthèse de chaîne β et donc d’hémoglobine A, 

on parle de β°-thalassémie. Lorsque le déficit de synthèse de la chaîne β n’est que partiel, il 

s’agit d’une β
+
-thalassémie. Les β-thalassémies sont en grande majorité dues à des mutations 

ponctuelles mais elles peuvent également résulter de microdélétions ou d’insertions de 

nucléotides.  

Selon les manifestations phénotypiques, en l’occurrence la profondeur de l’anémie et les 

besoins transfusionnels, plusieurs formes de β-thalassémies peuvent être distinguées (Tableau 

III) (45) (71). Cette distinction ne peut être réalisée qu’après quelques mois de vie, lorsque la 

synthèse de l’hémoglobine F n’est plus capable de masquer l’anomalie de synthèse de 

l’hémoglobine A.  

Tout d’abord, la β-thalassémie majeure, aussi appelée anémie de Cooley, se caractérise 

par l’absence totale de chaînes β, correspondant au génotype β°/β°. Elle est révélée dès 

l’enfance par une anémie hémolytique très sévère associée à une hépatosplénomégalie et à des 

anomalies morphologiques résultant de l’hyperplasie des os plats secondaire à l’hyperactivité 

érythroïde. L’hémogramme révèle une anémie inférieure à 7 g/dL, microcytaire (volume 

globulaire moyen entre 60 et 65 fL), hypochrome (teneur moyenne en hémoglobine inférieure 

à 26 pg). Le frottis sanguin met en évidence une anisopoïkilocytose, des ponctuations 

basophiles fréquentes ainsi qu’une érythroblastose majeure. L’étude de l’hémoglobine permet 

le diagnostic, elle montre un pourcentage élevé d’hémoglobine F, allant de 50 à 98 % selon la 

synthèse résiduelle de la chaîne β. Le taux d’hémoglobine A2 est variable. 

Les β-thalassémies intermédiaires constituent une autre forme de β-thalassémie et sont 

caractérisées par une anémie dont le taux d’hémoglobine se maintient entre 6 et 10 g/dL, ne 

requérant pas de transfusion mensuelle. Leur génotye est de type β°/β
+
 ou β

+/
β

+
. Seule 

l’observation des besoins transfusionnels permet de distinguer une thalassémie intermédiaire 

d’une thalassémie majeure. Les β-thalassémies intermédiaires se manifestent le plus souvent 

par une anémie hémolytique modérée avec pâleur et hépatosplénomégalie, pouvant 

éventuellement s’accompagner des complications osseuses de l’hyperplasie érythroblastique 

médullaire.  

Les β-thalassémies mineures sont quant à elles définies par un génotype hétérozygote de 

type β°/β et se manifestent biologiquement par une pseudopolyglobulie associée à une 

microcytose et une hypochromie. Le pourcentage d’hémoglobine A2 est élevé (supérieur à 3,5 

%) tandis que celui de l’hémoglobine F est normal ou discrètement augmenté. Cliniquement, 

les patients sont bien portants et dénués de signes d’anémie. Exceptionnellement toutefois,  

une discrète splénomégalie peut être observée.  
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Enfin, les β-thalassémies silencieuses, de génotype β
+
/ β, sont asymptomatiques 

cliniquement et hématologiquement.  
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Tableau III. Caractéristiques clinico-biologiques des β-thalassémies.  

Phénotype Génotype Tableau clinique Diagnostic biologique 

Hémogramme Etude de l’Hb 

β-thalassémie silencieuse β+/β Asymptomatique Normal Normale 

β-thalassémie mineure β°/β Asymptomatique 

(parfois discrète microcytose) 

Pseudopolyglobulie 

microcytaire hypochrome 

ou microcytose isolée 

Hb A2 ↑ (4 à 5 %) 

Hb F normale ou ↑ (2 à 7 %) 

β-thalassémie intermédiaire β°/β+ 

β+/β+ 

Anémie hémolytique modérée avec 

hépatosplénomégalie 

 

Transfusions sanguines exceptionnelles 

Anémie microcytaire  

(Hb : 6-10 g/dL) 

Hb A2 ↑ 

Hb F ↑ 

Hb A absente ou ↓ 

β-thalassémie majeure β°/β° Anémie apparaissant au cours des premiers mois 

de la vie 

Hépatosplénomégalie et anomalies 

morphologiques 

 

Evolution fatale en l’absence de transfusions 

sanguines 

Anémie microcytaire 

hypochrome 

(Hb < 7 g/dL) 

Hb F ↑↑ (50 à 98 %) 

Hb A2 normale ou ↑ 

Hb A absente ou ↓↓ selon les 

types d’anomalies 

moléculaires en cause 
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I.2. DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DES HEMOGLOBINOPATHIES 

 

Plusieurs situations peuvent conduire à la recherche d’une anomalie de l’hémoglobine (14) 

(51) (11), dont : 

 le diagnostic étiologique d’anomalies biologiques : 

o anomalie de l’hémogramme (anémie, microcytose, pseudopolyglobulie) et/ou 

du frottis sanguin (hématies cibles, drépanocytes, poïkilocytose, ponctuations 

basophiles, corps de Jolly) 

o signes d’hémolyse (bilirubine libre augmentée, haptoglobine effondrée) 

o découverte fortuite d’un variant de l’hémoglobine lors du dosage de 

l’hémoglobine glyquée  

 le diagnostic étiologique d’anomalies cliniques : 

o anémie hémolytique 

o polyglobulie 

o cyanose 

 l’enquête familiale suite à la découverte d’une hémoglobinopathie 

 le dépistage maternel au cours de la grossesse chez les femmes  originaires de pays à 

risque (Afrique du Nord, Afrique noire, Extrême-Orient, bassin méditerranéen, 

Antilles…) 

 le dépistage néonatal systématique chez tous les nouveau-nés à risque 

 

I.2.1. Les différentes méthodes utilisées et leur évolution 

 

I.2.1.1. Méthodes électrophorétiques 

 

Historiquement, l’électrophorèse s’est imposée comme la méthode de choix pour 

l’identification et la quantification des différentes fractions de l’hémoglobine. 

L’électrophorèse implique la séparation d’espèces chargées sous l’influence d’un champ 

électrique, généralement basée sur leur rapport charge/masse. Cette technique est 

particulièrement bien adaptée à l’étude de l’hémoglobine, dont les principaux variants 

peuvent être distingués par des rapports charge/masse différents. Initialement développée par 

Tiselius dans les années 1930, l’électrophorèse en veine liquide, réalisée dans un tube en U, a 

par la suite été supplantée par l’électrophorèse de zone, pratiquée dans une trame solide 

imprégnée d’une solution tampon (24) (84) (61). 

Une des techniques d’électrophorèse utilisée pour le diagnostic des hémoglobinopathies 

est l’électrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin (Figure 5). Plusieurs méthodes 

commerciales ont été développées, les bandes d’hémoglobines étant visualisées grâce à des 

colorants et quantifiées par densitométrie. Toutefois, à pH alcalin (classiquement pH 8,6), les 

hémoglobines A2, C, E et O migrent dans la même zone, de même que les hémoglobines S, D 
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et G migrent selon la même vitesse (74). Dans le cas de suspicions de telles anomalies de 

l’hémoglobine, une technique complémentaire doit donc être envisagée.  

La distinction entre ces différents variants se fait le plus souvent par électrophorèse sur 

gel d’agarose à pH acide (pH 6,0), qui permet de séparer l’Hb C de l’Hb E et de l’Hb O, ainsi 

que l’Hb S de l’Hb D et de l’Hb G (Figure 6). En revanche, les Hb E et Hb O ainsi que les Hb 

D et Hb G ne peuvent toujours pas être différenciées en combinant ces deux méthodes 

électrophorétiques (24) (55). De plus, ces techniques présentent l’inconvénient d’être 

consommatrices de temps et de main d’œuvre. En outre, elles manquent de précision pour la 

quantification des hémoglobines en concentrations faibles, comme l’Hb A2, et pour la 

détection des variants à migration rapide, comme l’Hb H ou l’Hb Bart’s. Il est même 

maintenant admis que la quantification des variants par densitométrie manque de précision et 

que ces deux techniques d’électrophorèse doivent être utilisées à visée qualitative. Elles sont 

donc aujourd’hui le plus souvent utilisées combinées à une autre méthode, principalement la 

chromatographie liquide de haute performance (CLHP), qui présente une précision bien plus 

importante (3) (14). En effet, une étude réalisée en 1999 par le College of American 

Pathologists avait montré un coefficient de variation (CV) de 33,6 % pour les quantifications 

de l’Hb A2 à une concentration de 2,41 % par densitométrie à partir des gels 

électrophorétiques. Par CLHP, le CV était de 4,3 % pour une Hb A2 à une concentration de 

3,47 %. Ainsi, la combinaison de ces techniques d’électrophorèse avec la CLHP permet 

l’identification et la quantification des hémoglobines, cette dernière étant réalisée par la 

CLHP uniquement (74) (24). 

 

 

Figure 5. Electrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin (12). 
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Figure 6. Electrophorèse sur gel d’agar à pH = 6 (12). 

 

Une autre technique électrophorétique utilisée pour la recherche des anomalies de 

l’hémoglobine est l’isoélectrofocalisation, encore appelée focalisation isoélectrique (Figure 

7). Cette technique, réalisée sur gel d’agarose ou sur gel de polyacrylamide, sépare les 

hémoglobines dans un gradient de pH en fonction de leur point isoélectrique (24) (32). Pour 

cela, des ampholytes sont introduits dans le gel de manière à créer un gradient de pH continu 

sous l’effet d’un champ électrique. Les différentes hémoglobines contenues dans l’échantillon 

à analyser vont migrer jusqu’à atteindre la région où le pH est égal à leur pH isoélectrique. A 

cette position, la charge nette est nulle, l’hémoglobine cesse de migrer et focalise en une 

bande étroite (10). Cette technique, permettant de séparer des variants de l’hémoglobine dont 

les points isoélectriques diffèrent de 0,02 unités de pH, présente une excellente résolution  et 

s’avère très utile pour détecter les hémoglobines anormales chez le nouveau-né, alors que 

l’hémoglobine F constitue la fraction hémoglobinique majeure pendant les premiers mois de 

la vie. De plus, l’isofocalisation électrique est parfaitement adaptée à l’analyse de grandes 

séries. En revanche, les principales limites de cette méthode sont une mise en œuvre longue et 

complexe. De ce fait, son utilisation est quasiment réservée au dépistage néonatal des 

hémoglobinopathies (10) (32). 
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Figure 7. Isoélectrofocalisation en gel d’agarose (Isolab
®
) (12). 

 

Cependant, ces techniques électrophorétiques manuelles laissent de plus en plus place à 

l’électrophorèse capillaire, rapide et automatisée. En effet, cette dernière, dont le principe sera 

décrit plus précisément dans le chapitre II, permet une quantification précise des différentes 

fractions de l’hémoglobine, semblable à celle de la CLHP (32). Elle est donc aujourd’hui en 

plein essor  et fait l’objet de développements commerciaux importants. Ainsi,   Sebia a 

commercialisé le système Capillarys
®
 en 2001, puis le système Minicap

®
 en 2007, dont nous 

étudierons les performances dans les prochains chapitres. 

 

I.2.1.2. Méthodes chromatographiques   

 

La chromatographie liquide de haute performance a été développée pour permettre à la 

fois le dépistage et la confirmation des hémoglobinopathies chez les nouveau-nés avec une 

grande sensibilité et spécificité. En effet, sa bonne sensibilité vis-à-vis des variants majeurs 

impliqués en pathologie ainsi que sa rapidité de réalisation (environ 3 minutes par 

échantillon), permettant l’analyse d’un grand nombre d’échantillons, ont fait de la CLHP une 

méthode particulièrement adaptée au dépistage des anomalies de l’hémoglobine (74).  

Ce temps d’analyse rapide a été possible par la mise au point d’une technique de CLHP 

par échange de cations (Figure 8). Les différentes hémoglobines sont séparées par un gradient 

de tampons de force ionique et de pH croissants. Cette technique, automatisée et adaptée à de 

grandes séries, permet une quantification précise de l’Hb A2, Hb F, Hb A, Hb S et Hb C 

notamment. Cependant, puisque certains variants de l’hémoglobine peuvent co-éluer et 

certaines hémoglobines éluent avant la zone d’intégration des pics, cette technique ne peut 

être utilisée seule (74). Elle doit être couplée à une autre technique, par exemple 
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électrophorétique, de manière à confronter les résultats obtenus par ces deux techniques 

différentes (24). 

Une autre technique chromatographique  est la CLHP en phase inverse, utilisée pour la 

caractérisation des chaînes de globines (Figure 8). Dans cette technique, les chaînes 

polypeptidiques sont séparées en fonction de leur hydrophobicité. La CLHP en phase inverse 

est particulièrement intéressante pour la caractérisation des hémoglobines embryonnaires et 

fœtales et elle contribue à la séparation et à la quantification de variants rares par l’analyse de 

leurs chaînes mutantes. De ce fait, elle reste réservée aux laboratoires spécialisés dans l’étude 

de l’hémoglobine (14). 

 

     

Figure 8. Profil chromatographique d’un patient homozygote S/S en CLHP par échange de 

cations (à gauche) et en CLHP en phase inverse (à droite) (20). 

 

I.2.1.3. Techniques hématologiques et biochimiques spécifiques 

 

Le test de solubilité de l’hémoglobine S, également appelé test d’Itano, est réservé à la 

confirmation de la présence d’hémoglobine S. Ce test manuel est basé sur la précipitation de 

l’hémoglobine S désoxygénée lorsqu’elle se trouve en solution saline concentrée (Figure 9). 

Une des limites de cette technique est sa faible sensibilité. En raison du risque de faux 

négatifs, elle ne doit donc pas être utilisée chez le nouveau-né ou chez un sujet présentant une 

faible concentration d’hémoglobine S. Il existe également un risque de faux positifs, 

notamment avec l’hémoglobine H et  l’hémoglobine C-Harlem, qui précipitent dans les 

mêmes conditions. En outre, le test d’Itano est dépendant de la qualité des réactifs (saponine, 

hydrosulfite de sodium) et des conditions opératoires (température) (14) (73). 
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Figure 9. Test de solubilité de l’hémoglobine S (test d’Itano) (21). 

 

Le test de falciformation d’Emmel peut représenter une alternative au test d’Itano. Il 

consiste à mettre en contact, sur une lame, une goutte de sang à analyser avec une goutte de 

métabisulfite de sodium. En raison de la diminution de solubilité de l’hémoglobine S en 

condition de désoxygénation, les hématies contenant de l’hémoglobine S changent de forme et 

subissent une falciformation. Cette technique manque toutefois de sensibilité et de spécificité. 

Certaines hémoglobines autres que l’hémoglobine S, comme l’hémoglobine C-Harlem, 

précipitent également lorsqu’elles sont désoxygénées et induisent une falciformation des 

globules rouges. Le test de falciformation est donc aujourd’hui de moins en moins utilisé (14) 

(81). 

Le test de stabilité à l’isopropanol est quant à lui un examen réservé aux laboratoires 

spécialisés pour l’étude de l’hémoglobine dans le cadre du diagnostic d’hémoglobine instable. 

Il consiste à incuber un hémolysat à 37°C dans un tampon contenant 17 % d’isopropanol. 

Dans un tel milieu apolaire, les forces de cohésion internes de la molécule d’hémoglobine 

diminuent et celle-ci précipite. Alors que l’hémoglobine A précipite après 50 à 60 minutes à 

37°C, les hémoglobines instables précipitent précocément, en 5 à 20 minutes selon les 

variants. Cette technique présente quelques limites liées à un risque de faux positifs 

(hémoglobine F, méthémoglobine, chaînes libres (hémoglobine H ou Bart’s), précipitation des 

protéines non héminiques chez des patients ayant une forte réticulocytose) et de faux négatifs, 

notamment en cas d’hémoglobines hyperinstables. En effet, ces dernières sont très rapidement 

détruites, dans les minutes ou heures qui suivent leur biosynthèse. Elles ne sont alors pas 

mises en évidence par ce test mais nécessitent l’utilisation de techniques de biologie 

moléculaire. En outre, il existe un certain nombre de variants instables in vitro et ne 

s’accompagnant d’aucune anomalie hématologique ou clinique (14) (73). 

Les colorations supravitales utilisant un agent oxydant comme le bleu de crésyl brillant 

ou le violet de méthyl sont également utiles pour le diagnostic d’hémoglobine instable par la 

mise en évidence des corps de Heinz sur frottis sanguin (Figure 10). Après incubation des 
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érythrocytes à 37°C, en l’absence de glucose, les corps de Heinz apparaissent comme des 

inclusions, souvent attachées à la membrane (42) (3). 

 

 

Figure 10. Corps de Heinz visibles au bleu de crésyl brillant (15). 

 

Une autre technique spécifique utilisée autrefois pour le diagnostic des 

hémoglobinopathies  était le dosage de l’hémoglobine F par la méthode de Betke. Celle-ci 

reposait sur la résistance de l’hémoglobine F à la dénaturation alcaline, ensuite mesurée par 

spectrophotométrie. Elle est aujourd’hui largement remplacée par la CLHP ou 

l’électrophorèse capillaire (14) (83).  

 

I.2.1.4. Place de la biologie moléculaire 

 

La recherche d’anomalies génétiques de l’hémoglobine a pour but principal de dépister 

les couples à risque de donner naissance à un enfant malade et, le cas échéant, de réaliser un 

diagnostic prénatal. En effet, si chacun des deux membres du couple est porteur sain d’une 

mutation ou d’une délétion d’un gène de globine, il existe un risque sur quatre de transmettre 

ces deux anomalies à un enfant et que celui-ci présente une hémoglobinopathie. Après 

identification des sujets porteurs, un conseil génétique doit être prévu afin d’expliquer au 

couple les risques génétiques relatifs à l’anomalie dépistée et un diagnostic prénatal pourra 

être envisagé (14) (24) (56). 

Plusieurs techniques de biologie moléculaire, réalisées en laboratoires spécialisés, sont 

disponibles pour le diagnostic prénatal des hémoglobinopathies. En France, six laboratoires 

regroupés sous la forme d’un réseau « Pathologie héréditaire de l’érythrocyte » subventionné 

par la Direction de l’Hospitalisation et de l’Organisation des Soins (DHOS) effectuent ces 

analyses moléculaires spécialisées (3). Les méthodes classiques de biologie moléculaire sont 

réalisées à partir de l’ADN fœtal extrait des cellules amniotiques, de biopsies de placenta ou 

de biopsies de villosités choriales. Les types de mutations et leur distribution dans les 
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différentes populations étant maintenant bien connus, la plupart des méthodes sont basées sur 

la mise en évidence directe de la mutation responsable de l’hémoglobinopathie (24) (14). 

Ainsi, la majorité des variants de l’hémoglobine et des β-thalassémies est due à des 

mutations ponctuelles (y compris les insertions et délétions courtes), classiquement mises en 

évidence par séquençage des gènes α et β-globine (3). Cependant, cette technique s’avère 

également utile pour l’identification des variants rares. En effet, puisque les gènes de globine 

sont de petite taille, leur séquençage est réalisable relativement rapidement et permet de 

mettre en évidence l’anomalie moléculaire, même si elle est rare (14) (24) (44).  

Différentes techniques de PCR (Polymerase Chain Reaction) peuvent aussi être utilisées 

pour la recherche d’une mutation connue, comme la RFLP-PCR, la PCR en temps réel avec 

révélation par sondes fluorescentes spécifiques ou encore la technique de reverse dot-blot (3) 

(57) (43).   

Classiquement, les délétions larges à l’origine des syndromes α-thalassémiques sont 

recherchées par la technique de Gap-PCR (93) (44). D’autres techniques comme la MLPA 

(Multiplex Ligation Probe Amplification) sont actuellement de plus en plus utilisées pour le 

criblage des délétions rares ou non encore décrites (3) (35) (78).  

 

I.2.2. Stratégie diagnostique des hémoglobinopathies au CHU de Nancy 

avant l’implantation du système Minicap
®
 (Sebia) 

 

Avant l’installation de l’automate d’électrophorèse capillaire Minicap
®
 au laboratoire 

d’hématologie au CHU de Nancy, la recherche des anomalies de l’hémoglobine reposait sur 

l’utilisation d’une technique d’électrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin (plaques 

Helena BioSciences, TITAN III-H ; tampon SUPRE HEME buffer) couplée à une technique 

de chromatographie liquide de haute performance (analyseur D-10
®
, BioRad). En cas de 

suspicion d’anomalie de l’hémoglobine telle la présence d’hémoglobine C, E, O ou 

d’hémoglobine S, D ou G, une technique d’électrophorèse sur gel d’agarose à pH acide (Kit 

Hydragel acid(e) hemoglobin(e) K20,SEBIA), complémentaire de l’électrophorèse sur acétate 

de cellulose à pH alcalin, était réalisée afin d’identifier le ou les éventuel(s) variant(s) de 

l’hémoglobine présent(s) dans l’échantillon. En outre, en cas de suspicion de drépanocytose, 

le test d’Itano était mis en œuvre pour confirmer la présence d’hémoglobine S.  

 

I.2.3. Prise en charge de la recherche d’une anomalie de l’hémoglobine par 

l’Assurance Maladie 

 

Dans la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (septembre 2014), il est précisé 

pour l’acte codé 1120 : «  Recherche d’une anomalie de l’hémoglobine par au moins une 
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technique d’électrophorèse, et deux autres tests  adaptés selon les besoins pour un résultat 

diagnostique d’orientation. Un commentaire et une conclusion accompagnent le compte-

rendu » (5). Cela doit donc guider les biologistes pour l’établissement de leur stratégie relative 

à la recherche d’une anomalie de l’hémoglobine. 

Dans ce contexte, le réseau DHOS « Pathologie héréditaire de l’érythrocyte » (3) 

recommande d’utiliser en première intention la CLHP par échange de cations ou 

l’électrophorèse capillaire automatisées, ces deux techniques permettant une quantification 

fiable de l’Hb A2. Ce groupe de travail recommande de choisir les deux autres tests 

phénotypiques parmi les suivants : électrophorèse de l’hémoglobine à pH alcalin ou acide, 

focalisation isoélectrique, test d’Itano (solubilité en milieu réduit spécifique de la mutation β
S
) 

ou CLHP en phase inverse des chaînes de globine. Ces deux autres tests ont pour but de 

caractériser de façon certaine les variants les plus fréquents (Hb S, Hb C, Hb E) et de 

permettre le dépistage d’un variant rare de l’hémoglobine non détecté par la technique initiale.  

Le groupe de travail précise que lorsqu’un laboratoire ne dispose pas d’un tel panel de 

techniques, « il devrait idéalement envoyer le prélèvement, avec toutes les données cliniques 

et biologiques disponibles, à un laboratoire équipé et ne pas rendre de conclusion à partir d’un 

test unique. » 
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II. L’ELECTROPHORESE CAPILLAIRE POUR LE       

DIAGNOSTIC DES HEMOGLOBINOPATHIES 
 

II.1. CHOIX DE L’ELECTROPHORESE CAPILLAIRE POUR LE 

DIAGNOSTIC DES HEMOGLOBINOPATHIES AU CHU DE NANCY 

 

II.1.1. Arguments pour l’implantation de l’électrophorèse capillaire 

 

Le Service d’Hématologie Biologique (SHB) du CHU de Nancy utilisait jusqu’alors la 

chromatographie liquide de haute performance, méthode quantitative, couplée à 

l’électrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin, méthode qualitative. Or, cette dernière 

technique présentait un certain nombre d’inconvénients.  

En effet, s’agissant d’une technique manuelle, elle est relativement longue à réaliser et 

présente un risque d’erreur plus important qu’une méthode automatisée. En outre, 

l’interprétation est visuelle, opérateur-dépendant, donc peu reproductible et de fiabilité 

relative. De plus, cette technique d’électrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin n’est 

pas adaptée pour les hémoglobines en faible proportion telles que l’Hb A2 et l’Hb F. 

D’autre part, elle manque de résolution puisqu’elle ne permet pas la discrimination de 

toutes les fractions de l’hémoglobine : ainsi, les hémoglobines A2, C, O et E migrent au 

même endroit, de même que les hémoglobines S, D et G. La suspicion de tels variants 

d’hémoglobine anormaux nécessitaient alors la mise en œuvre d’une seconde technique 

manuelle : l’électrophorèse à pH acide en gel d’agar. Cependant, elle ne permettait tout de 

même pas de séparer l’hémoglobine E de l’hémoglobine O et l’hémoglobine D de 

l’hémoglobine G notamment (74) (4). 

De plus, l’électrophorèse capillaire apporte une quantification des différentes fractions 

de l’hémoglobine séparées, ce qui est intéressant notamment pour les cas où la 

chromatographie liquide de haute performance ne permettrait pas de les séparer et de les 

quantifier précisément.  

Il a donc semblé opportun de remplacer l’usage de la technique manuelle 

d’électrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin par l’électrophorèse capillaire, méthode 

automatisée offrant un temps d’analyse plus court, un risque d’erreur très faible, une meilleure 

résolution et une meilleure reproductibilité.     

En outre, il est important de signaler que cette nouvelle stratégie diagnostique continue 

de satisfaire à la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale qui précise que la recherche 

d’une anomalie de l’hémoglobine nécessite le recours à au moins une technique 

d’électrophorèse, et deux autres tests adaptés selon les besoins pour un résultat diagnostique 

d’orientation (5).  
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II.1.2. Nouvelle approche diagnostique des hémoglobinopathies au CHU de 

Nancy 

 

L’étude de l’hémoglobine au SHB du CHU de Nancy se fait en première intention 

systématiquement par la chromatographie liquide de haute performance D-10
®
 BioRad et 

l’électrophorèse capillaire Minicap
®
 Sebia. Ce sont deux méthodes séparatives et quantitatives 

de l’hémoglobine.  

Pour chaque patient, les données obtenues sont interprétées en regard des 

renseignements cliniques, des valeurs de l’hémogramme, du frottis sanguin et du bilan martial 

éventuel. Les paramètres érythrocytaires considérés sur l’hémogramme sont principalement la 

numération des hématies, le taux d’hémoglobine, le volume globulaire moyen (VGM), la 

concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) et la teneur corpusculaire 

moyenne en hémoglobine (TCMH). Sur le frottis, la morphologie des hématies est observée. 

Certaines anomalies morphologiques sont en effet évocatrices d’anomalies de l’hémoglobine : 

drépanocytes, cellules cibles, présence d’une anisocytose et d’une poïkilocytose. 

En cas de suspicion d’hémoglobine S, le test d’Itano peut être réalisé pour confirmation.  

Dans les cas de suspicion d’un variant rare de l’hémoglobine, l’échantillon est envoyé 

dans un laboratoire de référence (CHU Henri Mondor de Créteil) pour expertise. 

 

II.2. PRINCIPE DE L’ELECTROPHORESE CAPILLAIRE 

 

L’invention de l’électrophorèse capillaire remonte à la fin des années 1960, quand 

Hjertén puis Everaerts et Keulemans réussirent à contrôler les problèmes de convection, liés à 

l’effet Joule et rencontrés en électrophorèse sur support solide, en réalisant l’électrophorèse 

dans des tubes en Téflon (32) (18). 

Classiquement, l’électrophorèse capillaire est pratiquée dans un capillaire de silice 

fondue recouvert d’une couche de polyimide de 20 à 200 µm de diamètre interne et de 20 à 

200 cm de longueur. Le capillaire, placé dans un système de thermostatisation, est rempli 

d’une solution tampon et plonge dans deux réservoirs contenant cette même solution. Chaque 

réservoir est connecté à une électrode reliée à un générateur de courant. Une forte différence 

de potentiel (plusieurs milliers de volts) est appliquée aux bornes de chaque capillaire pour 

séparer les molécules sur la base de leur rapport charge/masse. L’appareillage comporte 

également un système de détection, le plus souvent un spectrophotomètre UV-visible, en lien 

avec la longueur d’onde d’absorption spécifique des hémoglobines à 415 nm (Figure 11) (32) 

(24) (18).  
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Figure 11. Représentation schématique d’un appareillage d’électrophorèse capillaire (32). 

 

Cette technique, basée sur une séparation électrocinétique, est caractérisée par 

l’interface solide-liquide entre la paroi du capillaire en silice et l’électrolyte qui le remplit. En 

fonction du pH du tampon, les groupements silanols de la silice s’ionisent, conférant à la paroi 

des charges négatives à l’origine du flux électro-osmotique, plus ou moins important, orienté 

vers la cathode. D’autre part, chaque molécule chargée est caractérisée par sa propre mobilité 

électrophorétique dans un tampon de pH donné, celle-ci étant fonction de la charge, taille et 

forme de la molécule et de la viscosité du tampon. Dans un tampon de pH donné, les 

molécules chargées sont alors séparées en fonction du flux électrophorétique, dépendant de la 

mobilité électrophorétique de la molécule et du champ électrique appliqué, et en fonction du 

flux électro-osmotique (Figure 12) (32) (18). 

 

 

Figure 12. Principe de l’électrophorèse capillaire, caractérisée par la présence du flux électro-

osmotique à l’interface entre la paroi du capillaire et le tampon (59). 
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L’électrophorèse capillaire a connu un développement important et a donné naissance à 

toute une famille de techniques telles que l’isotachophorèse capillaire, l’électrophorèse 

capillaire en zone et la focalisation isoélectrique capillaire notamment (32).  

Ainsi, les premières analyses de l’hémoglobine par électrophorèse capillaire ont été 

réalisées en 1975 par Arlinger qui a mis au point une technique d’isotachophorèse (6). Dans 

cette technique, le capillaire est rempli par un électrolyte meneur de mobilité plus élevée que 

celle des analytes et un électrolyte terminal de mobilité plus faible. L’échantillon est placé 

entre ces deux tampons et les analytes se séparent en bandes en fonction de leur mobilité 

électrophorétique. Cependant, les séparations obtenues présentaient l’inconvénient de ne pas 

être suffisantes, complètes. De ce fait, peu de méthodes utilisant ce principe ont fait l’objet de 

publications (6) (32).  

Par la suite, l’électrophorèse capillaire en zone, classique, a beaucoup plus été étudiée et 

utilisée pour le diagnostic des hémoglobinopathies. Ainsi, dès 1991, Chen a réalisé la 

séparation des hémoglobines A, S et C par électrophorèse capillaire en zone à pH alcalin (8,6) 

avec des résultats comparables voire supérieurs à ceux obtenus sur support solide, dans des 

temps d’analyse relativement courts (8 minutes) (23). D’autres méthodes similaires ont été 

ensuite évaluées. Par exemple, Jenkins a développé une méthode comparable en termes de 

capillaire et de pH permettant une détection et une quantification satisfaisante des 

hémoglobines S, D et E, sans toutefois parvenir à séparer l’hémoglobine F de l’hémoglobine 

A (52) (32). En 1999, l’équipe de Cotton, de même que Mario et al., a montré qu’un 

recouvrement dynamique des parois du capillaire par des polymères chargés permettait 

d’obtenir une séparation très reproductible et très rapide (5 minutes) des variants les plus 

courants (63) (68).  

Une autre technique d’électrophorèse capillaire, la focalisation isoélectrique capillaire, a 

ensuite été mise au point par de nombreuses équipes au début des années 1990 (32). Il s’agit 

de l’une des méthodes les plus résolutives sur support solide, permettant d’excellentes 

séparations dans des temps d’analyses raisonnables. Le principe général de cette méthode 

consiste en une focalisation de l’hémoglobine dans une solution d’ampholytes créant un 

gradient de pH de 3 à 10 dans un capillaire neutre, avec recouvrement permanent des parois. 

Parmi les équipes ayant développées cette méthode, on peut citer Zhu et Molteni (70). Ceux-

ci ont montré la séparation de variants courants (Hb S, Hb C, Hb E, Hb G Philadelphia) ainsi 

que celle d’hémoglobines anormales associées aux α-thalassémies (Hb H, Hb Bart’s). 

D’autres équipes ont obtenu des résultats similaires, dont Mario et al. (67), ainsi que Hempe 

et al. qui a également étudié la séparation de variants plus rares et a mis en évidence certaines 

limites de la méthode, comme par exemple une mauvaise séparation des Hb E, Hb C-Harlem 

et Hb O-Arab (47) (46).  

L’électrophorèse capillaire s’est donc rapidement imposée comme méthode de choix, au 

même titre que la CLHP, pour l’étude des hémoglobinopathies. De plus, elle présente un 

intérêt économique : bien que le coût matériel soit comparable à celui de la CLHP, les 

dépenses en réactifs sont nettement moindres. En effet, le prix d’un capillaire est très inférieur 

à celui d’une colonne de chromatographie et les volumes de tampon utilisés sont bien plus 
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faibles, de l’ordre de 1000 fois moins (32). Ses performances analytiques, combinées à un 

coût raisonnable, ont contribué au développement rapide du système d’électrophorèse 

capillaire en zone Minicap
®
 commercialisé par Sebia, fondé sur la même technologie que 

l’appareil Capillarys
®
. 

 

II.3. FONCTIONNEMENT DU SYSTEME MINICAP
®
 (SEBIA) 

II.3.1. Matériel et réactifs 

 

L’automate Minicap
®
 (Figure 13) assure l’analyse des hémoglobines sur 2 capillaires en 

parallèle, permettant 2 migrations simultanées. Il s’agit de capillaires en silice fondue de 

diamètre interne inférieur à 100 µm. Les échantillons à analyser sont placés sur un carrousel 

(Figure 13), ce dernier comportant 28 positions.  

 

 
Figure 13. Système d’électrophorèse capillaire Minicap

®
 (Sebia) et son carrousel à 28 positions. 

  

Les kits MINICAP HEMOGLOBIN(E) fournissent différents réactifs nécessaires à 

l’analyse :  

- tampon basique (pH 9,4) 

- solution hémolysante, pour dilution et hémolyse des hématies 

- solution de lavage 

- cupules réactif 

- filtres, pour filtration du tampon, de la solution de lavage et de l’eau distillée ou 

déminéralisée 

- boîtes pour cupules usagées, permettant la récupération automatique des cupules réactif 

usagées 

- étiquettes code-barres pour identification de la solution hémolysante. 

 

Bien que non fourni dans le kit MINICAP HEMOGLOBIN(E), un contrôle Hb A2 

Normal est également nécessaire. Il est obtenu à partir d’un pool de sangs humains normaux 

et est conservé sous forme lyophilisée. Ce réactif est utilisé comme contrôle de migration 

avant toute nouvelle série d’analyses. Le contrôle Hb A2 Normal sert aussi de contrôle de 

qualité de la méthode de dosage de l’hémoglobine humaine A2. Il est pour cela recommandé 

d’inclure ce contrôle dans chaque série d’analyses.  
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D’autres contrôles internes de la qualité sont également utilisés sur Minicap
®
 : le 

contrôle Hb AFSC, qui comme son nom l’indique, contient des hémoglobines A, F, S et C  

ainsi que le contrôle Hb A2 Pathologique, contenant de l’hémoglobine A2 à un taux supérieur 

aux valeurs de référence. Il est recommandé d’inclure, pour chaque série d’analyses, un 

contrôle interne de la qualité, que ce soit le contrôle Hb AFSC, le contrôle Hb A2 Normal ou 

le contrôle Hb A2 Pathologique. En pratique, au laboratoire d’hématologie du CHU de 

Nancy, le contrôle Hb A2 Normal est analysé avant la série des échantillons de patients et le 

contrôle Hb AFSC ou le contrôle Hb A2 Pathologique, en alternance, est analysé à la fin de la 

série des échantillons de patients. Aussi, le contrôle Hb A2 Normal est analysé en double afin 

de tester les 2 capillaires de migration. 

 

II.3.2. Echantillons analysés 

 

L’électrophorèse capillaire de l’hémoglobine par Minicap
®
 se fait sur culot globulaire 

obtenu à partir de sang frais prélevé sur anticoagulant EDTA. La préparation du culot 

globulaire est réalisée par centrifugation du tube de sang total pendant 5 minutes à 5000 

tr/min, élimination du maximum de plasma, lavage des globules rouges par de l’eau 

physiologique à deux reprises et élimination de l’excès d’eau physiologique à la surface du 

culot globulaire lavé. Il existe un système de « cap piercing » permettant l’analyse en sang 

total (41), mais dont l’automate au CHU Nancy n’est pas équipé.    

Les échantillons de sang total peuvent être conservés au maximum 7 jours entre 2 et 

8°C, puisqu’au-delà de ce délai, la dégradation des hémoglobines dans l’échantillon risque 

d’être trop importante. Dans un échantillon conservé plus de 7 jours à 4°C, certaines fractions 

liées à une dégradation de l’échantillon apparaissent. Ainsi, une faible fraction correspondant 

à de la méthémoglobine apparaît dans la zone de migration de l’Hb S. En présence d’Hb A, 

une fraction correspondant à de l’Hb A dégradée apparaît en position anodique par rapport à 

l’Hb A. En présence d’ Hb F, notamment dans les échantillons de nouveau-nés, une fraction 

apparaît dans la zone de migration de l’Hb A. En présence d’Hb S, une fraction d’Hb S 

dégradée se retrouve dans la zone de migration de l’Hb F. L’Hb C dégradée apparaît en 

position anodique par rapport à l’Hb A2, sans toutefois interférer avec celle-ci. Quant à l’Hb 

O-Arab dégradée, elle migre dans la zone de l’Hb S. Le profil électrophorétique d’un 

échantillon ayant subit une dégradation est donc ininterprétable, d’où l’importance du respect 

de la procédure pré-analytique. De plus, des agglomérats visqueux entre les érythrocytes 

peuvent apparaître dans des échantillons de sang vieilli ou mal conservé et perturber 

l’hémolyse des échantillons par la solution hémolysante. Si l’analyse ne peut pas être réalisée 

dans un délai de 7 jours, les échantillons de culots globulaires lavés doivent alors être 

conservés rapidement, au maximum dans les 8 heures suivant le prélèvement, à - 80°C. Dans 

ces conditions, les échantillons congelés sont stables au maximum 3 mois. Cependant, en 

pratique au laboratoire, du fait de l’activité (1 à 2 séries par semaine), les échantillons sont 

analysés relativement rapidement et ce cas de figure ne se présente que très rarement. 
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II.3.3. Technique analytique 

 

La méthode d’électrophorèse capillaire Sebia fait intervenir plusieurs étapes. Tout 

d’abord, les tubes primaires contenant les culots globulaires préparés précédemment sont 

placés sur le carrousel en positions 1 à 26. Les tubes doivent être débouchés et les codes-

barres placés face à la fenêtre de lecture. Si le nombre d’échantillons à analyser est impair, un 

tube contenant de l’eau distillée ou déminéralisée doit suivre le dernier tube échantillon, du 

fait de la présence des deux capillaires. Un tube à hémolyse contenant de la solution 

hémolysante est placé en position 27. La position 28 est destinée à recevoir le tube contenant 

le contrôle Hb A2 Normal, utilisé comme contrôle de migration. Les contrôles internes de la 

qualité (contrôle Hb AFSC, contrôle Hb A2 Normal et contrôle Hb A2 Pathologique) peuvent 

être placés en position 1 à 26 et sont traités comme des échantillons de patients. Après la mise 

en place du carrousel dans le système Minicap
®
, l’automate procède à la lecture des codes-

barres des tubes primaires échantillons et du carrousel. Les échantillons sont ensuite 

hémolysés et dilués par la solution hémolysante dans les cupules réactif, avec rinçage de 

l’aiguille de prélèvement entre chaque dilution. Un lavage des capillaires a lieu avant 

injection des échantillons hémolysés dans ces capillaires, l’injection s’effectuant à l’anode par 

aspiration. Les différentes fractions d’hémoglobine migrent alors dans les capillaires en 

milieu basique (pH 9,4), permettant leur séparation et leur détection directe à la cathode. La 

migration, qui dure environ 8 minutes, se fait à voltage constant élevé (plusieurs milliers de 

volts) et à température régulée par effet Peltier. La lecture des différents pics d’hémoglobine 

est réalisée à 415 nm, correspondant à la longueur d’onde d’absorption maximale de 

l’hémoglobine. Toutes ces étapes aboutissent à l’obtention de tracés ou profils 

électrophorétiques qui seront ensuite interprétés par le biologiste.   

 

II.4. INTERPRETATION DES PROFILS ELECTROPHORETIQUES 

 

A la fin de l’analyse, les profils électrophorétiques s’affichent sur le logiciel Phoresis® 

fourni par la société Sebia, où ils font l’objet d’une interprétation visuelle à la recherche 

d’éventuelles anomalies. Une quantification relative des différentes fractions de 

l’hémoglobine est automatiquement réalisée. Afin de faciliter l’interprétation des profils 

électrophorétiques, le pic d’hémoglobine A est positionné au centre de la fenêtre de reprise.  

Les pics d’Hb A, Hb A2, Hb F, Hb S et Hb C sont identifiés de façon automatique. Les 

positions des autres variants de l’hémoglobine sont repérées à l’écran au sein de zones allant 

de Z1 à Z15 (Figure 14). Une liste des variants connus potentiellement présents dans chaque 

zone (Annexe 1) apparaît lorsque l’on place le curseur sur cette zone en haut de l’écran. 
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Figure 14. Profil électrophorétique visualisé sur le logiciel Phoresis
®
, avec identification 

automatique des pics d’Hb A, Hb A2, Hb F, Hb S et Hb C et découpage en 15 zones de 

migration. 

 

Lors de l’analyse d’échantillons dépourvus d’Hb A, le profil ne pouvant pas être 

recentré sur le pic d’Hb A, le recentrage se fait par rapport au pic d’Hb A des deux derniers 

profils obtenus sur le même capillaire. Les zones de migration Z1 à Z15 ne sont pas repérées à 

l’écran et aucun pic ne peut être identifié (Figure 15). Dans ce cas de figure, il est 

recommandé de répéter l’analyse en mélangeant volume à volume le culot globulaire de 

l’échantillon à analyser avec le contrôle Hb A2 Normal. Ce dernier, comportant de l’Hb A, va 

permettre le recentrage du profil électrophorétique et, par conséquent, le positionnement 

correct du ou des variants de l’hémoglobine au niveau de la zone de migration 

correspondante. Alors que cette seconde analyse est utile pour l’identification des différents 

pics d’hémoglobine présents dans l’échantillon à analyser, la quantification des fractions n’a 

en revanche aucune signification du fait de la dilution. Celle-ci est réalisée à partir de la 

première analyse de l’échantillon, non dilué dans le contrôle Hb A2 Normal. Par ailleurs, afin 

de réduire les coûts d’analyse, il est également envisageable de remplacer cet échantillon de 

contrôle par un échantillon provenant d’un patient et présentant un profil électrophorétique 

normal connu (Figure 16). 

Cathode Anode 
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Figure 15. Electrophorèse capillaire de l’hémoglobine d’un patient homozygote C/C (72). 

 

 

Figure 16. Electrophorèse capillaire de l’hémoglobine d’un mélange échantillon du patient 

homozygote C/C avec échantillon d’un patient adulte normal (72).  
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Les profils électrophorétiques de sangs normaux, à l’âge adulte (Annexe 2), montrent la 

présence d’une majorité d’Hb A et d’une faible proportion d’Hb A2, de l’ordre de 2,2 à 3,2 %. 

Une faible fraction d’Hb F est parfois retrouvée, dans ce cas en pourcentage inférieur à 1 %. 

En revanche, chez les nouveau-nés, les profils électrophorétiques normaux présentent une 

majorité d’Hb F (Annexe 3). La proportion d’Hb F ne cesse de diminuer durant les premiers 

mois de vie, au profit de l’Hb A dont la proportion augmente parallèlement (Annexe 4), 

jusqu’à atteindre vers l’âge de 2 ans un profil électrophorétique de type adulte.  

Les principaux variants de l’hémoglobine d’intérêt médical ou anthropologique 

présentent une charge électrique globale modifiée suite au remplacement d’un acide aminé 

par un autre, résultant lui-même d’une mutation, délétion ou insertion de nucléotides. Leur 

séparation des autres fractions de l’hémoglobine et leur identification sont rendues possibles 

par électrophorèse du fait de cette modification de charge.  

Ainsi, l’Hb S, résultant d’une mutation  β6Glu→Val, présente un point isoélectrique 

plus élevé que celui de l’Hb A et, par conséquent, une charge négative globale plus faible au 

pH de l’analyse. Elle migre donc en position cathodique par rapport à l’Hb A. Par la 

technique d’électrophorèse capillaire Minicap
®
, en tampon alcalin, elle migre entre les 

fractions d’Hb A et d’Hb A2, à environ un tiers de la distance A2 - A, dans la zone Z5 

(Annexe 5).  

Concernant l’Hb C, due à la mutation β6Glu→Lys, son point isoélectrique est encore 

plus augmenté que celui de l’Hb S. L’Hb C migre alors plus rapidement que l’Hb A et que 

l’Hb A2, dont elle est parfois partiellement séparée (notamment dans les hémoglobinoses C 

homozygotes) (Annexe 6).  

L’Hb E, dans laquelle un acide glutamique en position 26 de la chaîne β est remplacé 

par une lysine, migre quant à elle juste après l’Hb A2, dont elle est totalement séparée 

(Annexe 7).  

L’Hb O-Arab fait suite au remplacement d’un acide glutamique en position 26 de la 

chaîne β par une lysine. L’Hb O-Arab et l’Hb A2 migrent dans la même zone et ne peuvent 

donc pas être quantifiées. Cependant, lorsque cette fraction est supérieure à 9 %, la présence 

d’Hb O-Arab peut être suspectée. 

L’Hb D (appelée D-Punjab, D-Los Angeles, D-Chicago ou encore D-Portugal) est la 

conséquence du remplacement d’un acide glutamique en position 121 de la chaîne β-globine 

par une glutamine. En raison de la modification de charge électrique globale qui en résulte, 

elle migre au niveau de la zone Z6 (Annexe 8), en position anodique par rapport à l’Hb S. 

Outre les anomalies qualitatives de l’hémoglobine caractérisées par la présence 

anormale d’un variant, la technique d’électrophorèse capillaire Minicap
®
 permet également de 

mettre en évidence les thalassémies, anomalies quantitatives de l’hémoglobine. 

Ainsi, en présence d’un trait β-thalassémique, le profil électrophorétique montre une 

augmentation du pourcentage d’Hb A2 (Annexe 9). La proportion d’Hb F est normale ou 

légèrement augmentée. Les β-thalassémies homozygotes montrent quant à elles un profil 
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électrophorétique avec augmentation de la proportion d’Hb F, la proportion d’Hb A2 étant 

variable. 

   Dans les α-thalassémies, caractérisées par la diminution de synthèse des chaînes α, 

l’Hb Bart’s, correspondant à un tétramère ɣ4, peut être mise en évidence à la naissance sur le 

tracé électrophorétique (Annexe 10). Elle est ensuite remplacée par l’Hb H, correspondant à  

un tétramère β4. Du fait de son point isoélectrique relativement bas, celle-ci migre en position 

beaucoup plus anodique que l’Hb A, au niveau de la zone Z15 (Annexe 11).  

 

Les principaux variants responsables d’hémoglobinopathies sont donc détectables par le 

système d’électrophorèse capillaire Minicap
®
 Sebia. Cependant, dans le « manuel utilisateur » 

MINICAP HEMOGLOBIN(E), le fournisseur alerte sur le fait que, « compte tenu des 

principes analytiques des techniques actuelles (principes de l’électrophorèse de zone, 

résolution), aucune garantie ne peut être donnée quant à la détection totale de tous les variants 

de l’hémoglobine » (Annexe 1).   
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III. EVALUATION DU SYSTEME MINICAP
®
 (SEBIA) 

 

III.1. ANALYSE DE RISQUES 

 

Avant de procéder à une vérification de méthode, il est indispensable de réaliser une 

analyse des risques. En effet, de nombreux facteurs peuvent influencer l’exactitude et la 

fiabilité d’un résultat. Il est donc nécessaire de connaître les risques afin de mettre en œuvre 

des éléments de maîtrise de ces risques. Une analyse des risques par la méthode 5M permet 

d’être exhaustif sur tous les facteurs qui pourraient avoir un impact sur le résultat. Les 5M à 

étudier correspondent à : Main d’œuvre, Matériel, Matière, Méthode et Milieu. Cette analyse 

de risques relative à la recherche d’anomalies de l’hémoglobine par électrophorèse capillaire 

Minicap
®
, ainsi que les moyens de maîtrise correspondants, sont consignés dans le tableau 

suivant : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

Tableau IV. Analyse et gestion des risques relatifs à la technique d’électrophorèse de 

l’hémoglobine par le système Minicap
®
. 

5M Points critiques à maîtriser Modalités 

Main d’oeuvre Préparation du culot globulaire 

Erreur d’identification patient 

Formation et habilitation du 

personnel 

Expérience 

Mode opératoire présent à la 

paillasse 

Gestion des non-conformités 

Matière Tube inapproprié, volume insuffisant 

Délai et conditions de conservation avant 

traitement non respectés 

Mauvaise conservation des réactifs et CIQ 

(péremption, dégradation…) 

Connaissance du manuel de 

prélèvement 

Habilitation du personnel 

CIQ et EEQ 

Mode opératoire 

Gestion des réactifs / 

Péremption suivie 

Matériel Pannes de l’automate 

Défaut de performances de l’instrument de 

mesure (fidélité, justesse, dérive, 

contamination…) 

 

Maintenances 

Mode opératoire à la 

paillasse 

CIQ et EEQ 

Vérification de méthode 

Etude de corrélation 

Méthode Défaut de performances (migration, 

détection, positionnement et intégration des 

pics) 

 

 

 

Erreur de transmission informatique (pertes 

de données, données erronées, panne) 

 

 

Vérification de méthode 

Corrélation avec d’autres 

techniques (CLHP…) 

CIQ et EEQ 

Mode opératoire 

 

Double sauvegarde 

Contrôle de transfert de 

résultats 

Procédure de validation du 

système informatique de 

laboratoire (SIL) 

Milieu Température 

Hygrométrie 

Altitude 

Propreté 

Exposition à une lumière directe 

Exposition à une source de chaleur directe 

Fenêtres fermées 

Température ambiante et 

hygrométrie maîtrisées 

Locaux propres, non 

poussiéreux 

Installation à distance 

d’autres automates ou 

matériels  
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III.2. EVALUATION DES PERFORMANCES 

III.2.1. Paramètres à évaluer 

 

La méthode d’étude des hémoglobinopathies par électrophorèse capillaire Minicap
®

 

(Sebia, France) est une méthode normalisée reconnue puisqu’elle utilise une méthode, un 

équipement et des réactifs dans les conditions préconisées par le fournisseur. Il s’agit donc 

d’adopter un dispositif médical de diagnostic in vitro marqué CE dans le cadre d’une portée 

flexible standard A (28). Nous devons donc vérifier les performances du couple 

automate/réactifs annoncées par le fabricant et nous assurer de la validité des résultats en 

regard des besoins du laboratoire exprimés au préalable (86) (62) (60).  

La vérification des performances d’une méthode inclut trois étapes : 

- Une étude bibliographique 

- La détermination des critères de performance pertinents et le choix des limites 

d’acceptabilité correspondantes 

- La réalisation des vérifications expérimentales sur site 

L’électrophorèse capillaire des hémoglobines par le système Minicap
®
 est une méthode 

quantitative puisque, même si les résultats sont exprimés en pourcentages, elle fournit un 

résultat chiffré sur une échelle continue à partir de la mesure d’un signal en relation directe 

avec une quantité donnée de l’analyte.  

Dans le cas d’une vérification quantitative de méthode en portée flexible standard A,  

différents paramètres (Tableau V) doivent être vérifiés par recherche bibliographique et/ou 

par vérification sur site avant la mise en application de la méthode (SH GTA 04). 
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Tableau V. Eléments à vérifier par bibliographie et/ou vérification sur site en portée flexible A 

(25). 
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Toutefois, certains paramètres ne sont à vérifier que si cela s’avère utile et/ou possible 

selon les cas de figure propres à chacune des méthodes faisant l’objet de l’évaluation.  

Ainsi, dans le cadre de l’évaluation des performances du système Minicap
®
, nous avons 

jugé non nécessaire la vérification des intervalles de mesure, incluant la limite de 

quantification et les limites de linéarité. En effet, dans le cas de l’électrophorèse de 

l’hémoglobine, les résultats ne sont pas rendus sous la forme de quantités mais de 

pourcentages. Les valeurs possibles pour chaque fraction d’hémoglobine, allant 

théoriquement de 0 à 100 %, pour une hémoglobine totale de l’ordre de 5 à 20 g/dL, ne se 

situent donc pas dans des zones très étendues. De plus, plusieurs études réalisées sur 

électrophorèse capillaire Sebia publiées dans la littérature ont montré une excellente linéarité 

dans la gamme de concentrations étudiées (90) (2) (39). Nous rapportons ces résultats dans le 

chapitre III.2.5 ci-dessous.   

De même, l’étude des interférences s’est avérée inutile. Puisque que l’analyse est 

réalisée sur culot globulaire subissant ensuite l’action d’une solution hémolysante, aucune 

interférence plasmatique, telles la lipémie, l’hémoglobine plasmatique, la bilirubine ou encore 

la présence de médicaments, ne peut être attendue. De plus, les hémoglobines présentes dans 

l’échantillon sont détectées par spectrophotométrie d’absorbance à 415 nm, longueur d’onde 

d’absorption spécifique des hémoglobines, permettant d’exclure la présence d’interférences 

potentielles. 

Enfin, plusieurs paramètres ont déjà été validés par le fournisseur et ne nécessitent pas 

de vérification sur site en portée de type A : la spécificité analytique, la stabilité des réactifs, 

la robustesse ainsi que la comparaison avec une méthode de référence.  

Finalement, les paramètres qui feront l’objet d’une vérification sont la fidélité, la 

justesse, les incertitudes de mesure, la contamination inter-échantillons, l’intervalle de 

référence et la comparaison avec la méthode déjà utilisée au LBM.  

Pour chacun de ces critères de performance à évaluer, il est nécessaire pour le biologiste 

de déterminer des limites d’acceptabilité avant de commencer la vérification expérimentale. 

Ces spécifications sont le plus souvent choisies en s’appuyant entre autres sur la 

documentation technique du fournisseur, les textes réglementaires, les attentes du 

prescripteur, les recommandations de sociétés savantes. Elles doivent être le reflet de l’état de 

l’art et de la pertinence clinique (85). Concernant les méthodes d’étude de l’hémoglobine, ni 

les sociétés savantes telles que Ricos ou la SFBC (Société Française de Biologie Clinique) ni 

la HAS (Haute Autorité de Santé) n’ont émis de spécifications, à une exception près. En effet, 

les seules spécifications existantes sont celles issues des travaux de Ricos et al., et 

uniquement pour l’hémoglobine A2 (Tableau VI) (89). 
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Tableau VI. Spécifications de fidélité intermédiaire (I), d’erreur de justesse (B) et d’erreur totale 

(TE) proposées par Ricos pour l’Hb A2, en fonction des variations biologiques intra-individuelle 

(CVw) et inter-individuelle (CVg). 

Analyte Number 

of 

Papers 

Biological Variation Desirable specification 

CVw CVg I (%) B (%) TE (%) 

Hemoglobin A2 1 0,7 7,7 0,35 1,93 2,51 

 

CVw = within-subject biologic variation 

CVg = between-subject biologic variation 

I = desirable specification for imprecision 

B = desirable specification for inaccuracy 

TE = desirable specification for allowable total error 

 

Nous nous sommes donc appuyés sur les documents techniques du fournisseur et plus 

encore sur les besoins cliniques pour déterminer nos propres limites d’acceptabilité.       

Nous allons développer ci-après, pour chacun des différents paramètres ayant fait l’objet 

d’une vérification sur site, les limites d’acceptabilité retenues et les résultats obtenus.  

 

III.2.2. Précision 

 

L’étude de la précision inclut la répétabilité et la fidélité intermédiaire.  

La répétabilité est évaluée en analysant un même échantillon selon des conditions 

identiques : même opérateur, même lot de réactifs, même instrument, même étalonnage dans 

un délai le plus court possible. En pratique, il est recommandé de déterminer la répétabilité 

pour au moins 2 niveaux de concentration avec si possible un niveau proche du seuil 

décisionnel. Pour une exploitation statistique optimale des résultats, il est préconisé de réaliser 

30 tests sur un même échantillon. Cependant, pour des raisons pratiques (coûts des analyses, 

durée d’analyse, volume d’échantillon…), ces 30 tests peuvent ne pas être réalisables. Le 

nombre inférieur de tests retenu doit alors être expliqué et reposé sur des arguments 

pertinents.  

Ainsi, l’évaluation de la répétabilié sur des échantillons contenant des fractions 

variables de différents variants d’hémoglobine par Minicap
®
 (Sebia) n’a pas toujours pu être 

réalisée sur 30 essais. En effet, l’analyse étant effectuée sur un volume minimal de 150 µl de 

culot globulaire (avec un volume optimal à 250 µL), il était difficile de répéter l’analyse 30 

fois en raison d’un volume insuffisant de culot globulaire par tube. Cette insuffisance de 

volume  était d’autant plus marquée lors de l’utilisation d’un échantillon pédiatrique pour 
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l’étude de la répétabilité sur une fraction élevée d’hémoglobine F. Nous avons donc répété les 

tests le plus grand nombre de fois que le permettait le volume de culot globulaire recueilli par 

tube.  

 

La fidélité intermédiaire, anciennement appelée reproductibilité, est quant à elle évaluée 

en analysant un même échantillon dans des conditions différentes en faisant varier au moins 

un des facteurs : l’opérateur, le temps, les lots de réactifs, les étalonnages… En pratique, 

l’évaluation de la fidélité intermédiaire se fait le plus souvent en utilisant les résultats des 

contrôles internes de la qualité (CIQ) par le calcul de leurs coefficients de variation. Dans le 

cas de l’électrophorèse de l’hémoglobine par Minicap
®
 Sebia, nous avons relevé les valeurs 

obtenus pour le contrôle interne de la qualité Hb AFSC, ainsi que les contrôles Hb A2 Normal 

et Hb A2 Pathologique.  

La fidélité intermédiaire est établie sur au moins 15 jours avec 30 déterminations et à 2 

niveaux minimum. 

Pour la répétabilité comme pour la fidélité intermédiaire, le coefficient de variation 

calculé est comparé au coefficient de variation limite acceptable déterminé au préalable, basé 

sur les données du fournisseur et sur la pertinence clinique, en l’absence de recommandations 

émises par des sociétés savantes comme la SFBC, Ricos… ou autres référentiels. 

 

III.2.2.1. Répétabilité 

 

Nous avons choisi de ne pas évaluer la répétabilité pour l’Hb A en raison du caractère 

peu pertinent de ce paramètre, d’un point de vue clinique, lors de l’interprétation d’une 

électrophorèse de l’hémoglobine. En effet, la mise en évidence d’une hémoglobinopathie ne 

repose pas principalement sur l’étude quantitative de cette fraction. Seule sa présence ou son 

absence dans l’échantillon constituent une information pertinente pour l’interprétation d’un 

profil électrophorétique. En outre, cette méthode consistant en une séparation et une 

quantification des différentes fractions de l’hémoglobine, exprimées en pourcentages, on peut 

supposer que si les autres fractions présentes dans un échantillon sont évaluées selon une 

répétabilité acceptable, il en sera de même pour la fraction complémentaire.   

Dans le document technique du fournisseur, il est mentionné que la répétabilité a été 

étudiée en analysant 7 échantillons sanguins différents (sangs A et E normaux, sang B avec 

Hb S, sangs C et H avec Hb F, sang F avec Hb A2 augmentée et sang G avec Hb A, Hb F, Hb 

S et Hb C) en parallèle sur trois systèmes Minicap
®
. Chaque échantillon a été analysé 5 fois 

simultanément sur les 2 capillaires de chaque système Minicap
®
, permettant le calcul des 

moyennes, écarts-types (ET) et coefficients de variation (CV) (n=10) pour chaque fraction de 

l’hémoglobine des 7 échantillons sanguins. Les CV ainsi obtenus, tous échantillons 

confondus, varient de 0,0 à 9,3 % pour l’Hb A2, de 0,7 à 2,4 % pour l’Hb F, de 0,8 à 2,1 % 
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pour l’Hb S et de 2,0 à 3,0 % pour l’Hb C, avec, comme on pouvait s’y attendre, les valeurs 

de CV les plus importantes pour les fractions les plus faibles.  

Dans la littérature, plusieurs études réalisées sur un instrument d’électrophorèse 

capillaire Sebia ont été publiées. 

En l’occurrence, en 2011, une équipe thaïlandaise, Winichagoon et al., a évalué le 

système Capillarys
®
 pour le diagnostic rapide des thalassémies et autres hémoglobinopathies 

(90). Le système Capillarys
®

 présente le même principe de fonctionnement et la même 

technologie de migration que le système Minicap
®
. La différence entre ces deux automates 

réside uniquement sur une cadence supérieure pour Capillarys
®
, possédant huit capillaires de 

migration alors que Minicap
®
 en comptent deux. Parmi les paramètres étudiés, la répétabilité 

a été déterminée en analysant plusieurs échantillons contenant de l’Hb A2 et de l’Hb F à 

différentes concentrations. Ces échantillons provenaient d’un patient normal, un patient 

porteur d’un trait β-thalassémique, un patient hétérozygote β-thalassémie/Hb E et un patient 

hétérozygote β-thalassémie/Hb E ayant reçu une transfusion sanguine récente. Chacun de ces 

échantillons a été analysé 20 fois consécutivement. Les résultats ont montré des CV à 2,06 % 

pour l’Hb A2 et 9,33 % pour l’Hb F chez un sujet normal, présentant des concentrations d’Hb 

A2 et Hb F incluses dans l’intervalle de référence. Pour les concentrations élevées d’Hb A2, 

Hb E et Hb F présentes dans l’échantillon β-thalassémie/Hb E, les CV étaient de 3,23 % pour 

l’Hb A2, 0,73 % pour l’Hb E et 5,93 % pour l’Hb F.      

En 2012, Agouti et al. a publié une étude portant sur le système Capillarys 2 Flex 

Piercing
®
 (Sebia, France) (2). Cette automate d’électrophorèse capillaire fonctionne sur le 

même principe que le système Capillarys
®
, avec huit capillaires de migration au lieu de deux 

pour Minicap
®
, mais il possède en plus un dispositif de perçage de bouchons et d’agitation 

des tubes permettant de réaliser l’analyse sur sang total, contrairement à Minicap
®
 et 

Capillarys
®
 qui nécessitent la préparation d’un culot globulaire. Agouti et al. a évalué la 

répétabilité en utilisant huit échantillons sanguins contenant des proportions variables d’Hb 

A2 (de 2,2 à 4,9 %) et d’Hb F (de 0,4 à 2,7 %). Chacun de ces huit échantillons a fait l’objet 

de dix analyses consécutives au sein d’une même série. Les résultats ont montré des CV 

toujours inférieurs à 2,13 % pour l’Hb A2, quel que soit le niveau. En revanche, ils ont mis en 

évidence une faible précision pour des valeurs très basses d’Hb F (<1 %), avec notamment un 

CV de 10,91 % pour une Hb F moyenne de 0,59 %. La fidélité intermédaire s’est toutefois 

révélée meilleure pour des valeurs plus élevées d’Hb F. En effet, le CV calculé était de 2,01 

% pour une valeur moyenne d’Hb F à 6,38 %.    

En regard de ces résultats et dans le souci de respecter une pertinence d’interprétation 

clinique, nous avons retenu une limite d’acceptabilité de 5 % pour le CV de chaque fraction 

de l’hémoglobine, quel qu’en soit le  niveau.  

Nous avons évalué la répétabilité pour les fractions de l’hémoglobine les plus 

importantes en  clinique : Hb A2, Hb F, Hb S, Hb C et Hb E.  

L’Hb A2, présente à des taux faibles, de l’ordre de 2,5 à 3,5 %, chez le sujet normal, doit être 

quantifiée suffisamment précisément pour la mise en évidence des thalassémies, le taux d’Hb 



50 
 

A2 pouvant notamment être abaissé dans les α-thalassémies et augmenté dans les β-

thalassémies.  

Le taux d’Hb F est lui aussi très informatif concernant la présence d’éventuelles 

hémoglobinopathies. Présente à une concentration très faible, habituellement inférieure à 1 %, 

chez le sujet sain à partir de l’âge de 2 ans où l’érythropoïèse adulte est en place, l’Hb F peut 

être augmentée dans certaines anomalies de l’Hb comme les β-thalassémies, les δβ-

thalassémies, les situations de Persistance Héréditaire de l’Hémoglobine Fœtale (PHHF), dans 

les anomalies qualitatives de l’hémoglobine telles la drépanocytose, l’hémoglobinose E ou 

encore l’hémoglobinose C. Cependant, outre les anomalies de l’hémoglobine, l’Hb F est 

physiologiquement élevée dans les échantillons de sang fœtal et chez le jeune enfant et peut 

également être augmentée dans certains cancers et dans des situations de stress 

hématopoïétiques avec régénération (30).  

De même, il nous est apparu nécessaire d’évaluer la précision de la quantification des 

Hb S, Hb C et Hb E, celles-ci représentant les variants de l’hémoglobine les plus souvent 

impliqués en pathologie humaine. 

  

Concernant l’Hb A2, la répétabilité a été évaluée à deux niveaux de concentration. Un 

échantillon sanguin provenant d’un sujet sain a été utilisé pour déterminer la répétabilité de 

l’Hb A2 à une concentration physiologique (Hb A2 moyenne = 3,33%). Un  second 

échantillon, provenant d’un patient présentant une β-thalassémie mineure, a permis de réaliser 

l’étude pour une valeur d’Hb A2 proche du seuil décisionnel (Hb A2 moyenne = 5,42 %).  

L’analyse a pu être répétée 30 fois pour l’échantillon provenant d’un donneur sain, plusieurs 

tubes de sang ayant été prélevés chez cette personne. En revanche, pour l’échantillon avec β-

thalassémie mineure, le volume du culot globulaire obtenu n’a pas permis de répéter 30 fois 

l’analyse, seuls 15 passages ont pu être réalisés. A partir des différentes valeurs obtenues à 

chaque passage, le CV calculé était de 4,74 % pour le niveau 1 et de 2,23 % pour le niveau 2.    

Concernant l’Hb F, il n’était pas possible de calculer de CV pour les valeurs normales 

retrouvées chez les sujets sains, celles-ci étant rendues inférieures à 1 %. Cependant, l’intérêt 

du dosage de l’Hb F réside surtout dans la signification pathologique d’une valeur 

anormalement élevée. Nous avons évalué la répétabilité à deux niveaux de concentration, le 

premier niveau à partir d’un échantillon de patient ayant une β-thalassémie mineure (Hb F 

moyenne à 4,97 %) et le second niveau à partir d’un patient drépanocytaire (Hb F moyenne à 

9,98 %). Le niveau 1 a pu être analysé 20 fois, tandis que seuls 16 passages ont été possibles 

pour le niveau 2. Ainsi, nous avons calculé un CV égal à 1,47 % pour le niveau 1 et 3,48 % 

pour le niveau 2. Nous n’avons pas étudié la répétabilité à des valeurs plus élevées d’Hb F, 

d’une part pour des raisons pratiques, aucun échantillon patient adéquat ne s’étant présenté. 

D’autre part, on peut s’attendre à une meilleure précision pour des valeurs plus élevées, ce qui 

rend moins utile cette détermination.  

Afin d’étudier la répétabilité pour l’Hb S, nous avons utilisé trois échantillons de 

patients drépanocytaires présentant des concentrations différentes en Hb S. Le taux moyen 

d’Hb S est de 20,51 % pour le niveau 1 ; 44,64 % pour le niveau 2 et 79,53 % pour le niveau 

3. Ainsi le niveau 2 permet de se rapprocher des taux moyens d’Hb S observés au diagnostic 
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chez les patients drépanocytaires hétérozygotes et le niveau 3 correspond à un échantillon de 

patient drépanocytaire homozygote. Le nombre de passages pour chacun des niveaux 1, 2 et 3 

était respectivement de 15, 9 et 16. Pour des concentrations en Hb S de plus en plus 

importantes, on pourrait s’attendre à des valeurs de CV de plus en plus faibles. Or, celui-ci est 

de 0,85 % pour le niveau 1 ;  2,72 % pour le niveau 2 et de 0,77 % pour le niveau 3. Une 

explication de cette valeur de CV plus élevée pour le niveau 2 pourrait être le nombre de 

passages plus faible par rapport aux deux autres niveaux. Quoi qu’il en soit, on constate une 

excellente répétabilité pour l’Hb S.   

Enfin, l’Hb C et l’Hb E étant plus rarement identifiées au laboratoire et, par conséquent, 

le nombre d’échantillons disponibles très faible, la répétabilité pour ces deux variants a été 

étudiée sur un seul niveau de concentration. En revanche, que ce soit pour l’Hb C comme 

pour l’Hb E, le niveau de concentration étudié nous a semblé pertinent puisque proche de 

celui obtenu dans les hémoglobinoses C ou E hétérozygotes. En effet, un échantillon 

contenant en moyenne 36,19 % d’Hb C a été analysé 10 fois. Le CV calculé est de 2,39 %. De 

même, un échantillon contenant en moyenne 27,76 % d’Hb E a été analysé 12 fois. Le CV 

obtenu est de 2,46 %.  
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 3,4 5,6

2 3,5 5,6

Unité 3 3,4 5,3

4 3,4 5,4

Echantillon 5 3,4 5,5

6 3,4 5,3

Commentaires 7 3,4 5,4

8 3,3 5,4

9 3,4 5,5

10 3,5 5,6

11 3,4 5,4

12 3,3 5,4

13 3,3 5,3

14 3,3 5,2

Résultats statistiques 15 3,3 5,4

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 16 3,4

Nombre de valeurs 30 15 17 3,3

18 3,4

Moyenne 3,33 5,42 19 3,3

20 3,3

Ecart-type 0,16 0,12 21 3,4

22 3,4
CV (%) 4,74 2,23 23 3,4

24 3,4

valeur min 2,9 5,2 25 3,4

valeur max 3,5 5,6 26 3,3

moyenne - 2SD 3,01 5,18 27 3,5

moyenne + 2SD 3,65 5,66 28 2,9

29 2,9

30 2,9

Niveau 3

%

Etude de la REPETABILITE

SHB

Hémoglobine A2

Minicap Sebia

Niveau 1 = échantillon normal ; Niveau 2 = bêta-thalassémie mineure

Niveau 1 : 19/06/2012  Niveau 2 : 07/06/2012
Niveau 1 Niveau 2

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Représentation graphique de la dispersion des mesures

Niveau Bas Niveau Normal Niveau Haut
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 5,1 10

2 5,1 9,2

Unité 3 5 10

4 5 9,6

Echantillon 5 5 9,8

6 5 9,7

Commentaires 7 5 10,2

8 4,9 9,7

9 4,9 10

10 4,9 10

11 4,9 10

12 4,9 10,3

13 5,1 10,1

14 5 10,1

Résultats statistiques 15 4,9 10,1

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 16 4,9 10,8

Nombre de valeurs 20 16 17 5

18 4,9

Moyenne 4,97 9,98 19 5

20 4,9

Ecart-type 0,07 0,35 21

22

CV (%) 1,47 3,48 23

24

valeur min 4,9 9,2 25

valeur max 5,1 10,8 26

moyenne - 2SD 4,82 9,28 27

moyenne + 2SD 5,12 10,67 28

29

30

Niveau 3

%

Etude de la REPETABILITE

SHB

Hémoglobine F
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 20,6 46,4 79,6

2 20,5 46,2 80,6

Unité 3 20,9 45,7 79,5

4 20,4 44,7 80,2

Echantillon 5 20,5 44 79,8

6 20,8 43,9 80,2

Commentaires 7 20,3 42,9 79,1

8 20,5 43,6 79,8

9 20,4 44,4 79,5

10 20,6 79,8

11 20,3 79,6

12 20,3 79,3

13 20,6 79,4

14 20,4 78,5

Résultats statistiques 15 20,5 79,5

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 16 78,1

Nombre de valeurs 15 9 16 17

18

Moyenne 20,51 44,64 79,53 19

20

Ecart-type 0,18 1,21 0,61 21

22

CV (%) 0,85 2,72 0,77 23

24

valeur min 20,3 42,9 78,1 25

valeur max 20,9 46,4 80,6 26

moyenne - 2SD 20,16 42,22 78,31 27

moyenne + 2SD 20,86 47,07 80,76 28

29

30

Niveau 3

%

Etude de la REPETABILITE

SHB

Hémoglobine S

Minicap Sebia

Niveaux 1, 2 et 3 : drépanocytoses 

Niveau 1 : 09/11/2012  Niveau 2 : 16/11/2012  Niveau 3 : 27/09/2012
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 36,9

2 37,1

Unité 3 37,3

4 36,7

Echantillon 5 36,4

6 36,5

Commentaires 7 35

8 35,3

9 35,6

10 35,1

11

12

13

14

Résultats statistiques 15

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 16

Nombre de valeurs 10 17

18

Moyenne 36,19 19

20

Ecart-type 0,86 21

22

CV (%) 2,39 23

24

valeur min 35 25

valeur max 37,3 26

moyenne - 2SD 34,46 27

moyenne + 2SD 37,92 28

29

30

Niveau 3

%

Etude de la REPETABILITE

SHB

Hémoglobine C

Minicap Sebia

Hémoglobinose C

13/07/2012
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 27,7

2 28

Unité 3 28,4

4 28,9

Echantillon 5 28,3

6 28,1

Commentaires 7 26,9

8 26,9

9 27,1

10 26,8

11 28,1

12 27,9

13

14

Résultats statistiques 15

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 16

Nombre de valeurs 12 17

18

Moyenne 27,76 19

20

Ecart-type 0,68 21

22

CV (%) 2,46 23

24

valeur min 26,8 25

valeur max 28,9 26

moyenne - 2SD 26,39 27

moyenne + 2SD 29,13 28

29

30

Niveau 3

%

Etude de la REPETABILITE

SHB

Hémoglobine E

Minicap Sebia

Hémoglobinose E

06/09/2012
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Le tableau suivant (Tableau VII) récapitule les résultats de cette étude de répétabilité. 

 

Tableau VII. Résumé des données obtenues lors de l’étude de répétabilité. 

Hémoglobine 
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 

Moyenne (%) CV (%) Moyenne (%) CV (%) Moyenne (%) CV (%) 

Hb A2 3,33 4,74 5,42 2,23   

Hb F 4,97 1,47 9,98 3,48   

Hb S 20,51 0,85 44,64 2,72 79,53 0,77 

Hb C 36,19 2,39     

Hb E 27,76 2,46     

 

 

Nous constatons que le CV calculé pour la répétabilité est toujours inférieur à 5 %, 

quelles que soient les fractions d’hémoglobine et leur concentration. Ceci répond donc bien 

aux spécifications émises au préalable. 

 

III.2.2.2. Fidélité intermédiaire 

 

La fidélité intermédiaire reposant sur l’analyse répétée d’un même échantillon en faisant 

varier au moins un facteur, on peut s’attendre à une moindre précision, autrement dit un CV 

plus important, que pour la répétabilité. Nous avons donc retenu une limite maximale 

acceptable de 10 % pour chacune des hémoglobines. Cette spécification nous semble en effet 

acceptable et adaptée pour une interprétation pertinente des profils électrophorétiques.   

En 2008, Keren et al. a évalué la fidélité intermédiaire sur le système Capillarys
®

 à 

partir de 17 passages d’un contrôle interne de la qualité contenant des Hb A, Hb F, Hb S et Hb 

C (54). Les moyennes, ET et CV calculés sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 

VIII).  

 

Tableau VIII. Résultats de l’étude de fidélité intermédiaire sur Capillarys
®
 réalisée par Keren et 

al. 

Hémoglobine Moyenne (%) ET (%) CV (%) 

Hb A 28,1 0,54 1,91 

Hb F 31,0 0,43 1,39 

Hb S 30,8 0,49 1,60 

Hb C 10,2 0,28 2,76 
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En 2009, Higgins et al. a étudié la fidélité intermédiaire sur le système Capillarys 2
®
 en 

utilisant les échantillons de contrôle Bio-Rad Lyphocheck Hb A2 (niveaux 1 et 2) et Helena 

ASFC sur une période de quatre mois (50). 

Le contrôle Helena ASFC fournit des valeurs de CV satisfaisantes : 1,84 % pour l’Hb S 

(concentration moyenne de 19,61 %), 4,36 % pour l’Hb C (concentration moyenne de 6,60 %) 

et 4,03 % pour l’Hb F (concentration moyenne de 21,36 %).  

Les résultats obtenus à partir des deux niveaux du contrôle Bio-Rad Lyphocheck A2 ont 

montré un CV de 6,4 % pour une Hb A2 moyenne de 2,08 % et un CV de 6,0 % pour une Hb 

A2 moyenne de 4,69 %. Le CV calculé pour l’Hb S, présente uniquement dans le niveau 2 et 

à une concentration moyenne de 31,16 %, était de 1,06 %. En revanche, les valeurs des CV 

pour l’Hb F sont très élevées : 93,33 % pour le niveau 1, correspondant à une Hb F moyenne 

de 0,33 %, et 12,42 % pour le niveau 2, correspondant à une Hb F moyenne de 8,16 %.   

Toutefois, les auteurs précisent que ces mauvais résultats doivent être nuancés 

puisqu’ils ne représentent probablement pas la véritable précision pour les échantillons de 

patients. En effet, les contrôles utilisés se présentent sous forme de sang total alors que la 

matrice recommandée pour le Capillarys 2
®
, en l’absence du système Flex Piercing, est un 

culot globulaire. En outre, la raison invoquée pour expliquer les mauvais résultats observés 

pour l’Hb F à basses concentrations est un bruit de fond trop important par rapport au signal à 

ces concentrations. Cependant, Higgins et al. argumente et précise que la faible performance 

analytique constatée pour des concentrations faibles d’Hb F n’a pas ou peu d’impact clinique 

significatif, alors qu’en revanche, pour les concentrations d’Hb F associées à une Persistance 

Héréditaire de l’Hémoglobine Fœtale (PHHF) ou à d’autres situations cliniques 

pathologiques, la précision est acceptable.  

 

Yang et al. a également publié en 2009 une étude dans laquelle il a, entre autres, évalué 

la fidélité intermédiaire pour des valeurs normales et des valeurs élevées d’Hb A2 (92). Pour 

des valeurs normales d’Hb A2 (valeur cible à 2,7 %), les CV étaient compris entre 1,4 % et 

3,0 %. Pour des valeurs élevées d’Hb A2 (valeur cible à 5,5 %), les CV étaient compris entre 

0,7 % et 2,9 %. 

 

Dans une autre étude publiée en 2012 par Agouti et al., la fidélité intermédiaire est 

étudiée sur le système Capillarys 2 Flex Piercing
®
 à l’aide de cinq contrôles de qualité 

comportant de l’Hb A2 à des valeurs normales ou élevées et quatre contrôles de qualité 

comportant de l’Hb F à des valeurs normales ou élevées (2). Cinq analyses ont été réalisées, 

sachant que chaque échantillon migrait sur les huit capillaires durant chaque analyse. Les 

résultats ont montré un CV égal à 1,43 % pour une Hb A2 à une concentration de 2,21 % en 

moyenne et un CV de 1,05 % pour une Hb A2 moyenne de 4,94 %.  Concernant l’Hb F, le 

CV était de 11,23 % pour une Hb F moyenne de 0,43 % tandis qu’il était de 3,08 % pour une 

Hb F moyenne de 2,67 %. Cette étude a donc démontré une bonne fidélité intermédiaire pour 

l’Hb A2 et l’Hb F sur Capillarys 2 Flex Piercing
®
, hormis pour les valeurs très basses de l’Hb 

F (<1 %).  
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Greene et al. a aussi évalué la fidélité intermédiaire sur Capillarys Flex
®
 (39). Il a utilisé 

3 échantillons de contrôle contenant tous de l’Hb A et de l’Hb A2. Deux de ces échantillons 

de contrôle contenaient aussi de l’Hb F et un des contrôles contenait de l’Hb S. Cette 

évaluation reposait sur 12 séries consécutives, avec 2 lots différents de tampon utilisés. Les 

résultats obtenus sont consignés dans le tableau suivant (Tableau IX). 

  

Tableau IX. Résultats de l’étude de fidélité intermédiaire sur Capillarys Flex
®
 réalisée par 

Greene et al. (39). 

 

 

Les CV calculés étaient tous inférieurs à 5 %, sauf pour les valeurs faibles d’Hb F (CV à 

7,1 %). Conformément aux études précédentes, les auteurs concluaient donc en une très bonne 

précision, exceptée pour les valeurs basses d’Hb F.  

Pour évaluer la fidélité intermédiaire sur Minicap
®
, nous avons utilisé les valeurs des 

CIQ passés lors de  chaque série d’analyses et calculer le CV correspondant pour chacune des 

fractions d’Hb A2, Hb A, Hb F, Hb S et Hb C. Ces valeurs ont été obtenues à partir de 30 

séries d’analyses différentes, réalisées par différents opérateurs sur une période de 4 mois. Au 

cours de cette période d’étude, deux kits de réactifs présentant des numéros de lots différents 

ont été utilisés.  
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 2,8 3,00 6,6

2 2,8 3,20 7,6

3 2,7 2,9 7,2

Unité 4 2,8 3 7,2

5 2,8 3 7,2

Echantillon 6 2,7 2,9 7,6

7 2,8 3,1 7,6

Commentaires 8 2,7 3,2 7,7

9 2,9 3,1 7,5

10 2,8 3,1 7,1

11 2,8 3,1 7,1

12 2,9 2,9 7,6

13 2,9 2,9 7

14 2,8 3 7,6

15 2,7 3,3 7,2

Résultats statistiques 16 2,8 3 7

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 17 2,7 3,2 6,6

Nombre de valeurs 30 30 30 18 2,7 3,4 6,8

19 2,7 3,2 6,6

Moyenne 2,88 3,19 7,00 20 2,8 3,1 6,7

21 2,7 3,1 6,2

Ecart-type 0,19 0,25 0,43 22 2,7 3 6,3
23 3 3,4 6,8

CV (%) 6,75 7,84 6,09 24 3,1 3,6 6,5

25 3 3,5 6,5

valeur min 2,7 2,9 6,2 26 3,3 3,1 7,2

valeur max 3,3 3,8 7,7 27 3,2 3,6 6,7

moyenne - 2SD 2,49 2,69 6,15 28 3,2 3,8 6,7

moyenne + 2SD 3,27 3,69 7,86 29 3,3 3,4 6,8

30 3,2 3,7 6,9

Niveau 3

%

Etude de la Fidélité intermédiaire (REPRODUCTIBILITE)

SHB

Hémoglobine A2

Minicap Sebia

CIQ A2 Normal, CIQ AFSC et CIQ A2 Pathologique

Niveau 1 = A2 Normal ; Niveau 2 = AFSC ; Niveau 3 = A2 Pathologique

Du 07/08/2012 au 11/12/2012
Niveau 1 Niveau 2
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 46

2 46,4

3 47,4

Unité 4 46,2

5 46

Echantillon 6 48

7 48

Commentaires 8 48,5

9 48,6

10 49,3

11 47,3

12 49

13 49,4

14 46,1

15 46

Résultats statistiques 16 47,3

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 17 48,7

Nombre de valeurs 30 18 41,9

19 43,7

Moyenne 45,98 20 45,4

21 45,3

Ecart-type 2,23 22 45,8
23 42,8

CV (%) 4,84 24 42,4

25 42,7

valeur min 41,9 26 45,7

valeur max 49,4 27 43,9

moyenne - 2SD 41,53 28 45,3

moyenne + 2SD 50,43 29 43,2

30 43,1

Niveau 2 Niveau 3

%

Minicap Sebia

CIQ AFSC

Du 07/08/2012 au 11/12/2012
Niveau 1

Etude de la Fidélité intermédiaire (REPRODUCTIBILITE)

SHB

Hémoglobine A
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 25

2 24,6

3 24,3

Unité 4 23,6

5 23,6

Echantillon 6 22,9

7 22,9

Commentaires 8 22,8

9 22,7

10 22,1

11 23,1

12 22,7

13 22,4

14 23,7

15 23,6

Résultats statistiques 16 23,2

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 17 22,8

Nombre de valeurs 30 18 25,6

19 25,2

Moyenne 24,13 20 24,9

21 24,9

Ecart-type 1,15 22 24,8
23 25,5

CV (%) 4,77 24 25,6

25 25,7

valeur min 22,1 26 24,9

valeur max 25,7 27 25,3

moyenne - 2SD 21,82 28 24,7

moyenne + 2SD 26,43 29 25,3

30 25,4

Niveau 2 Niveau 3

%

Minicap Sebia

CIQ AFSC

Du 07/08/2012 au 11/12/2012
Niveau 1

Etude de la Fidélité intermédiaire (REPRODUCTIBILITE)

SHB

Hémoglobine F
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 19,1

2 18,8

3 18,5

Unité 4 20,4

5 20,6

Echantillon 6 19,8

7 19,7

Commentaires 8 19,5

9 19,5

10 19,3

11 20,1

12 19,1

13 19

14 20,4

15 20,5

Résultats statistiques 16 20,1

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 17 19,2

Nombre de valeurs 30 18 21,2

19 20,3

Moyenne 19,83 20 19,5

21 19,4

Ecart-type 0,69 22 19,3
23 20,6

CV (%) 3,50 24 20,9

25 20,8

valeur min 18,5 26 19,2

valeur max 21,2 27 20

moyenne - 2SD 18,45 28 19,4

moyenne + 2SD 21,22 29 20,4

30 20,4

Niveau 2 Niveau 3

%

Minicap Sebia

CIQ AFSC

Du 07/08/2012 au 11/12/2012
Niveau 1

Etude de la Fidélité intermédiaire (REPRODUCTIBILITE)

SHB

Hémoglobine S
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Résultats des mesures

date

Réactifs 1 6,9

2 7

3 6,9

Unité 4 6,8

5 6,8

Echantillon 6 6,4

7 6,3

Commentaires 8 6

9 6,1

10 6,2

11 6,4

12 6,3

13 6,3

14 6,8

15 6,6

Résultats statistiques 16 6,4

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 17 6,1

Nombre de valeurs 30 18 7,9

19 7,6

Moyenne 6,86 20 7,1

21 7,3

Ecart-type 0,53 22 7,1
23 7,7

CV (%) 7,78 24 7,5

25 7,3

valeur min 6,0 26 7,1

valeur max 7,9 27 7,2

moyenne - 2SD 5,80 28 6,8

moyenne + 2SD 7,93 29 7,6

30 7,4

Niveau 2 Niveau 3

%

Minicap Sebia

CIQ AFSC

Du 07/08/2012 au 11/12/2012
Niveau 1

Etude de la Fidélité intermédiaire (REPRODUCTIBILITE)
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Pour toutes les hémoglobines, et quel que soit leur niveau de concentration, les CV 

calculés sont inférieurs à 10 %, répondant ainsi aux spécifications choisies. On peut même 

remarquer que ces résultats sont tous inférieurs à 8 %, donc bien en-deçà de la limite 

maximale que l’on s’était fixée. Ainsi, l’étude de fidélité intermédiaire, tout comme l’étude de 

répétabilité, confirme la bonne précision de cette méthode.  

 

III.2.3. Approche de la justesse 

 

En portée flexible standard A, une vérification de la justesse, ou plus précisément de 

l’approche de la justesse, doit être menée, dès que possible. Concernant les méthodes 

d’électrophorèse de l’hémoglobine, il n’existe pas de contrôles internes de la qualité 

externalisés. Il n’est donc pas possible à l’heure actuelle d’évaluer le biais de la méthode. En 

revanche, l’inexactitude de la méthode peut être évaluée en comparant les valeurs obtenues 

sur des échantillons d’évaluations externes de la qualité (EEQ) aux valeurs cibles (25) (8). La 

valeur cible retenue correspond à la moyenne des résultats obtenus avec la même méthode 

(groupe de pairs). L’inexactitude ainsi obtenue permet une approche de l’écart par rapport à la 

valeur cible.  

Depuis juin 2013, le laboratoire d’Hématologie du CHU de Nancy participe au 

programme de comparaison inter-laboratoires UK NEQAS, un des rares programmes d’EEQ 

présents sur le marché pour les anomalies de l’hémoglobine. Trois échantillons sont envoyés 

selon un rythme bimestriel aux participants. L’évaluation de l’inexactitude a ainsi pu être 

réalisée pour les Hb A2, Hb F et Hb S. Afin d’assurer une quantification pertinente des 

hémoglobines en rapport avec la situation clinique, nous avons établi nos spécifications à ± 

0,5 % pour l’Hb A2 et pour l’Hb F et à ± 1,0 % pour l’Hb S.  
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Structure                                              SHB

UF

Paramètre                                              Hémoglobine A2

Instrument                                               Minicap Sebia

Informations sur les conditions du test

date Juin 2013 à juin 2014

Réactifs UK NEQAS

Unité %

Commentaires

Niveau 1
EEQ Incertitude de mesure (EEQ)

Date Valeur obtenue Valeur Pairs Valeur t tech Différence Inexactitude (%) Inexact itude (%) t  tech Valeur CIQ 2,88

juin-13 1,7 1,6 1,6 0,1 6,2 6,2 Ecart type CIQ 0,19

juin-13 2,2 2,2 2,1 0 0,0 4,8 Moyenne Biais 0,0000

août-13 2,9 2,9 2,9 0 0,0 0,0 Ecart type biais 0,0632

oct-13 2,3 2,2 2,2 0,1 4,5 4,5

déc-13 2,7 2,7 2,7 0 0,0 0,0 Niveau 1
déc-13 2,3 2,4 2,3 -0,1 -4,2 0,0 Incertitude type 0,20

févr-14 2,9 2,9 2,8 0 0,0 3,6 Incertitude élargie 0,41

févr-14 2,4 2,4 2,4 0 0,0 0,0 Incertitude relative (%) 14,2

avr-14 2,6 2,7 2,6 -0,1 -3,7 0,0

juin-14 2,4 2,4 2,4 0 0,0 0,0 Expression 2,88 +/- 0,41 

juin-14 2,0 2,0 2,0 0 0,0 0,0 Expression 2,88  +/- 14,2 %

Niveau 2
EEQ Incertitude de mesure (EEQ)

Date Valeur obtenue Valeur Pairs Valeur t tech Différence Inexactitude (%) Inexact itude (%) t  tech Valeur CIQ 7,00

août-13 4,3 4,4 4,3 -0,1 -2,3 0,0 Ecart type CIQ 0,43

avr-14 4,2 4,1 4 0,1 2,4 5,0 Moyenne Biais 0,0000

Ecart type biais 0,1414

Niveau 2
Incertitude type 0,45

Incertitude élargie 0,90

Incertitude relative (%) 12,8

Expression 7,00 +/- 0,90 

Expression 7,00  +/- 12,8 %

Inexactitude et incertitude de mesure
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Structure                                                     SHB

UF

Paramètre                                                           Hémoglobine F

Instrument                                                          Minicap Sebia

Informations sur les conditions du test

date Juin 2013 à juin 2014

Réactifs UK NEQAS

Unité %

Commentaires

Niveau 1
EEQ Incertitude de mesure (EEQ)

Date Valeur obtenue Valeur Pairs Valeur t tech Différence Inexactitude (%) Inexact itude (%) t  tech Valeur CIQ 24,13

juin-13 27 27,7 25,2 -0,7 -2,5 7,1 Ecart type CIQ 1,15

août-13 0,5 0,5 1 0 0,0 -50,0 Moyenne Biais -0,2545

août-13 0,9 0,9 1,3 0 0,0 -30,8 Ecart type biais 0,2806

août-13 0 0,4 0,4 -0,4 -100,0 -100,0

oct-13 0 0,3 0,6 -0,3 -100,0 -100,0 Niveau 1
oct-13 0 0,3 0,7 -0,3 -100,0 -100,0 Incertitude type 1,19

oct-13 12,7 13,2 12,5 -0,5 -3,8 1,6 Incertitude élargie 2,39

févr-14 13,3 13,5 12,4 -0,2 -1,5 7,3 Incertitude relative (%) 9,9

févr-14 1,6 2,1 1,9 -0,5 -23,8 -15,8

avr-14 0,5 0,7 1,2 -0,2 -28,6 -58,3 Expression 24,13 +/- 2,39 

juin-14 27,2 26,9 24,9 0,3 1,1 9,2 Expression 24,13  +/- 9,9 %

Inexactitude et incertitude de mesure
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Structure                                            SHB

UF

Paramètre                                              Hémoglobine S

Instrument                                               Minicap Sebia

Informations sur les conditions du test

date Juin 2013 à juin 2014

Réactifs UK NEQAS

Unité %

Commentaires

Niveau 1
EEQ Incertitude de mesure (EEQ)

Date Valeur obtenue Valeur Pairs Valeur t tech Différence Inexactitude (%) Inexact itude (%) t  tech Valeur CIQ 19,83

juin-13 29 29,1 27,3 -0,1 -0,3 6,2 Ecart type CIQ 0,69

août-13 35,7 35,7 33 0 0,0 8,2 Moyenne Biais 0,1429

oct-13 41 40,5 37,7 0,5 1,2 8,8 Ecart type biais 0,3690

oct-13 29,4 28,6 27,3 0,8 2,8 7,7

févr-14 39,2 39,1 36,6 0,1 0,3 7,1 Niveau 1
avr-14 40 40,1 37,4 -0,1 -0,2 7,0 Incertitude type 0,79

juin-14 34 34,2 31,6 -0,2 -0,6 7,6 Incertitude élargie 1,58

Incertitude relative (%) 8,0

Expression 19,83 +/- 1,58 

Expression 19,83  +/- 8,0 %

Inexactitude et incertitude de mesure
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Les résultats obtenus (Tableau X) sont très satisfaisants pour chacune de ces trois 

fractions. En effet, en moyenne, le biais est de 0,0 % pour l’Hb A2 ; - 0,2 % pour l’Hb F et 

0,1 % pour l’Hb S. Ces valeurs, toutes inférieures aux spécifications retenues, nous permettent 

donc de conclure que la méthode d’électrophorèse capillaire Minicap
® 

est satisfaisante pour le 

paramètre concernant l’approche de la justesse. 

 

Tableau X. Résultats de l’évaluation de l’inexactitude. 

Hémoglobine Biais moyen calculé Limite d’acceptabilité Conclusion 

Hb A2 0,0 % ± 0,5 % Conforme 

Hb F -0,2 % ± 0,5 % Conforme 

Hb S 0,1 % ± 1,0 % Conforme 

   

 

III.2.4. Incertitudes de mesure 

 

 Pour toutes les mesures quantitatives réalisées au LBM, l’incertitude de mesure doit 

être évaluée dans les cas où cela est jugé pertinent et possible, notamment lorsque 

l’interprétation d’un résultat s’effectue par rapport à une antériorité ou à un seuil de décision 

clinique (26) (37) (27). Si possible, il est recommandé d’estimer l’incertitude à plusieurs 

niveaux de concentration, en particulier aux seuils de décision thérapeutique. Selon la norme 

NF EN ISO 15189, « toutes les composantes de l’incertitude doivent être prises en compte. 

Les sources contribuant à l’incertitude peuvent inclure l’échantillonnage, la préparation des 

échantillons, la sélection des aliquotes d’échantillon, les calibrateurs, les matériaux de 

référence, les grandeurs d’entrée, l’équipement utilisé, les conditions expérimentales, l’état de 

l’échantillon et les changements de manipulateurs » (1).  

 Dans le cas de la recherche des anomalies de l’hémoglobine, la connaissance des 

incertitudes de mesure présentent surtout un intérêt pour les fractions normalement présentes 

en faible proportion telles que l’Hb A2 et l’Hb F et pour l’Hb S. En effet, l’incertitude de 

mesure relative à la proportion d’Hb A2 peut aider le clinicien pour sa prise de décision 

diagnostique alors que celle relative à la proportion d’Hb S est surtout utile dans le cadre de 

suivis thérapeutiques. Pour l’Hb F, l’incertitude de mesure peut être une aide lors de 

l’établissement d’un diagnostic mais également dans le cadre d’un suivi thérapeutique.  

 Pour évaluer les incertitudes de mesure, nous avons utilisé la méthode « CIQ / 

EEQ »  définie dans le document SH GTA 14 (26). Selon cette dernière, l’incertitude type uc 

est calculée comme la racine carrée de la somme quadratique des composantes d’incertitude 

provenant du CIQ et de l’EEQ (Annexe 12). L’incertitude élargie U est ensuite obtenue en 

multipliant l’incertitude-type par un facteur d’élargissement généralement égal à 2. Cela  

permet d’indiquer que l’intervalle compris entre la valeur mesurée ± U a 95 % de chance de 

contenir la valeur vraie, si la loi de distribution est normale.  
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Nos résultats, déjà présentés dans les documents ci-dessus relatifs à l’inexactitude, 

sont résumés dans le tableau XI. 

 

Tableau XI. Résulats de l’évaluation des incertitudes de mesure. 

Hémoglobine Hb A2 Hb F Hb S 

Valeur CIQ (%) 
2,88 

(Niveau 1) 

7,00 

(Niveau 2) 
24,13 19,83 

Incertitude-type (%) 0,20 0,45 1,19 0,79 

Incertitude élargie (%) 0,40 0,90 2,38 1,58 

Incertitude relative (%) 14,2 12,8 9,9 8,0 

Expression du résultat 2,88 ± 0,40 7,00 ± 0,90 24,13 ± 2,38 19,83 ± 1,58 

   

Ces valeurs d’incertitudes de mesure nous semblent parfaitement adaptées pour une 

interprétation éclairée des résultats.  

 

III.2.5. Intervalle de mesure 

 

Selon le SH GTA 04, l’intervalle de mesure, défini par le domaine situé entre la limite 

de quantification et la limite supérieure de linéarité, est à vérifier sur site en portée de type A 

si cela s’avère nécessaire. Comme nous l’avons déjà expliqué, nous avons estimé non utile la 

détermination de l’intervalle de mesure sur site en raison d’une étendue relativement faible de 

valeurs possibles. Cependant, dans la bibliographie, on retrouve plusieurs études dans 

lesquelles les limites de linéarité et/ou la limite de quantification ont été établies sur un 

instrument d’électrophorèse capillaire Sebia.  

Tout d’abord, dans la fiche technique du fournisseur, les résultats relatifs à l’étude de 

linéarité montrent que, après analyse de trois sangs caractéristiques différents dilués en série 

dans de l’eau physiologique, la technique MINICAP HEMOGLOBIN(E) est parfaitement 

linéaire dans la gamme des concentrations étudiées entre 1,5 et 21,7 g/dL d’hémoglobine 

totale. Les pourcentages des fractions de l’hémoglobine sont indépendants de la concentration 

en hémoglobine totale.  

D’autre part, plusieurs mélanges de deux échantillons différents en proportions 

variables ont été analysés. Ils ont permis de conclure que le pourcentage de chaque fraction de 

l’hémoglobine étudiée (Hb A, Hb F, Hb S et Hb A2) est parfaitement corrélé à la proportion 

de chacune des fractions dans ces mélanges et que toute variation est détectée de manière 

linéaire. Cette parfaite linéarité a été démontrée dans la gamme des concentrations étudiées, 

soit pour l’Hb A2 jusqu’à un maximum de l’ordre de 1,4 g/dL (entre 0,0 et 10,0 % d’Hb A2), 

pour l’Hb F jusqu’à un maximum de 17,3 g/dL (entre 0,0 et 80,0 % d’Hb F) et pour l’Hb S 

jusqu’à un maximum de 10,3 g/dL (entre 0,0 et 87,0 % d’Hb S).   
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En 2008, Winichagoon et al. a évalué la linéarité sur le système Capillarys
®

 pour l’Hb 

A2 et l’Hb F en analysant des mélanges d’un échantillon de sang de cordon normal (Hb F = 

85 %, Hb A = 14,1 % et Hb A2 indétectable) et d’échantillon de sang prélevé chez un adulte 

sain (Hb A2 = 3,3 %, Hb A = 87,7 % et Hb F indétectable) (90). Huit mélanges de ces deux 

échantillons ont ainsi été préparés en double et analysés. Les résultats ont été interprétés à 

l’aide d’un graphe représentant les valeurs obtenues pour l’Hb F en fonction des valeurs 

obtenues pour l’Hb A2 dans chaque mélange. Une droite de régression linéaire a été tracée et 

a montré que la relation entre l’Hb A2 et l’Hb F est linéaire (r
2
 = 0,9893). 

    

Cette équipe a également déterminé les limites de quantification pour l’Hb A2 et l’Hb F, 

celles-ci étant définies comme les plus petites concentrations d’Hb A2 ou d’Hb F pouvant être 

quantifiées de manière reproductible (CV < 10 %). Pour déterminer la limite de quantification 

de l’Hb F, ils ont analysé à plusieurs reprises des dilutions en série d’un mélange de culot 

globulaire d’un sang de cordon normal (Hb F = 89,1 %, Hb A = 10 ,9 %) avec un culot 

globulaire d’un sang adulte normal dépourvu d’Hb F (Hb A = 97,9 %, Hb A2 = 2,1 %). Les 

concentrations moyennes en Hb F dans les dilutions en série, et leur CV correspondant,  

étaient les suivants (Tableau XII) : 

 

Tableau XII. Détermination de la limite de quantification de l’Hb F sur Capillarys
®
 réalisée par 

Winichagoon et al. 

Concentration 

moyenne d’Hb F (%) 

8,9 5,3 2,7 1,6 0,8 

CV (%) 8 8 4 6 13 

 

 

La limite de quantification de l’Hb F a donc été retenue à 1,6 %, plus petite 

concentration d’Hb F pour laquelle le CV calculé est inférieur à 10 %.  

 

La limite de quantification de l’Hb A2 a été déterminée selon le même principe, en 

utilisant des dilutions en série d’un mélange de culot globulaire d’un sang adulte normal avec 

un culot globulaire d’un sang de cordon normal, ce dernier étant dépourvu d’Hb A2. Les 

concentrations moyennes en Hb A2 et leur CV correspondant étaient les suivants (Tableau 

XIII) :  

 

Tableau XIII. Détermination de la limite de quantification de l’Hb A2 sur Capillarys
®
 réalisée 

par Winichagoon et al. 

Concentration moyenne 

d’Hb A2 (%) 

2,8 1,5 1,1 0,5 

CV (%) 2 5 6 13 

 

La valeur de 1,1 % a donc été considérée comme la limite de quantification de l’Hb A2.  

Par ailleurs, cette étude conforte les résultats que nous avons rapportés précédemment 

indiquant une meilleure précision pour les taux faibles d’Hb A2 que pour ceux d’Hb F. 
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Dans sa publication de 2012, Agouti et al. a évalué la linéarité sur Capillarys Flex 

Piercing
®
 en analysant 11 échantillons, contenant des concentrations variées d’Hb A2 et d’Hb 

F, trois fois de suite chacun (2). Ces 11 échantillons ont été préparés en mélangeant différents 

volumes d’un hémolysat « bas niveau » (Hb A2 = 2 %, Hb F = 0,7 %) et d’un hémolysat 

« haut niveau » (Hb A2 = 6,6 %, Hb F = 6,1 %). Agouti et al. conclut en une bonne linéarité 

observée pour l’Hb A2 (pour des concentrations moyennes entre 2,2 et 6,2 %) et pour l’Hb F 

(pour des concentrations moyennes entre 0,6 et 6,5 %).  

 

Greene et al. a également étudié la linéarité pour l’Hb A2 et l’Hb F sur Capillarys Flex
®

 

en 2012 (39). Pour cela, il a mélangé des échantillons de haute concentration avec des 

échantillons de faible concentration de manière à obtenir 5 échantillons, pour l’Hb A2, et 8 

échantillons, pour l’Hb F, contenant des concentrations variées dans une gamme pertinente 

sur le plan clinique. Les concentrations en Hb A2 obtenues dans ces mélanges s’étendaient de 

1,4 % à 6,3 %, celles de l’Hb F allaient de 0 % à 20,2 %. Chaque échantillon a été analysé 3 

fois de suite. A l’issue de ces analyses, Greene et al. a conclu en une linéarité acceptable à la 

fois pour l’Hb A2 et pour l’Hb F.  

 

Toutes ces études que nous avons pu consulter dans la littérature confortent une linéarité 

acceptable du système Minicap
®
 dans la gamme des concentrations possibles pour chaque 

fraction d’hémoglobine. 

 

III.2.6. Contamination inter-échantillons 

 

L’étude de contamination inter-échantillons est à mener pour les méthodes automatisées 

et plus particulièrement les paramètres réputés sensibles à l’influence d’une contamination. 

Elle permet notamment de vérifier le bon fonctionnement du système de lavage et/ou de 

décontamination. 

Dans la publication de Agouti et al. portant sur l’évaluation analytique du Capillarys 2 

Flex Piercing
®
, la contamination inter-échantillons susceptible d’interférer sur la 

quantification de l’Hb A2 a été évaluée en analysant  trois fois de suite un échantillon 

pathologique (contenant de l’Hb S ou de l’Hb C) suivi par un échantillon normal (2). Ces 

séquences ont été répétées quatre fois. A l’issue de cet essai, aucune contamination inter-

échantillons portant sur la mesure d’Hb A2 n’a été mise en évidence. Sur Capillarys 2 Flex 

Piercing
®
, toutes les fractions glyquées migrent dans la même zone et forment un seul pic 

principal. Cette absence de séparation des différentes fractions glyquées permet une 

quantification précise de l’Hb A2 et offre un profil clair et simple à interpréter.  

Comme rapporté dans un article publié en 2012, Greene et al. a évalué la contamination 

inter-échantillons sur Capillarys Flex
®
, à la fois pour le système de perçage de bouchons, qui 

permet l’analyse sur tubes de sang total bouchés, et à la fois pour le système Capillarys
®
 qui 

nécessite des échantillons de culot globulaire dépourvus de bouchons (39). Pour le système de 

perçage de bouchons, 5 échantillons avec Hb F élevée (de l’ordre de 20 %) ont été analysés 
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suivis de 2 séries de 5 échantillons avec Hb F basse (<1 %). Pour le système Capillarys
®
, 8 

échantillons de patients (1 par capillaire) contenant au moins une hémoglobine anormale (Hb 

C, S ou E) ont été analysés suivis de 8 échantillons normaux.  Pour l’un comme pour l’autre 

de ces deux systèmes, aucune contamination inter-échantillons n’a été détectée.      

L’hémoglobine S et l’hémoglobine F font partie des paramètres pouvant être considérés 

comme sensibles et les plus fréquemment retrouvés en proportion importante. On retrouve 

notamment de fortes concentrations d’hémoglobine S lors de drépanocytoses homozygotes ou 

trait drépanocytaire associé à une béta-thalassémie. Quant à l’hémoglobine F, des taux élevés 

sont notamment présents chez les nouveau-nés, lors de béta-thalassémies majeures, lors de 

syndromes de Persistance Héréditaire de l’Hémoglobine Fœtale, ou chez les patients 

drépanocytaires traités par hydroxyurée (Hydrea
®
 ou Siklos

®
) qui induit une augmentation de 

l’hémoglobine F.  

Nous avons choisi d’évaluer la contamination inter-échantillons en utilisant un 

échantillon contenant une forte proportion d’Hb S, certainement le paramètre le plus sensible. 

Aussi, d’un point de vue pratique, il était plus aisé de trouver un échantillon avec une forte 

proportion d’Hb S et de volume suffisant pour réaliser l’étude de contamination inter-

échantillons, plutôt qu’un échantillon avec une forte proportion d’Hb F. En effet, de fortes 

quantités d’Hb F sont principalement retrouvées dans les échantillons pédiatriques, dont les 

volumes sont souvent très faibles. Pour estimer une éventuelle contamination inter-

échantillons, nous avons donc analysé 3 fois de suite un échantillon contenant une forte 

proportion d’Hb S (35,5 % en moyenne) puis 3 fois de suite un échantillon dépourvu d’Hb S. 

Ceci conduit alors à obtenir 3 valeurs H1, H2 et H3, de moyenne mH, pour le taux d’Hb S 

dans le premier échantillon et 3 valeurs B1, B2 et B3 pour le taux d’Hb S dans le deuxième 

échantillon, celles-ci étant théoriquement nulles. Cette séquence a été répétée 5 fois afin de 

calculer la moyenne des B1 (mB1) et la moyenne des B3 (mB3), permettant alors le calcul 

suivant :  

Contamination en % = (mB1-mB3) / (mH-mB3) x 100 

Un test « t » de Student est ensuite utilisé afin de démontrer si la différence entre les 2 

moyennes mB1 et mB3 est statistiquement significative ou non. 

Dans notre cas, toutes les valeurs B1 et B3 étaient égales à zéro, démontrant 

immédiatement l’absence de contamination inter-échantillons pour de fortes quantités d’Hb S, 

et rendant le test « t » de Student inutilisable et non nécessaire.  

L’Hb S étant considérée comme le paramètre le plus sensible et le système de lavage 

étant identique quelles que soient les fractions d’hémoglobine, on peut considérer qu’il 

n’existe pas de contamination inter-échantillons pour l’ensemble des hémoglobines.  
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Structure

UF

Paramètre

Instrument

Données

Informations sur les conditions du test H1 35,6

date H2 35,9

H3 36,1

Echantillon B1 0

"haut" B2 0

B3 0

Echantillon B1 B3 H1 35,3

"bas" 0 0 H2 35,3

0 0 H3 35,5

Réactifs : 0 0 B1 0

0 0 B2 0

0 0 B3 0

Unités H1 35,1

H2 35,4

H3 35,5

B1 0

B2 0

B3 0

Formule de calcul de la contamination (SH GTA 04) : H1 35

Echantillons haut : H2 35,5

Moyenne C = (mB1 - mB3) / (mH - mB3) * 100 H3 35,7

H1 35,28 B1 0

H2 35,52 B2 0

H3 35,78 B3 0

H1 35,4

H2 35,5

Echantillon bas : H3 36,1

Moyenne Contamination (%) Test t B1 0

B1 0 B2 0

B2 0 C = 0,0 p= ##### B3 0

B3 0

%

Absence d'hémoglobine S

Hémoglobine S élevée

Hémoglobine S

Minicap Sebia

Etude de la Contamination 

inter-échantillons

SHB

24/05/2012
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III.2.7. Intervalle de référence 

 

Les valeurs de référence biologiques sont vérifiées si possible par la bibliographie et/ou 

par calcul statistique (48).  

Le fournisseur Sebia recommande les valeurs de référence suivantes : 

Hb A : 96,8 – 97,8 % 

Hb A2 : 2,2 – 3,2 % 

Hb F : < 1 % 

 

Dans la littérature, plusieurs publications font état de valeurs de référence  déterminées 

expérimentalement.  

 

Ainsi, Yang et al. a établi en 2009 son propre intervalle de référence pour l’Hb A2 sur 

Capillarys
®
 (92). Pour ce faire, il a réalisé l’électrophorèse de l’hémoglobine sur 103 

échantillons provenant de patients sains, avec des indices érythrocytaires (nombre de globules 

rouges, Hb, VGM, CCMH et TCMH) normaux. L’intervalle de référence pour l’Hb A2 

obtenu était 1,7  – 3,2 %, avec une moyenne de 2,62 % et un écart-type de 0,29 %. Ceci lui a 

permis de valider les résultats publiés en 2006 par Louahabi et al. (65), qui annonçait un 

intervalle de référence de 2,1 à 3,1 %, ainsi que les recommandations du fournisseur. Il a alors 

choisi comme intervalle de référence pour l’Hb A2 entre 1,5 et 3,2 %.  

 

De même, Kim et al. a évalué l’intervalle de référence pour l’Hb A2 sur Minicap
®
 en 

analysant 40 échantillons pour lesquels les indices érythrocytaires étaient inclus dans les 

valeurs de référence (55). Il a alors fixé ses intervalles de référence à 96,8 – 97,8 % pour l’Hb 

A, <1 % pour l’Hb F et 2,2 – 3,5 % pour l’Hb A2.  

 

En 2012, Greene et al. a également déterminé l’intervalle de référence pour l’Hb A2 sur 

le Capillarys Flex
®
 (39). Ceci a été réalisé en analysant 126 échantillons sanguins, provenant 

de 61 personnes de sexe masculin et 65 personnes de sexe féminin âgées de 10 à 70 ans. Tous 

ces échantillons avaient des taux d’Hb, hématocrite et VGM dans les valeurs normales. 

L’équipe de Greene et al. a d’abord choisi d’établir les valeurs de référence séparément pour 

le groupe masculin et le groupe féminin. Ne constatant aucune différence de répartition des 

valeurs d’Hb A2  entre les deux groupes, un seule intervalle de référence a donc finalement 

été déterminé et retenu comme inférieur à 3,2 %.  

 

Nous avons également choisi d’établir nos propres valeurs de référence 

expérimentalement pour l’Hb A2 en réalisant l’électrophorèse de l’hémoglobine sur le 

système Minicap
®

 à partir de 60 témoins sans différencier les sexes, la plupart provenant de 

donneurs de sang. En effet, l’Hb A2 est un paramètre particulièrement important pour 

l’interprétation du profil électrophorétique, une diminution ou, à l’inverse, une augmentation 

de son taux pouvant être le signe d’une anomalie de l’hémoglobine (36). Sa concentration 

étant faible à l’état normal, il est nécessaire qu’elle puisse être quantifiée précisément. Ceci a 
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été démontré précédemment par les études de répétabilité et de fidélité intermédiaire, dans 

lesquelles les CV calculés étaient toujours inférieurs aux spécifications choisies, quel que soit 

le niveau de concentration. Enfin, pour une bonne interprétation de la valeur d’Hb A2 dans un 

échantillon, il est important de connaître les valeurs limites au-delà desquelles elle ne doit 

plus être considérée comme normale,  d’où la nécessité d’établir un intervalle de référence.  

L’électrophorèse de l’hémoglobine n’a été programmée qu’après avoir réalisé sur 

chaque échantillon un hémogramme afin d’éliminer ceux présentant des valeurs anormales de 

la numération érythrocytaire (Hb, VGM, CCMH, TCMH). Cela a permis notamment de ne 

pas utiliser comme témoin un patient présentant une anémie par carence martiale, 

correspondant à une anémie microcytaire hypochrome (diminution des paramètres 

érythrocytaires : Hb, VGM, CCMH, TCMH). D’autre part, les échantillons présentant un 

profil électrophorétique anormal ont été exclus. De ce fait, sur les 66 échantillons recueillis au 

départ, 6 d’entre eux ont dû être éliminés et nous avons établi notre propre intervalle de 

référence à partir de 60 valeurs. Ce groupe de témoins a été choisi de manière à être 

relativement représentatif de la population. Ainsi, sur les 60 personnes dont l’échantillon a été 

retenu, 26 (soit 43,3 %) sont des femmes et 34 (soit 56,7 %) sont des hommes ; et les âges 

représentés s’étendent de 21 à 66 ans.  

Nous obtenons alors une moyenne (m) de 3,12 % pour l’Hb A2, avec un écart-type (s) 

de 0,26. D’après le SH GTA 04, toutes les valeurs inférieures à (m - 2s) et supérieures à (m + 

2s) doivent être écartées. Autrement dit, nous devons écarter toutes les valeurs inférieures à 

2,60 % et celles supérieures à 3,64 %. Une valeur entrant dans ce cas de figure a donc été 

éliminée (Hb A2 évaluée à 3,7 %). En ne tenant pas compte de cette valeur, on recalcule la 

moyenne (moyenne tronquée) mt et l’écart-type (écart-type tronqué) st. Les valeurs de 

référence seront données par l’intervalle [mt – 2 st ; mt + 2 st ]. Ainsi, pour une moyenne 

tronquée mt  recalculée à 3,11 % et un écart-type tronqué st à 0,25 ; on détermine un intervalle 

de référence pour l’Hb A2 de 2,6 – 3,6 %. Les valeurs ainsi obtenues expérimentalement sont 

légèrement supérieures à celles annoncées par le fournisseur, soit 2,2 – 3,2 %. Celles-ci 

pourront faire l’objet d’un réajustement ultérieur en fonction d’éventuelles interprétations de 

valeurs d’Hb A2 qui mèneraient à des conclusions inadaptées.  

Lors de l’interprétation d’un profil électrophorétique, le taux d’Hb F présente également 

une certaine importance pour le diagnostic des hémoglobinopathies. Cependant, dans le cas de 

l’Hb F, les valeurs de référence étant inférieures à 1 %, il n’a pas été possible de calculer 

l’écart-type et donc l’intervalle de référence. Nous nous sommes simplement assurés que les 

valeurs d’Hb F étaient toutes inférieures à 1 % chez les sujets témoins. Cette condition a bien 

été vérifiée pour les 60 échantillons, validant ainsi la valeur de référence pour l’Hb F retenue 

comme inférieure à 1 %.  

Le pourcentage d’Hb A étant complémentaire des autres hémoglobines et ne constituant 

pas un paramètre primordial dans l’interprétation des profils électrophorétiques, et notamment 

dans le diagnostic des hémoglobinopathies, nous avons choisi de ne pas déterminer 

expérimentalement un intervalle de référence pour l’Hb A. L’intervalle de référence retenu est 

donc complémentaire de celui obtenu pour l’Hb A2, c’est-à-dire 96,4 – 97,4 %. 
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III.2.8. Corrélation avec la méthode déjà utilisée : l’électrophorèse sur 

acétate de cellulose à pH alcalin 

 

L’électrophorèse capillaire Minicap
®

 (Sebia), technique quantitative, vient remplacer 

une technique manuelle qualitative, et non quantitative, d’électrophorèse sur acétate de 

cellulose à pH alcalin (plaques Helena BioSciences, TITAN III-H ; tampon SUPRE HEME 

buffer). L’étude de corrélation entre ces deux méthodes a donc simplement visé à s’assurer de 

l’identification équivalente des différentes fractions d’hémoglobine par les deux techniques, 

sans tenir compte de la quantification. Nous avons donc comparé le profil électrophorétique 

obtenu sur plaque d’acétate de cellulose Helena avec le profil électrophorétique obtenu par 

Minicap
®
 pour chacun des échantillons analysés au laboratoire durant la période du 

14/05/2013 au 23/07/2013, représentant un total de 97 échantillons comparés. Parmi eux, 12 

échantillons comportaient de l’hémoglobine S, 2 échantillons comportaient de l’hémoglobine 

C et 2 échantillons comportaient de l’hémoglobine D. 

Aucune différence n’a été observée entre les deux types de profils pour l’ensemble des 

échantillons, les bandes obtenues sur la plaque d’acétate de cellulose étant toutes retrouvées 

sous formes de pics sur le tracé de l’électrophorèse capillaire. La détection des variants de 

l’hémoglobine était identique entre les deux méthodes, avec de façon attendue une meilleure 

résolution de l’électrophorèse capillaire Minicap
®
 pour la détection de l’hémoglobine F 

(Figure 17). Pour un échantillon, la plaque d’acétate de cellulose semblait même présenter une 

légère bande en hémoglobine F, ce qui a été infirmé par CLHP (BioRad D-10
®
) et 

électrophorèse capillaire. La plaque d’acétate de cellulose présente en effet  l’inconvénient 

d’une détection visuelle opérateur-dépendant, s’accompagnant nécessairement de problèmes 

de sensibilité, spécificité et reproductibilité. 

 

Figure 17. Illustration de la comparaison entre l’électrophorèse sur acétate de cellulose et 

l’électrophorèse capillaire pour un patient 1 présentant un profil normal et pour un patient 2 

présentant une augmentation de l’Hb F. 

Ces données ont largement permis de valider le remplacement de la méthode 

d’électrophorèse sur acétate de cellulose par l’électrophorèse capillaire Minicap
®
.  
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III.3. COMPARAISON DE L’ELECTROPHORESE CAPILLAIRE MINICAP
®

 

(SEBIA) AVEC LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE DE HAUTE 

PERFORMANCE D-10
®
 (BIORAD) 

 

III.3.1. Résultats 

 

Selon le SH GTA 04, lors d’une vérification de méthode sur site en portée de type A, 

une comparaison de cette nouvelle méthode avec une méthode déjà utilisée au laboratoire doit 

être réalisée (25). L’électrophorèse capillaire Minicap
®
 (Sebia), en remplacement de la 

technique d’électrophorèse sur acétate de cellulose, sera désormais retenue pour la recherche 

des anomalies de l’hémoglobine, couplée à la CLHP D-10
®
 (BioRad). Il est donc nécessaire 

de comparer ces deux méthodes de séparation et de quantification de l’hémoglobine utilisées 

au laboratoire.  

La comparaison de deux méthodes se fait par l’analyse d’au moins 30 échantillons de 

patients couvrant de façon homogène l’étendue du domaine physiopathologique rencontré. 

Ces échantillons, frais de préférence, sont analysés en simple par les deux techniques, dans un 

délai le plus court possible. Les résultats sont examinés au fur et à mesure et on vérifie si les 

discordances, c’est-à-dire les écarts entre les deux méthodes, sont supérieures ou non aux 

limites de suivi calculées préalablement selon la formule suivante :  

Limites de suivi = ± √ (3 σ FI technique testée)
2
 + (3 σ FI technique de comparaison)

 2
  

où σ FI  correspond à l’écart-type de la fidélité intermédiaire (FI). 

Pour comparer les résultats d’une méthode Y à tester avec ceux d’une méthode X 

(utilisée au laboratoire, comme dans notre cas, ou prise comme référence), trois types de 

graphes sont tracés : 

- Régression linéaire : Y en fonction de X 

- Diagramme des différences : Y - X en fonction de X   

- Diagramme des rapports : Y / X en fonction de X 

Dans le cas présent, la méthode X correspond donc à la CLHP D-10
®
 et la méthode Y à 

l’électrophorèse capillaire Minicap
®
. 

En cas de discordances significatives observées entre les deux méthodes pour un 

échantillon, une recherche de la cause de cette discordance doit être effectuée si elle persiste 

après vérification.  

Le diagramme des différences est aussi appelé diagramme de Bland et Altman. Martin 

Bland et Douglas Altman ont publié en 1986, dans The Lancet, un article proposant une 

méthode de comparaison de deux séries de valeurs quantitatives, celle-ci correspondant à une 

mesure de concordance (16). C’est ainsi qu’ils ont popularisé le diagramme des différences 

dans le milieu de la recherche clinique. La régression linéaire et l’étude de concordance sont 
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deux techniques complémentaires étudiant les relations entre deux séries de valeurs 

quantitatives. La régression linéaire, avec calcul du coefficient de corrélation, ne s’applique 

qu’à des variables indépendantes. Or dans le cas d’une comparaison de méthodes, les deux 

variables étudiées ne sont pas indépendantes. La valeur du coefficient de corrélation ne peut 

donc pas être utilisée et ne présente donc pas d’intérêt. En revanche, il est intéressant de 

déterminer l’équation de la droite de régression, dont la pente et l’ordonnée à l’origine 

permettront d’estimer l’intensité de la liaison entre les deux méthodes comparées. Les deux 

méthodes présenteront une parfaite corrélation pour une pente égale à 1 et une ordonnée à 

l’origine égale à 0. Le coefficient de corrélation permet donc de mesurer l’intensité de la 

liaison entre deux variables et non leur concordance. En effet, deux méthodes peuvent être 

fortement corrélées mais discordantes en raison d’un biais important entre elles (40) (17) (53). 

Nous avons donc comparé les résultats obtenus par électrophorèse capillaire Minicap
®

 

(Sebia) avec ceux obtenus par CLHP D-10
®
 (BioRad) sur une période allant de mars à 

novembre 2012. Tous les échantillons de patients reçus durant cette période ont été analysés à 

la fois par le système Minicap
®
 et par le système D-10

®
 dans la même journée. Nous avons 

ainsi pu comparer ces deux techniques pour les Hb A2, Hb F, Hb S, Hb C et Hb E à différents 

niveaux de concentration, ainsi que pour des variants plus rares comme l’Hb H, l’Hb Constant 

Spring (CS) ou encore l’Hb D. Toutefois, si cette comparaison a pu être réalisée pour l’Hb 

A2, l’Hb F et l’Hb S avec un nombre satisfaisant d’échantillons et couvrant bien l’étendue du 

domaine physiopathologique rencontré, il n’en est pas de même pour les Hb C, Hb E, Hb D, 

Hb H et Hb Constant Spring, ces variants étant bien plus rares dans la population recrutée au 

CHU de Nancy.   

Le tableau ci-dessous (Tableau XIV) consigne le nombre de valeurs recueillies pour 

chaque fraction d’Hb, ainsi que le domaine couvert pour chacune, représenté par la valeur la 

plus basse et la valeur la plus haute obtenues sur Minicap
®
 pour chacune des fractions. 

 

Tableau XIV. Données recueillies pour chaque hémoglobine lors de l’étude de comparaison 

Minicap
®
 / D-10

®
 (les valeurs minimales et maximales étant celles obtenues par le système 

Minicap
®
). 

Hémoglobine Hb A2 Hb F Hb S Hb C Hb E Hb D Hb H Hb Cst 

Spring 

Nb de valeurs 258 139 77 3 4 3 2 2 

Minimum (%) 0,2 0,0 7,0 33,0 25,0 43,3 11,9 2,9 

Maximum (%) 6,8 90,7 94,0 36,0 30,0 50,0 17,4 4,2 

 

Les résultats de la comparaison sont présentés graphiquement ci-dessous, ceux-ci 

n’étant significatifs que pour les Hb A2, Hb F et Hb S pour lesquelles le nombre de valeurs 

est suffisamment important (supérieur à 30).      
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                Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 2,60 2,30 -0,3 -12 0,88

Techique X (ref) 2 5,50 5,40 -0,1 -2 0,98

3 5,60 5,40 -0,2 -4 0,96

Technique Y 4 2,20 2,50 0,3 14 1,14

5 2,90 3,10 0,2 7 1,07

Unité 6 2,20 2,40 0,2 9 1,09

7 2,20 2,30 0,1 5 1,05

 Echantillon 8 2,70 2,80 0,1 4 1,04

9 2,60 2,90 0,3 12 1,12

 Commentaires 10 2,50 2,90 0,4 16 1,16

11 2,30 2,90 0,6 26 1,26

12 0,50 0,60 0,1 20 1,20

Résultats statistiques 13 0,80 0,60 -0,2 -25 0,75

14 2,90 3,10 0,2 7 1,07

Techique X Technique Y 15 2,10 2,40 0,3 14 1,14

(ref) 16 2,30 2,70 0,4 17 1,17

17 2,90 3,10 0,2 7 1,07

Moyenne 2,9 3,1 18 2,30 2,90 0,6 26 1,26

19 2,40 2,70 0,3 13 1,13

Minimum 0,20 0,20 20 2,50 2,80 0,3 12 1,12

21 2,50 2,70 0,2 8 1,08

Maximum 6,70 6,80 22 1,80 2,10 0,3 17 1,17

23 2,00 2,20 0,2 10 1,10

Nb valeurs 258 258 24 5,90 5,80 -0,1 -2 0,98

25 2,60 2,70 0,1 4 1,04

26 3,90 3,90 0 0 1,00

Différences Différences 27 2,60 2,70 0,1 4 1,04

Y - X relatives (%) 28 2,20 2,00 -0,2 -9 0,91

29 5,40 5,40 0 0 1,00

Moyenne 0,2 9,1 30 2,70 2,50 -0,2 -7 0,93

31 3,10 3,20 0,1 3 1,03

32 1,90 1,70 -0,2 -11 0,89

33 3,50 3,30 -0,2 -6 0,94

Corrélation : Y = aX + b 34 2,20 2,10 -0,1 -5 0,95

35 2,10 1,90 -0,2 -10 0,90

Pente (a) 0,98 36 2,20 2,10 -0,1 -5 0,95

37 2,10 2,70 0,6 29 1,29

Ordonnée Origine (b) 0,30 38 2,10 2,20 0,1 5 1,05

39 2,80 2,60 -0,2 -7 0,93

40 2,00 1,90 -0,1 -5 0,95

41 2,70 2,40 -0,3 -11 0,89

42 5,30 5,30 0 0 1,00

43 3,50 3,00 -0,5 -14 0,86

44 2,90 2,30 -0,6 -21 0,79

45 2,20 2,00 -0,2 -9 0,91

Limites de suivi 46 3,70 3,50 -0,2 -5 0,95

47 2,90 2,70 -0,2 -7 0,93

C s LS (+) LS (-) 48 2,80 2,80 0 0 1,00

2,88 0,19 0,736 -0,736 49 2,80 2,80 0 0 1,00

7,00 0,43 1,807 -1,807 50 5,80 5,80 0 0 1,00

51 3,30 3,00 -0,3 -9 0,91

52 3,50 3,20 -0,3 -9 0,91

Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53 2,80 2,40 -0,4 -14 0,86

Niveau 1 0,13 54 3,20 2,70 -0,5 -16 0,84

Niveau 2 0,15 55 2,30 1,90 -0,4 -17 0,83

Niveau 3 56 3,10 2,80 -0,3 -10 0,90

57 2,30 2,40 0,1 4 1,04
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Minicap Sebia (EC)

%
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                  Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 1,40 0,00 -1,4 -100 0,00

Techique X (ref) 2 0,90 0,00 -0,9 -100 0,00

3 3,50 3,80 0,3 9 1,09

Technique Y 4 2,60 2,10 -0,5 -19 0,81

5 1,50 0,60 -0,9 -60 0,40

Unité 6 2,90 2,80 -0,1 -3 0,97

7 2,80 2,70 -0,1 -4 0,96

 Echantillon 8 92,10 90,70 -1,4 -2 0,98

9 91,70 90,50 -1,2 -1 0,99

 Commentaires 10 86,50 79,00 -7,5 -9 0,91

11 82,90 81,10 -1,8 -2 0,98

12 74,80 67,70 -7,1 -9 0,91

Résultats statistiques 13 74,60 68,00 -6,6 -9 0,91

14 85,10 81,10 -4 -5 0,95

Techique X Technique Y 15 85,60 81,80 -3,8 -4 0,96

(ref) 16 82,90 79,70 -3,2 -4 0,96

17 82,90 81,40 -1,5 -2 0,98

Moyenne 19,2 18,8 18 82,70 78,40 -4,3 -5 0,95

19 82,80 78,50 -4,3 -5 0,95

Minimum 0,80 0,00 20 80,30 75,30 -5 -6 0,94

21 80,00 77,40 -2,6 -3 0,97

Maximum 92,10 90,70 22 84,30 80,30 -4 -5 0,95

23 84,60 81,00 -3,6 -4 0,96

Nb valeurs 139 139 24 3,70 2,40 -1,3 -35 0,65

25 5,80 6,40 0,6 10 1,10

26 14,50 14,50 0 0 1,00

Différences Différences 27 1,70 0,80 -0,9 -53 0,47

Y - X relatives (%) 28 4,10 3,30 -0,8 -20 0,80

29 6,40 6,60 0,2 3 1,03

Moyenne -0,4 -20,5 30 1,90 1,00 -0,9 -47 0,53

31 5,60 5,50 -0,1 -2 0,98

32 2,20 2,00 -0,2 -9 0,91

33 5,90 6,40 0,5 8 1,08

Corrélation : Y = aX + b 34 1,10 0,00 -1,1 -100 0,00

35 6,10 6,40 0,3 5 1,05

Pente (a) 0,98 36 1,10 0,60 -0,5 -45 0,55

37 1,00 0,50 -0,5 -50 0,50

Ordonnée Origine (b) 0,02 38 3,10 2,70 -0,4 -13 0,87

39 1,00 0,60 -0,4 -40 0,60

40 2,00 1,90 -0,1 -5 0,95

41 2,30 2,50 0,2 9 1,09

42 3,20 4,20 1 31 1,31

43 1,50 1,10 -0,4 -27 0,73

44 76,50 78,10 1,6 2 1,02

45 80,00 78,10 -1,9 -2 0,98

Limites de suivi 46 88,80 87,60 -1,2 -1 0,99

47 86,60 87,20 0,6 1 1,01

C s LS (+) LS (-) 48 84,40 85,60 1,2 1 1,01

24,13 1,15 3,815 -3,815 49 84,40 87,90 3,5 4 1,04

50 88,70 88,10 -0,6 -1 0,99

51 1,10 0,80 -0,3 -27 0,73

52 9,60 11,50 1,9 20 1,20

Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53 2,20 2,20 0 0 1,00

Niveau 1 0,54 54 2,20 2,20 0 0 1,00

Niveau 2 55 0,80 0,20 -0,6 -75 0,25

Niveau 3 56 0,90 0,60 -0,3 -33 0,67

57 2,50 2,20 -0,3 -12 0,88
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          Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 22,00 24,00 2 9 1,09

Techique X (ref) 2 50,00 51,00 1 2 1,02

3 50,00 52,00 2 4 1,04

Technique Y 4 74,00 80,00 6 8 1,08

5 75,00 79,00 4 5 1,05

Unité 6 86,00 90,00 4 5 1,05

7 39,00 41,00 2 5 1,05

 Echantillon 8 39,00 39,00 0 0 1,00

9 26,00 28,00 2 8 1,08

 Commentaires 10 39,00 44,00 5 13 1,13

11 32,00 36,00 4 13 1,13

12 9,00 8,40 -0,6 -7 0,93

Résultats statistiques 13 33,00 35,00 2 6 1,06

14 33,00 33,00 0 0 1,00

Techique X Technique Y 15 34,00 39,00 5 15 1,15

(ref) 16 59,00 62,00 3 5 1,05

17 13,00 23,00 10 77 1,77

Moyenne 37,8 41,4 18 59,00 60,00 1 2 1,02

19 19,00 18,00 -1 -5 0,95

Minimum 8,00 7,00 20 23,00 31,00 8 35 1,35

21 21,00 23,00 2 10 1,10

Maximum 91,00 94,00 22 37,00 40,00 3 8 1,08

23 11,00 8,00 -3 -27 0,73

Nb valeurs 77 77 24 23,00 20,00 -3 -13 0,87

25 31,00 32,00 1 3 1,03

26 65,00 67,00 2 3 1,03

Différences Différences 27 43,00 47,00 4 9 1,09

Y - X relatives (%) 28 13,00 9,00 -4 -31 0,69

29 8,00 8,00 0 0 1,00

Moyenne 3,6 10,4 30 36,00 43,00 7 19 1,19

31 34,00 33,00 -1 -3 0,97

32 80,00 83,00 3 4 1,04

33 32,00 37,00 5 16 1,16

Corrélation : Y = aX + b 34 12,00 7,00 -5 -42 0,58

35 12,00 9,00 -3 -25 0,75

Pente (a) 1,04 36 37,00 41,00 4 11 1,11

37 38,00 41,00 3 8 1,08

Ordonnée Origine (b) 2,23 38 12,00 13,00 1 8 1,08

39 30,00 40,00 10 33 1,33

40 78,00 87,00 9 12 1,12

41 78,00 84,00 6 8 1,08

42 27,00 28,00 1 4 1,04

43 91,00 94,00 3 3 1,03

44 21,00 29,00 8 38 1,38

45 37,00 41,00 4 11 1,11

Limites de suivi 46 20,00 23,00 3 15 1,15

47 34,00 37,00 3 9 1,09

C s LS (+) LS (-) 48 29,00 30,00 1 3 1,03

19,83 0,69 3,042 -3,042 49 31,00 50,00 19 61 1,61

50 51,00 59,00 8 16 1,16

51 33,00 42,00 9 27 1,27

52 31,00 45,00 14 45 1,45

Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53 12,00 19,00 7 58 1,58

Niveau 1 0,74 54 28,00 30,50 2,5 9 1,09

Niveau 2 55 45,00 45,00 0 0 1,00

Niveau 3 56 14,00 12,00 -2 -14 0,86

57 48,00 52,00 4 8 1,08
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          Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 32,00 33,00 1 3 1,03

Techique X (ref) 2 33,00 36,00 3 9 1,09

3 38,00 34,00 -4 -11 0,89

Technique Y 4

5

Unité 6

7

 Echantillon 8

9

 Commentaires 10

11

12

Résultats statistiques 13

14

Techique X Technique Y 15

(ref) 16

17

Moyenne 34,3 34,3 18

19

Minimum 32,00 33,00 20

21

Maximum 38,00 36,00 22

23

Nb valeurs 3 3 24

25

26

Différences Différences 27

Y - X relatives (%) 28

29

Moyenne 0,0 0,6 30

31

32

33

Corrélation : Y = aX + b 34

35

Pente (a) -0,02 36

37

Ordonnée Origine (b) 34,89 38

39

40

41

42

43

44

45

Limites de suivi 46

47

C s LS (+) LS (-) 48

6,86 0,53 2,264 -2,264 49

50
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Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53

Niveau 1 54

Niveau 2 55

Niveau 3 56

57
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          Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 32,00 30,00 -2 -6 0,94

Techique X (ref) 2 32,00 25,00 -7 -22 0,78

3 32,00 26,00 -6 -19 0,81

Technique Y 4 29,00 25,00 -4 -14 0,86

5

Unité 6

7

 Echantillon 8

9

 Commentaires 10

11

12

Résultats statistiques 13

14

Techique X Technique Y 15

(ref) 16

17

Moyenne 31,3 26,5 18

19

Minimum 29,00 25,00 20

21

Maximum 32,00 30,00 22

23

Nb valeurs 4 4 24

25

26

Différences Différences 27

Y - X relatives (%) 28

29

Moyenne -4,8 -15,2 30

31

32

33

Corrélation : Y = aX + b 34

35

Pente (a) 0,67 36

37

Ordonnée Origine (b) 5,67 38

39

40

41

42

43

44

45

Limites de suivi 46

47

C s LS (+) LS (-) 48

49

50

51

52

Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53

Niveau 1 54

Niveau 2 55

Niveau 3 56

57

SHB

HbE

Minicap Sebia

mars à novembre 2012

D-10 Biorad (CLHP)
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          Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 38,00 43,30 5,3 14 1,14

Techique X (ref) 2 41,00 50,00 9 22 1,22

3 39,00 44,00 5 13 1,13

Technique Y 4

5

Unité 6

7

 Echantillon 8

9

 Commentaires 10

11

12

Résultats statistiques 13

14

Techique X Technique Y 15

(ref) 16

17

Moyenne 39,3 45,8 18

19

Minimum 38,00 43,30 20

21

Maximum 41,00 50,00 22

23

Nb valeurs 3 3 24

25

26

Différences Différences 27

Y - X relatives (%) 28

29

Moyenne 6,4 16,2 30

31

32

33

Corrélation : Y = aX + b 34

35

Pente (a) 2,34 36

37

Ordonnée Origine (b) -46,39 38

39

40

41

42

43

44

45

Limites de suivi 46

47

C s LS (+) LS (-) 48

49
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51
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Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53

Niveau 1 54

Niveau 2 55

Niveau 3 56
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          Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 9,80 11,90 2,1 21 1,21

Techique X (ref) 2 17,20 17,40 0,2 1 1,01

3

Technique Y 4

5

Unité 6

7

 Echantillon 8

9

 Commentaires 10

11

12

Résultats statistiques 13

14

Techique X Technique Y 15

(ref) 16

17

Moyenne 13,5 14,7 18

19

Minimum 9,80 11,90 20

21

Maximum 17,20 17,40 22

23

Nb valeurs 2 2 24

25

26

Différences Différences 27

Y - X relatives (%) 28

29

Moyenne 1,2 11,3 30

31

32

33

Corrélation : Y = aX + b 34

35

Pente (a) 0,74 36

37

Ordonnée Origine (b) 4,62 38

39
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41

42

43
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Limites de suivi 46

47
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Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53

Niveau 1 54

Niveau 2 55
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          Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 2,70 2,90 0,2 7 1,07

Techique X (ref) 2 3,70 4,20 0,5 14 1,14

3

Technique Y 4

5

Unité 6

7

 Echantillon 8

9

 Commentaires 10

11

12

Résultats statistiques 13

14

Techique X Technique Y 15

(ref) 16

17

Moyenne 3,2 3,6 18

19

Minimum 2,70 2,90 20

21

Maximum 3,70 4,20 22

23

Nb valeurs 2 2 24

25

26

Différences Différences 27

Y - X relatives (%) 28

29

Moyenne 0,4 10,5 30

31

32

33

Corrélation : Y = aX + b 34

35

Pente (a) 1,30 36

37

Ordonnée Origine (b) -0,61 38

39
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41
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43
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Limites de suivi 46

47

C s LS (+) LS (-) 48
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Niveau 1 54
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  Les
 
résultats obtenus sont très satisfaisants pour l’ensemble des hémoglobines étudiées 

(sachant tout de même qu’ils ne sont statistiquement pas significatifs pour certains variants en 

raison du faible nombre de valeurs), avec d’une part une très bonne corrélation, comme en 

témoignent les graphes de régression linéaire, et d’autre part une très bonne concordance, 

mise en évidence principalement par le diagramme des différences. En effet, pour chacun des 

diagrammes représentant  Y - X en fonction de X, l’ensemble des points est très proche de 

zéro.  

Cependant, alors que, pour l’Hb A2 et l’Hb F, ces points se situent de part et d’autre de 

la ligne horizontale représentant une différence nulle entre les deux méthodes, ils ont plutôt 

tendance à se situer au-dessus de cette ligne pour l’Hb S. Ceci témoigne d’une légère 

surestimation de l’Hb S par l’électrophorèse capillaire Minicap
®
 Sebia par rapport à la CLHP 

D-10
®

 BioRad. Les différences observées sont toutefois très faibles et non significatives, 

comme le confirme notamment le diagramme des rapports représentant Y / X en fonction de 

X pour lequel les valeurs restent toutes très proches de 1. Le même constat peut être fait pour 

l’Hb D. Bien que le nombre d’observations soit insuffisant pour en tirer des conclusions 

fiables, on remarque tout de même que pour les 3 échantillons étudiés, la valeur d’Hb D est 

toujours légèrement supérieure lorsqu’elle est déterminée par la technique d’électrophorèse 

capillaire par rapport à la technique de CLHP. Les rapports Y / X calculés pour ces 3 couples 

de valeurs sont néanmoins très proches de 1.  

A l’inverse, les différences Y – X sont toutes négatives pour les 4 échantillons 

contenant de l’Hb E que nous avons étudiés. On peut donc en déduire que la valeur d’Hb E 

obtenue a tendance à être plus élevée par CLHP D-10
®
 que par électrophorèse capillaire 

Minicap
®
, en tenant compte toutefois du faible nombre de points disponibles. De plus, il faut 

signaler qu’aucune valeur n’a pu être obtenue pour la quantification de l’Hb A2 par CLHP, 

celle-ci ne pouvant être séparée de l’Hb E, d’où une probable surestimation de l’Hb E par 

CLHP. Ainsi, il est logique de trouver les différences Y – X comme telles.  

Les valeurs moyennes des différences Y – X et des différences relatives ( Y – X ) / X * 

100 pour chaque fraction de l’hémoglobine étudiée sont résumées dans le tableau ci-

dessous (Tableau XV) : 

 

Tableau XV. Résultats de la comparaison entre la technique X (D-10
®
) et la technique Y 

(Minicap
®
) pour chaque hémoglobine. 

Hémoglobine Hb A2 Hb F Hb S Hb C Hb E Hb D Hb H Hb Cst 

spring 

Moyenne des 

différences       

Y – X ( % ) 

0,2 -0,4 3,6 0,0 -4,8 6,4 1,2 0,4 

Moyenne des 

différences 

relatives ( % ) 

9,1 -20,5 10,4 0,6 -15,2 16,2 11,3 10,5 
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Plusieurs études de comparaison entre l’électrophorèse capillaire et la chromatographie 

liquide de haute performance utilisées dans le cadre de la recherche d’anomalies de 

l’hémoglobine ont été publiées dans la littérature scientifique.  

Parmi ces études figure celle de Keren et al. publiée en 2008 et ayant pour objet la 

comparaison du système d’électrophorèse capillaire Sebia Capillarys
®
 avec la 

chromatographie liquide de haute performance Primus
®
 dans l’évaluation des 

hémoglobinopathies (54). Il s’agit d’une étude prospective dans laquelle 297 échantillons 

destinés à la recherche d’hémoglobinopathies ont été analysés en double sur les deux 

systèmes. Contrairement à l’électrophorèse capillaire, la CLHP fournit un profil sur lequel 

sont séparées les différentes fractions post-traductionnelles des hémoglobines, incluant 

notamment les formes glyquées. En outre, les fractions de l’hémoglobine n’étant pas 

nécessairement séparées dans le même ordre par ces deux techniques, il est envisageable 

qu’un variant puisse avoir un impact sur un des deux tracés sans en avoir sur l’autre.  Dans 

l’étude de Keren et al., plusieurs groupes d’échantillons ont été constitués en fonction des 

variants d’hémoglobine contenus dans ces échantillons, ceci afin d’évaluer une éventuelle 

interférence d’un variant sur la quantification des autres fractions d’hémoglobine. Les 

résultats se rapportant aux divers groupes de profils étudiés figurent ci-après. 

 Hb A, Hb A2 et Hb F dans 228 échantillons dépourvus d’Hb S (Tableau XVI) :  

 

Tableau XVI. Résultats obtenus par Keren et al. lors de l’étude de 228 échantillons dépourvus 

d’Hb S par électrophorèse capillaire Capillarys
®
 et par CLHP Primus

®
. 

Hémoglobine Electrophorèse capillaire CLHP 

Valeur 

moyenne (%) 

Ecart-type (%) Valeur 

moyenne (%) 

Ecart-type (%) 

Hb A 96,2 5,7 96,8 5,5 

Hb A2 2,8 0,8 2,3 0,8 

Hb F 0,9 5,6 0,9 5,4 

 

Ainsi, les valeurs d’Hb A2 étaient systématiquement plus élevées par électrophorèse 

capillaire que par CLHP, quel que soit le niveau d’Hb A2. La régression linéaire représentant 

les résultats de la CLHP Primus
®
 en fonction de ceux de l’électrophorèse capillaire Sebia a 

conduit à une droite dont la pente est de 0,931 et l’ordonnée à l’origine de -0,32.  
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 Hb S et Hb A2 dans 39 échantillons contenant de l’Hb S (Tableau XVII) : 

 

Tableau XVII. Résultats obtenus par Keren et al. lors de l’étude de 39 échantillons contenant de 

l’Hb S par électrophorèse capillaire Capillarys
®
 et par CLHP Primus

®
. 

Hémoglobine Electrophorèse capillaire CLHP 

Valeur 

moyenne (%) 

Ecart-type (%) Valeur 

moyenne (%) 

Ecart-type (%) 

Hb A2 3,1 0,8 4,0 1,0 

Hb S 40,6 18,9 38,4 18,9 

 

Les pourcentages d’Hb A2 étaient significativement plus élevés par CLHP que par 

électrophorèse capillaire. Ceci s’explique par la présence d’une fraction majeure des produits 

glyqués de l’Hb S migrant au même endroit que le pic d’Hb A2 sur le profil 

chromatographique. En présence d’Hb S, l’Hb A2 est donc surestimée par CLHP Primus
®
. Ce 

constat avait d’ailleurs déjà été fait par Suh et al. en 1996 dans une publication traitant de 

l’influence des adduits de l’Hb S sur la quantification de l’Hb A2 par CLHP BioRad Variant
®

 

(82). Puisqu’une augmentation de 1 % ou 2 % seulement peut être significative pour l’Hb A2, 

Keren et al. a mis en place un commentaire alertant de ce risque de surestimation de l’Hb A2 

en présence d’Hb S sur les comptes-rendus de résultats.  

Quant à l’Hb S, on constate que la valeur moyenne était légèrement plus élevée par 

électrophorèse capillaire que par CLHP. Là encore, cette différence peut s’expliquer par une 

migration différente des fractions glyquées de l’Hb S par CLHP, une partie de celles-ci 

migrant notamment dans le pic d’Hb A2.  

  

 Hb C et Hb A2 dans 14 échantillons contenant de l’Hb C 

Quatorze échantillons de patients présentant un trait Hb C ont été analysés par 

électrophorèse capillaire Capillarys
®
 Sebia et par CLHP Primus

®
. Par CLHP, pour obtenir le 

pourcentage total d’Hb C, les pics correspondant aux produits de dégradation et aux formes 

glyquées de l’HbC ont été ajoutés au pic principal d’Hb C. Cependant, bien que dans une 

moindre mesure que pour l’Hb S, certains produits de dégradation de l’Hb C migrent dans le 

pic d’Hb A2 (Figure 18). Il s’est alors avéré nécessaire de signaler sur le compte-rendu de 

résultat une éventuelle surestimation de l’Hb A2. Par électrophorèse capillaire, les fractions 

glyquées ne sont pas séparées. En revanche, l’Hb C migrant dans une zone très proche de 

celle de l’Hb A2 (Figure 19), il arrive parfois que ces deux pics se chevauchent. Ceci a été 

constaté pour 2 des 14 échantillons analysés. Les auteurs précisent alors qu’ils ont indiqué 

dans leur compte-rendu que le pourcentage reflète l’Hb C et l’Hb A2.   
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Figure 18. Profil obtenu par CLHP pour un échantillon de patient présentant un trait Hb C (54). 

 

 

 

Figure 19. Profil obtenu par électrophorèse capillaire pour le même cas que dans la figure 18 

(54). 
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 Analyse de variants de l’hémoglobine en l’absence d’Hb A 

Un échantillon d’un patient hétérozygote SC a été étudié. Par CLHP, certains produits 

de dégradation et de glycation de l’Hb C migrent dans le pic d’Hb S, et d’autres, en moindre 

quantité, migrent dans le pic d’Hb A2. Ce dernier contient également certains produits de 

dégradation et de glycation de l’Hb S. Le pourcentage d’Hb A2 est donc largement 

susceptible d’être surestimé et cela doit être précisé dans le compte-rendu de résultat. Par 

électrophorèse capillaire, l’absence d’Hb A dans l’échantillon pose problème pour le 

positionnement des pics, le profil ne pouvant pas être centré sur l’Hb A en zone 9, et empêche 

donc l’identification des fractions contenues dans l’échantillon. Comme préconisé par le 

fournisseur, l’équipe de Keren a donc réalisé un mélange volume à volume de l’échantillon à 

analyser avec un échantillon de contrôle de qualité normal. L’analyse de ce mélange a permis 

l’identification des pics d’Hb S et d’Hb C, ceux-ci étant positionnés par rapport à l’Hb A 

présente dans le contrôle de qualité. En revanche, la quantification de ces pics reposait bien 

sûr sur les valeurs issues du premier passage de l’échantillon pur. De plus, il est à noter que 

l’Hb C et l’Hb A2 n’étaient pas suffisamment séparées et n’ont donc pas pu être quantifiées 

individuellement.  

 Hb E et Hb A2 dans 3 échantillons contenant de l’Hb E 

Alors que les profils électrophorétiques ont montré une séparation complète de l’Hb A2 

et de l’Hb E pour les 3 échantillons étudiés, la CLHP n’a pas permis de quantifier l’Hb A2 et 

l’Hb E, ces deux hémoglobines co-éluent ensemble et sont donc retrouvées dans un pic 

unique. L’équipe de Keren a précisé dans les comptes-rendus de résultats que la valeur de 

l’Hb E incluait l’Hb A2. Dans les 3 cas étudiés, les valeurs d’Hb A2 étaient légèrement 

augmentées. Ceci est expliqué par le fait que l’Hb E constitue une forme structurelle de β-

thalassémie. 

 Autres variants 

En plus des 39 cas contenant de l’Hb S, 14 cas contenant de l’Hb C et 3 cas contenant 

de l’Hb E, d’autres variants plus rares ont été correctement identifiés par les deux méthodes : 

2 cas contenant de l’Hb S et de l’Hb C, 2 cas avec un variant de l’Hb A2, 2 cas avec Hb D-

Los Angeles (Punjab), 1 variant de l’Hb F, 1 cas avec Hb G-Philadelphia, 1 cas avec Hb S-G 

Philadelphia et 1 Hb Lepore. De plus, il est à noter que l’électrophorèse capillaire a permis la 

détection d’un cas contenant de l’Hb Athens/Waco alors que la CLHP ne l’avait pas détectée. 

Toutefois, en ayant recours à un temps d’élution plus long, la CLHP Primus
®
 a finalement 

également détecté ce variant.   

 

Dans une autre étude publiée en 2012, Greene et al. compare l’électrophorèse capillaire  

Sebia Capillarys Flex
®
 avec la chromatographie liquide de haute performance BioRad Variant 

II
®
 dans l’évaluation des hémoglobinopathies (39). Plusieurs types de profils ont été 

comparés : 
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 Hb A et Hb F dans des échantillons avec et sans variant de l’hémoglobine 

Cent soixante-quatre échantillons ont été analysés par CLHP et par électrophorèse 

capillaire dans un délai de 24h maximum. Les résultats sont les suivants (Tableau XVIII) : 

 

Tableau XVIII. Résultats obtenus par Greene et al. lors de l’étude de 164 échantillons par 

électrophorèse capillaire Capillarys Flex
®

 et par CLHP Variant II
®

. 

Hémoglobine Electrophorèse capillaire CLHP 

Valeur 

moyenne (%) 

Ecart-type (%) Valeur 

moyenne (%) 

Ecart-type (%) 

Hb A 81,5 24,2 81,5 24,1 

Hb F 1,7 5,3 1,9 4,3 

 

Greene et son équipe ont montré une très bonne concordance entre les deux méthodes. 

Les valeurs élevées des écarts-types pour l’Hb A sont justifiées par l’utilisation d’échantillons 

ayant des concentrations très différentes en Hb A. Les régressions linéaires représentant les 

résultats de l’électrophorèse capillaire Sebia Capillarys Flex
®
 en fonction de ceux de la CLHP 

BioRad Variant II
®
 ont permis de conclure en une bonne corrélation entre ces deux 

méthodes : biais = - 0 ,06 et r = 0,999 pour l’Hb A ; biais = -0,17 et r = 0,994 pour l’Hb F. 

Toutefois, en excluant les échantillons présentant des valeurs élevées d’Hb F ( > 3,4 % par 

CLHP, > 3,2 % par électrophorèse capillaire), les auteurs ont constaté une moindre 

concordance entre les deux méthodes (moyenne = 0,37 % par électrophorèse capillaire ; 

moyenne = 0,81 % par CLHP) avec un biais négatif plus important (biais = - 0,44 ; r = 0,811). 

 Hb A2 dans des échantillons avec et sans Hb C, Hb E et Hb S 

En l’absence d’Hb S, Hb E et Hb C, les concentrations en Hb A2  étaient très 

concordantes entre Capillarys Flex
®
 et BioRad Variant II

®
 (biais = 0,00 ; r = 0,994), avec une 

moyenne identique de 3,34 %. En revanche, Greene et al. a constaté une moins bonne 

concordance pour les échantillons contenant de l’Hb S, Hb C ou Hb E (biais = - 4,02 ; r = 

0,0356). Ces mauvais résultats sont expliqués d’une part par une quantification 

insuffisamment précise de l’Hb A2 en présence d’Hb S ou d’Hb E par CLHP en raison de la 

co-élution des fractions glyquées de l’Hb S et de l’Hb E avec l’Hb A2. D’autre part, l’Hb A2 

ne peut pas être quantifiée précisément en présence d’Hb C par électrophorèse capillaire en 

raison du chevauchement de ces deux pics sur le profil électrophorétique. 

A travers cette étude, l’équipe de Greene a également fait un constat intéressant : par 

rapport à la CLHP, l’électrophorèse capillaire présente un biais négatif pour les valeurs faibles 

d’Hb A2 (< 3,0 % par CLHP ; < 3,1 % par électrophorèse capillaire) et un biais positif pour 

les valeurs élevées d’Hb A2 (> 4,6 % par CLHP ; > 4,7 % par électrophorèse capillaire). Cela 

les amène à penser que l’électrophorèse capillaire puisse permettre une meilleure distinction 

entre les patients atteints de β-thalassémie et les patients ne présentant pas de β-thalassémie. 
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 Analyse de l’Hb S, Hb E et Hb C 

Greene et al. a démontré une bonne concordance entre la CLHP et l’électrophorèse 

capillaire pour la quantification de l’Hb S (biais = 0,93 ; r = 0,996), la comparaison ayant été 

réalisée sur 24 échantillons. De même, la comparaison de 9 échantillons contenant de l’Hb C 

a montré une bonne concordance entre les deux méthodes pour la quantification de l’Hb C 

(biais = - 0,81 ; r = 0,967). En revanche, la CLHP n’a pas permis la détection de l’Hb E dans 

certains des échantillons, alors que l’électrophorèse capillaire l’a détectée dans les 27 

échantillons analysés. Puisque l’Hb E co-élue avec l’Hb A2 par CLHP, on pourrait s’attendre 

à une bonne corrélation entre la concentration d’Hb A2 apparente (Hb A2 + Hb E) obtenue 

par CLHP et la somme des concentrations d’Hb E et d’Hb A2 obtenues par électrophorèse 

capillaire. Or, en effectuant cette comparaison, Greene et son équipe concluent en une 

corrélation peu satisfaisante (biais = 1,61 ; r = 0,934).  

 Analyse de l’Hb A2’ 

L’Hb A2’ constitue le variant le plus fréquent de la chaîne δ, particulièrement décrit 

dans la population afro-américaine. Les porteurs d’Hb A2’ produisent deux petits pics de 

taille similaire correspondant à l’Hb A2 et à l’Hb A2’. Par CLHP, l’Hb A2’ migre au même 

endroit que l’Hb S. Cependant, par électrophorèse capillaire, l’Hb A2’ migre dans la zone 1 et 

ne pose pas de problème d’identification.  

 Autres variants structurels identifiés 

Les profils de 10 variants rares obtenus par CLHP et électrophorèse capillaire ont été 

comparés.  

Ces deux méthodes ont permis une bonne identification des pics d’Hb Hasharon et d’Hb 

Q-India.  

En revanche, l’Hb D et l’Hb G-Philadelphia éluent/migrent au même endroit par CLHP 

ainsi que par électrophorèse capillaire, ces deux techniques ne sont donc pas complémentaires 

dans ce cas de figure et ne permettent théoriquement pas l’identification de l’une ou l’autre 

hémoglobine. Cependant, l’Hb G-Philadelphia peut généralement être distinguée de l’Hb D 

par la présence d’un variant G2 (Figure 20). 

L’Hb SG-Philadelphia fournit un profil complexe dans les deux techniques, avec 3 

fractions majeures correspondant aux Hb G-Philadelphia, Hb S et Hb SG-Philadelphia ainsi 

qu’un pic mineur G2. Alors que tous ces pics sont bien individualisés par CLHP, on observe 

un chevauchement des pics d’Hb G-Philadelphia et Hb S par électrophorèse capillaire. 

L’Hb O-Arab et l’Hb Malamo forment deux pics distincts par CLHP alors que par 

électrophorèse capillaire, l’Hb O-Arab co-migre avec l’Hb A2 tandis que l’Hb Malamo co-

migre avec l’Hb A.  

A l’inverse, l’Hb N-Baltimore co-élue avec l’Hb A par CLHP, mais migre dans la zone 

10 par électrophorèse capillaire, donc distincte des Hb A, Hb A2 et Hb F.  

Enfin, l’Hb Bart’s et l’Hb H éluent dans le volume mort par CLHP et ne sont par conséquent 

détectables qu’à des concentrations importantes (> 5 %), sans pouvoir toutefois être 

quantifiées. Au contraire, l’électrophorèse capillaire permet la détection et la quantification de 
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ces variants même à des concentrations faibles de l’ordre de 1 %. De plus, par CLHP, la 

bilirubine peut éluer dans le volume mort et se confondre avec l’Hb Bart’s ou l’Hb H alors 

qu’elle n’interfère pas par électrophorèse capillaire.  

 

 
Figure 20. Profils électrophorétiques obtenus par Capillarys Flex

®
 pour un échantillon 

contenant de l’Hb D (à gauche) et pour un échantillon contenant de l’Hb G-Philadelphia (à 

droite) (39). 

 

Ces deux études viennent confirmer la nécessité de combiner au moins deux méthodes 

pour la recherche des anomalies de l’hémoglobine, l’une étant complémentaire de l’autre. 

L’interprétation concomitante des tracés électrophorétiques et chromatographiques permet de 

conclure plus précisément sur la présence ou non d’anomalies de l’hémoglobine, qu’elles 

soient qualitatives ou quantitatives. 

 

De plus, les résultats de ces deux études corroborent nos propres résultats. En effet, les 

valeurs plus élevées d’Hb S que nous avons obtenues par électrophorèse capillaire par rapport 

à la CLHP (différence moyenne : 3,6 %) peuvent s’expliquer par le fait que la CLHP sépare 

les différentes fractions post-traductionnelles de l’Hb S et que certaines d’entre elles co-éluent 

notamment avec l’Hb A2, sous-estimant alors la proportion d’Hb S.  

 

Concernant la quantification de l’Hb C, nous avons conclu en une bonne concordance 

(différence moyenne : 0,0 %) entre les deux méthodes, tout comme Greene et al. dans son 

étude. Keren et al. précise que le phénomène de co-élution des produits de dégradation de 

l’Hb C dans le pic d’Hb A2 par CLHP est bien moindre que pour l’Hb S. En revanche, alors 

que Keren et al. n’a pas pu obtenir de valeur pour la quantification de l’Hb A2 dans 2 des 14 

échantillons analysés contenant de l’Hb C, en raison d’un chevauchement de ces deux pics, 

nous n’avons rencontré ce problème dans aucun des 3 échantillons que nous avons analysés. 

Les pics d’Hb C et d’Hb A2 ont en effet été correctement séparés dans chacun de ces 3 cas.  

 

Quant à l’Hb E, nous avons montré que les valeurs obtenues par électrophorèse 

capillaire étaient systématiquement inférieures à celles obtenues par CLHP, avec une 

moyenne des différences de -4,8 %. Ceci s’explique par l’absence de séparation entre les pics 

d’Hb E et d’Hb A2 par CLHP, du fait de leur co-élution. Le pic obtenu par CLHP ne contient 

donc pas seulement l’Hb E mais à la fois l’Hb E et l’Hb A2, d’où une surestimation par 
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rapport à l’électrophorèse capillaire. Cependant, bien que l’hémoglobinose E présente un 

caractère β-thalassémiant responsable d’une augmentation de la synthèse d’Hb A2, ceci ne 

semble pas suffisant pour expliquer une différence de 4,8 % entre les deux méthodes. En 

effet, l’Hb A2 est certes augmentée, mais sans atteindre toutefois des taux si importants, de 

l’ordre de 4,8 %. Ceci est en accord avec le constat émis par Greene et al. selon lequel la 

somme des concentrations d’Hb E et d’Hb A2 par électrophorèse capillaire est très peu 

corrélée avec la concentration correspondant au pic où co-éluent l’Hb E et l’Hb A2 par 

CLHP. Cette différence observée reste sans explication.  

 

Lors de notre étude, nous avons également démontré une bonne concordance entre 

l’électrophorèse capillaire et la CLHP pour la quantification de l’Hb A2 et de l’Hb F pour 

tous les échantillons analysés confondus. Cependant, en raison des interférences connues 

générées par certains variants sur la quantification de l’Hb A2 et du fait de l’importance de la 

précision de la quantification de l’Hb A2 pour une bonne interprétation des profils 

électrophorétiques ou chromatographiques, nous avons décidé de constituer plusieurs groupes 

d’échantillons en fonction des variants d’hémoglobine contenus dans ces échantillons et de 

comparer les deux méthodes pour la quantification de l’Hb A2 dans chacun de ces groupes. 

Ainsi, nous avons comparé les valeurs d’Hb A2 obtenues par électrophorèse capillaire et par 

CLHP au sein des groupes suivants : 

- échantillons contenant de l’Hb S 

- échantillons contenant de l’Hb C 

- échantillons contenant de l’Hb D 

 

Pour les échantillons contenant de l’Hb E, la CLHP ne permet pas de quantifier l’Hb A2 

en raison de sa co-élution avec l’Hb E. Nous avons donc choisi de comparer la valeur donnée 

pour l’Hb E par CLHP, correspondant en théorie davantage à la somme de l’Hb E et de l’Hb 

A2, avec l’addition des deux concentrations d’Hb E et d’Hb A2 obtenues par électrophorèse 

capillaire.  

 

Les résultats de ces comparaisons sont illustrés graphiquement ci-dessous : 
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           Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 2,70 2,80 0,1 4 1,04

Techique X (ref) 2 2,60 2,90 0,3 12 1,12

3 2,50 2,90 0,4 16 1,16

Technique Y 4 2,90 3,10 0,2 7 1,07

5 2,10 2,40 0,3 14 1,14

Unité 6 2,90 3,10 0,2 7 1,07

7 2,40 2,70 0,3 13 1,13

 Echantillon 8 3,90 3,90 0 0 1,00

9 3,50 3,30 -0,2 -6 0,94

 Commentaires 10 3,70 3,50 -0,2 -5 0,95

11 2,90 2,70 -0,2 -7 0,93

12 2,80 2,80 0 0 1,00

Résultats statistiques 13 2,80 2,80 0 0 1,00

14 2,90 3,20 0,3 10 1,10

Techique X Technique Y 15 3,20 3,20 0 0 1,00

(ref) 16 2,40 2,90 0,5 21 1,21

17 3,10 3,30 0,2 6 1,06

Moyenne 2,8 3,0 18 2,50 2,90 0,4 16 1,16

19 2,60 3,00 0,4 15 1,15

Minimum 1,70 1,60 20 2,80 3,10 0,3 11 1,11

21 3,20 3,20 0 0 1,00

Maximum 5,50 5,10 22 2,60 2,60 0 0 1,00

23 2,60 2,70 0,1 4 1,04

Nb valeurs 63 63 24 2,50 2,70 0,2 8 1,08

25 5,50 5,10 -0,4 -7 0,93

26 2,20 2,50 0,3 14 1,14

Différences Différences 27 2,80 2,60 -0,2 -7 0,93

Y - X relatives (%) 28 2,90 2,80 -0,1 -3 0,97

29 2,90 2,90 0 0 1,00

Moyenne 0,2 8,2 30 2,80 2,70 -0,1 -4 0,96

31 3,00 2,80 -0,2 -7 0,93

32 3,50 3,60 0,1 3 1,03

33 3,50 3,40 -0,1 -3 0,97

Corrélation : Y = aX + b 34 2,60 2,60 0 0 1,00

35 2,70 2,80 0,1 4 1,04

Pente (a) 0,72 36 2,70 3,20 0,5 19 1,19

37 2,50 3,10 0,6 24 1,24

Ordonnée Origine (b) 0,99 38 1,70 1,60 -0,1 -6 0,94

39 2,60 3,20 0,6 23 1,23

40 2,40 3,20 0,8 33 1,33

41 2,40 3,30 0,9 38 1,38

42 3,60 3,70 0,1 3 1,03

43 2,90 3,00 0,1 3 1,03

44 2,80 3,10 0,3 11 1,11

45 2,80 3,10 0,3 11 1,11

Limites de suivi 46 2,80 3,20 0,4 14 1,14

47 2,90 3,50 0,6 21 1,21

C s LS (+) LS (-) 48 3,00 3,10 0,1 3 1,03

2,88 0,19 0,736 -0,736 49 2,80 3,50 0,7 25 1,25

7,00 0,43 1,807 -1,807 50 2,60 3,30 0,7 27 1,27

51 2,50 3,00 0,5 20 1,20

52 2,80 3,40 0,6 21 1,21

Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53 2,60 3,20 0,6 23 1,23

Niveau 1 0,13 54 2,60 3,30 0,7 27 1,27

Niveau 2 0,15 55 2,60 2,70 0,1 4 1,04

Niveau 3 56 2,70 2,90 0,2 7 1,07

57 2,70 2,80 0,1 4 1,04

SHB
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             Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 3,40 4,00 0,6 18 1,18

Techique X (ref) 2 2,90 3,60 0,7 24 1,24

3 3,00 5,20 2,2 73 1,73

Technique Y 4

5

Unité 6

7

 Echantillon 8

9

 Commentaires 10

11

12

Résultats statistiques 13

14

Techique X Technique Y 15

(ref) 16

17

Moyenne 3,1 4,3 18

19

Minimum 2,90 3,60 20

21

Maximum 3,40 5,20 22

23

Nb valeurs 3 3 24

25

26

Différences Différences 27

Y - X relatives (%) 28

29

Moyenne 1,2 38,4 30

31

32

33

Corrélation : Y = aX + b 34

35

Pente (a) -0,29 36

37

Ordonnée Origine (b) 5,15 38

39

40

41

42

43

44

45

Limites de suivi 46

47

C s LS (+) LS (-) 48

2,88 0,19 0,736 -0,736 49

7,00 0,43 1,807 -1,807 50

51

52

Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53

Niveau 1 0,13 54

Niveau 2 0,15 55

Niveau 3 56

SHB

HbA2 en présence d'HbC

Minicap Sebia

mars à novembre 2012

D-10 Biorad (CLHP)
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              Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 2,10 2,70 0,6 29 1,29

Techique X (ref) 2 2,70 3,50 0,8 30 1,30

3 1,90 2,70 0,8 42 1,42

Technique Y 4

5

Unité 6

7

 Echantillon 8

9

 Commentaires 10

11

12

Résultats statistiques 13

14

Techique X Technique Y 15

(ref) 16

17

Moyenne 2,2 3,0 18

19

Minimum 1,90 2,70 20

21

Maximum 2,70 3,50 22

23

Nb valeurs 3 3 24

25

26

Différences Différences 27

Y - X relatives (%) 28

29

Moyenne 0,7 33,4 30

31

32

33

Corrélation : Y = aX + b 34

35

Pente (a) 1,08 36

37

Ordonnée Origine (b) 0,56 38

39

40

41

42

43

44

45

Limites de suivi 46

47

C s LS (+) LS (-) 48

2,88 0,19 0,736 -0,736 49

7,00 0,43 1,807 -1,807 50

51

52

Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53

Niveau 1 0,13 54

Niveau 2 0,15 55

Niveau 3 56

SHB

HbA2 en présence d'HbD

Minicap Sebia

mars à novembre 2012

D-10 Biorad (CLHP)
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%

Echantillons contenant de l'Hb D
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           Comparaison de techniques

Structure

UF

Paramètre

Instrument

Informations sur les conditions du test Techique XTechnique Y Différences Différences Rapport

 Date (ref) Y - X relatives (%) Y/X

1 32,00 33,60 1,6 5 1,05

Techique X (ref) 2 32,00 28,40 -3,6 -11 0,89

3 32,00 29,00 -3 -9 0,91

Technique Y 4 29,00 28,50 -0,5 -2 0,98

5

Unité 6

7

 Echantillon 8

9

 Commentaires 10

11

12

Résultats statistiques 13

14

Techique X Technique Y 15

(ref) 16

17

Moyenne 31,3 29,9 18

19

Minimum 29,00 28,40 20

21

Maximum 32,00 33,60 22

23

Nb valeurs 4 4 24

25

26

Différences Différences 27

Y - X relatives (%) 28

29

Moyenne -1,4 -4,3 30

31

32

33

Corrélation : Y = aX + b 34

35

Pente (a) 0,61 36

37

Ordonnée Origine (b) 10,78 38

39

40

41

42

43

44

45

Limites de suivi 46

47

C s LS (+) LS (-) 48

49

50

51

52

Ecart-type FI methode de référence (si différents) 53

Niveau 1 54

Niveau 2 55

Niveau 3 56

57

SHB
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Les résultats comparatifs pour la concentration d’Hb A2 entre les différents groupes 

d’échantillons sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau XIX). 

 

Tableau XIX. Résultats par groupe d’échantillons de la comparaison entre l’électrophorèse 

capillaire Minicap
®
 et la CLHP D-10

®
 pour la quantification de l’Hb A2. 

 

 

On constate que les valeurs moyennes d’Hb A2 dans les échantillons contenant de l’Hb 

S sont similaires à celles obtenues dans l’ensemble des échantillons analysés, par 

électrophorèse capillaire comme par CLHP. Ces deux méthodes présentent une bonne 

concordance, du même ordre de grandeur que pour l’ensemble des échantillons confondus. 

Ces résultats ne mettent donc pas en évidence un impact important des fractions post-

traductionnelles de l’Hb S sur la quantification de l’Hb A2 par CLHP. Cependant, nous avons 

également fait remarquer que les valeurs d’Hb S étaient en moyenne supérieures de 3,6 % par 

électrophorèse capillaire par rapport à la CLHP, celle-ci séparant les différentes formes post-

traductionnelles de l’Hb S. On peut donc supposer que seule une partie minime de ces 

fractions se retrouve dans le pic d’Hb A2, la majorité d’entre elles éluant probablement dans 

une zone distincte de celle de l’Hb A2.   

 

Concernant les échantillons avec Hb C, le taux d’Hb A2 est en moyenne supérieur de 

1,2 % par électrophorèse capillaire par rapport à la CLHP. Cette faible concordance entre les 

deux méthodes peut s’expliquer par une mauvaise séparation des pics d’Hb A2 et d’Hb C par 

Minicap
®
, ce phénomène étant connu pour les méthodes d’électrophorèse capillaire. Bien que 

les pics soient correctement identifiés par Minicap
®
 pour chacun des 3 échantillons analysés, 

il est possible qu’un léger chevauchement des pics à leurs bases soit responsable de cette 

surestimation de l’Hb A2, dont la valeur moyenne est de 4,3 %. Cependant, il paraît alors 

étonnant de ne pas retrouver cette interférence sur la quantification de l’Hb C, pour laquelle 

nous avons mis en évidence une excellente concordance entre les deux méthodes. Mais, les 

valeurs d’Hb C (moyenne = 34,3 %) étant plus élevées que celles de l’Hb A2, on peut 

s’attendre à ce que l’interférence soit bien plus marquée pour l’Hb A2 que pour l’Hb C.         

 

 

 

Tous 

échantillons  

Echantillons 

avec Hb S 

Echantillons 

avec Hb C 

Echantillons 

avec Hb E 

Echantillons 

avec Hb D 

Valeur moyenne 

de l’Hb A2 par 

CLHP (X) (%) 

2,9 2,8 3,1 - 2,2 

Valeur moyenne 

de l’Hb A2 par 

électrophorèse 

capillaire (Y) (%) 

3,1 3,0 4,3 3,4 

 

3,0 

 

Moyenne des 

différences Y – X 

(%) 

0,2 0,2 1,2 - 0,8 
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Dans le cas des échantillons contenant de l’Hb E, s’il est impossible de réaliser une 

comparaison entre électrophorèse capillaire et CLHP pour la quantification de l’Hb A2 

puisque la CLHP ne permet pas la séparation des Hb E et Hb A2, on peut tout de même 

constater que la concentration moyenne d’Hb A2 (3,4 %) par électrophorèse capillaire est 

légèrement supérieure aux valeurs de référence (2,2 – 3,2 %). Ceci est à rapprocher du 

syndrome thalassémique qui accompagne les hémoglobinoses E. En revanche, la comparaison 

entre la somme des Hb E et Hb A2 obtenues par Minicap
®
 et la concentration apparente d’Hb 

E obtenue par D-10
®
, correspondant probablement à une association d’Hb E et d’Hb A2, 

montre une moyenne des différences à -1,4 %, avec une moyenne des différences relatives de 

-4,3 %. Ces résultats affichent donc une concordance qui semblerait acceptable entre les deux 

méthodes pour les paramètres Hb E et Hb A2 associés, contrairement aux conclusions de 

Greene et al. qui mettaient en avant une faible concordance, avec un biais positif pour 

l’électrophorèse capillaire par rapport à la CLHP. Toutefois, la CLHP ne pouvant pas donner 

de valeurs individualisées pour les concentrations d’Hb E et d’Hb A2, la concentration 

apparente d’Hb E donnée par cette méthode ne peut pas être rendue, tout du moins sans un 

commentaire mentionnant une probable surestimation de cette valeur d’Hb E en raison de la 

co-élution de l’Hb A2. En présence d’Hb E, il est alors préférable de rendre compte des 

valeurs obtenues par électrophorèse capillaire. 

 

Enfin, concernant les trois échantillons contenant de l’Hb D analysés, les résultats 

montrent une valeur moyenne d’Hb A2 légèrement supérieure par électrophorèse capillaire 

(3,0 %) par rapport à la CLHP (2,2 %). Cette différence pourrait s’expliquer par une mauvaise 

intégration du pic d’Hb A2 par CLHP, comme cela a déjà pu être constaté par Higgins et al. 

pour des échantillons contenant un sous-variant de l’Hb D : l’Hb D-Punjab.  

 

En effet, dans une étude publiée en 2009, Higgins et al. compare l’électrophorèse 

capillaire Capillarys 2
®
 (Sebia) avec la chromatographie liquide de haute performance Variant 

II
®
 (BioRad) pour la quantification de l’Hb A2 chez des patients avec et sans β-thalassémie et 

en présence d’Hb S, Hb C, Hb E et Hb D-Punjab (49). Les résultats sont les suivants : 

 

 Hb A2 en présence d’Hb D-Punjab 

 

L’analyse de 27 échantillons de patients présentant une Hb D-Punjab hétérozygote a 

montré une différence moyenne de – 1,29 % entre la CLHP et l’électrophorèse capillaire 

(valeur moyenne de l’Hb A2 : 1,5 % par Variant II
®
 ; 2,8 % par Capillarys

®
). Ces valeurs 

d’Hb A2 plus élevées par électrophorèse capillaire que par CLHP sont venues confirmer 

l’hypothèse déjà émise par Dash (33) et par Cotton et al. (29) selon laquelle la diminution de 

l’Hb A2 est due à une erreur d’intégration sur la ligne de base par CLHP et non à une réelle 

diminution de l’Hb A2 chez des patients présentant un trait Hb D-Punjab.  

 

Par ailleurs, les résultats concernant les autres groupes d’échantillons et leur 

interprétation sont également intéressants :  
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 Hb A2 chez des patients avec et sans trait β-thalassémique 

 

Alors que Keren et al. concluait que la valeur moyenne d’Hb A2 était plus élevée par 

électrophorèse capillaire que par CLHP (54) et Greene et al. démontrait une parfaite 

concordance entre ces deux méthodes pour la quantification de l’Hb A2 (39), l’équipe de 

Higgins a conclu que les concentrations d’Hb A2 chez des patients avec et sans trait β-

thalassémique étaient plus basses sur le système Capillarys 2
®
 (Sebia) que sur le Variant II

®
 

(BioRad). Cotton et al. avait également conclu en 2009 que les concentrations d’Hb A2 

obtenues par électrophorèse capillaire présentaient un biais négatif systématique par rapport à 

celles obtenues par CLHP (31).  

Cependant, Higgins et al. fait remarquer que les valeurs de référence de l’Hb A2 sont 

plus basses pour le système Capillarys 2
®
 que pour le système Variant II

®
, ceci reflétant les 

valeurs plus basses d’Hb A2 obtenues par électrophorèse capillaire. Il conclut finalement en 

une bonne corrélation entre les deux méthodes, en accord avec les travaux de Mario et al. 

publiés précédemment (68). Il rappelle également que, bien qu’un groupe de travail de l’IFCC 

(International Federation of Clinical Chemistry) soit dédié à la standardisation de l’Hb A2, il 

n’existe à l’heure actuelle toujours pas de méthode de référence pour la quantification de l’Hb 

A2, ni  de matériel de calibration de référence. 

 

 Hb A2 en présence d’Hb S 

 

Les résultats montrent une valeur moyenne d’Hb A2 constamment plus faible par 

Capillarys 2
®
 que par Variant II

®
, que ce soit pour des patients drépanocytaires hétérozygotes 

ou homozygotes. En outre, Higgins et al. a constaté que l’augmentation des concentrations 

moyennes d’Hb A2 (Variant II
®
 : 2,95 % vs 3,81 % ; Capillarys 2

®
 : 2,49 % vs 3,06 %) entre 

les échantillons dépourvus d’Hb S et ceux contenant de l’Hb S était plus importante pour la 

CLHP que pour l’électrophorèse capillaire. Ceci l’a amené à conclure que l’interférence des 

adduits de l’Hb S sur l’Hb A2 était plus importante pour la CLHP que pour l’électrophorèse 

capillaire, mais, bien que plus faible, tout de même présente aussi pour cette dernière. 

 

 Hb A2 en présence d’Hb E 

 

Higgins et al. a à son tour confirmé l’impossibilité de quantifier l’Hb E par CLHP en 

raison de sa co-élution avec l’Hb A2. Alors que la concentration moyenne de l’Hb E par 

Capillarys 2
®
 était de 23,91 %, elle était de 30 % sur le système Variant II

®
. Higgins et son 

équipe ont également constaté que la valeur moyenne de l’Hb A2 (3,65 %) obtenue par 

Capillarys 2
®
 chez des patients présentant un trait Hb E était plus élevée que celle calculée 

dans la population de patients sans trait β-thalassémique. Ceci s’explique par une synthèse 

diminuée de la chaîne β-globine anormale, conduisant à une augmentation de la liaison des 

chaînes α en excès avec les chaînes δ.  

Ces conclusions sont tout à fait identiques à celles apportées par une autre étude publiée 

en 2009 par Mais et al. (66) portant sur la valeur de l’Hb A2 déterminée par électrophorèse 

capillaire Sebia Capillarys
®
 chez des patients présentant une Hb E hétérozygote. 
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 Hb A2 en présence d’Hb C 

 

Alors que l’électrophorèse capillaire a montré sa supériorité par rapport à la CLHP pour 

la quantification de l’Hb A2 en présence d’Hb D-Punjab ou d’Hb E, c’est au contraire la 

CLHP qui s’avère meilleure pour la quantification de l’Hb A2 en présence d’Hb C en raison 

d’une mauvaise séparation de l’Hb A2 et de l’Hb C par électrophorèse capillaire. L’étude de 

Higgins et al. confirme donc bien les observations réalisées dans d’autres études.  

 

 

Le tableau ci-dessous (Tableau XX), au vu des résultats de notre étude et de ceux 

rapportés dans la littérature scientifique, constitue un résumé concernant la méthode de 

quantification de l’Hb A2 la plus adaptée en fonction de la présence d’un éventuel variant de 

l’hémoglobine. 

 

 

Tableau XX. Technique (CLHP ou électrophorèse capillaire) la plus adaptée pour la 

quantification de l’Hb A2 selon le type de profil. 

Variant 

présent dans 

l’échantillon 

Absence de 

variant 
Hb S Hb C Hb E Hb D 

Technique la 

plus adaptée 
CLHP / EC EC CLHP EC EC 

 

 

En 2012, Paleari et al. a publié une étude comparant plusieurs méthodes de CLHP et 

d’électrophorèse capillaire pour l’évaluation de l’Hb A2 (75).  

 

Cinq méthodes de CLHP, parmi lesquelles figurent BioRad Variant I
®
 et BioRad 

Variant II
®
, ainsi que trois méthodes d’électrophorèse capillaire, dont Sebia Capillarys II

®
, 

ont été comparées. Les résultats ont montré une bonne corrélation entre les différentes 

méthodes mais un biais proportionnel significatif a systématiquement été mis en évidence. 

Ces discordances de quantification de l’Hb A2 entre les différentes méthodes n’ont pas surpris 

Paleari et al. en raison de l’absence de système de référence dédié et de matériel de calibration 

commun.  

 

Il précise que la faible augmentation du taux d’Hb A2 observée par CLHP chez des 

patients présentant un trait Hb S a déjà bien été documentée et correspond à la co-élution de 

l’Hb A2 avec les adduits de l’Hb S. Cependant, par électrophorèse capillaire, les valeurs 

moyennes d’Hb A2 obtenues chez des patients porteurs d’Hb S sont également plus élevées 

que celles obtenues dans la population contrôle. Deux hypothèses sont avancées pour 

expliquer cette élévation de l’Hb A2 : s’agit-il d’un artéfact technique ou est-ce la 

conséquence d’une plus grande affinité des chaînes α pour les chaînes normales δ par rapport 

aux chaînes mutées β
S 

? Ce point reste encore à clarifier.  
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Enfin, lors de notre étude, deux échantillons contenant de l’Hb H et de l’Hb Constant 

Spring ont été analysés. Concernant l’Hb H, les résultats ont montré une concentration 

moyenne supérieure de 1,2 % par électrophorèse capillaire par rapport à la CLHP. Par 

électrophorèse capillaire, l’Hb H migre dans la zone 15, c’est-à-dire en position la plus 

anodique. Par CLHP, l’Hb H élue dans la première partie du chromatogramme, bien avant le 

pic d’Hb F, et peut se situer avant le point d’intégration (80). Une mauvaise intégration du pic 

d’Hb H pourrait donc expliquer la valeur moyenne plus faible obtenue par CLHP, 

l’électrophorèse capillaire se montrant alors supérieure pour la quantification de l’Hb H.  

 

Pour l’Hb Constant Spring, nous avons obtenu des concentrations très proches par 

Minicap
®
 et D-10

®
, avec toutefois des valeurs légèrement supérieures par électrophorèse 

capillaire par rapport à la CLHP (différence moyenne = 0,4 %).  

 

Waneesorn et al. a établi des conclusions similaires dans un article publié en 2011 dans 

lequel il compare l’électrophorèse capillaire (Capillarys 2
®
, Sebia) et la CLHP (Variant β-

Thalassémia Short Program
®
, BioRad) pour la quantification de l’Hb Constant Spring (CS) 

(88). Cette hémoglobine anormale, de prévalence élevée en Asie du Sud, résulte d’une 

mutation au niveau du gène codant pour l’α2-globine. Les sujets hétérozygotes pour l’Hb CS 

sont cliniquement et hématologiquement normaux. En revanche, les sujets homozygotes 

présentent une anémie hémolytique modérée, s’accompagnant d’ictère et 

hépatosplénomégalie. En outre, l’association d’une Hb CS avec une α1-thalassémie, de 

génotype (- -/α
CS

α ), conduit à des manifestations cliniques semblables à celles observées dans 

les β-thalassémies majeures.  

En raison de l’instabilité de son ARNm, l’Hb CS est présente en faible concentration 

dans le sang périphérique. De ce fait, l’Hb CS est souvent non détectée par les méthodes 

analytiques de routine.  

Waneesorn et al. a analysé les profils chromatographiques et électrophorétiques de 19 

sujets hétérozygotes et 14 sujets homozygotes pour l’Hb CS, ainsi que de 10 sujets présentant 

une hémoglobinose H-CS (Hb CS associée à une α1-thalassémie), comme pour nos deux 

échantillons analysés. Par électrophorèse capillaire, l’Hb CS, migrant en zone 2, a été détectée 

dans tous les échantillons alors que par CLHP, le pic d’Hb CS a été mis en évidence dans 

26,32 % des échantillons avec Hb CS hétérozygote, 42,86 % des échantillons avec Hb CS 

homozygote et 90 % des échantillons Hb H-CS. 

De plus, pour chacun de ces trois groupes, les taux d’Hb CS étaient significativement 

plus élevés par électrophorèse capillaire que par CLHP, les valeurs moyennes les plus basses 

étant trouvées chez les patients hétérozygotes CS tandis que les valeurs moyennes les plus 

hautes étaient observées chez les patients présentant une maladie Hb H-CS.  

Les résultats concernant la concentration d’Hb CS dans chaque groupe et selon chaque 

méthode sont représentés dans le tableau suivant (Tableau XXI) : 
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Tableau XXI. Résultats obtenus par Waneesorn et al. lors de l’étude de comparaison entre 

l’électrophorèse capillaire Capillarys 2
®
 et la CLHP Variant β-Thalassémia Short Program

®
 

pour la quantification de l’Hb CS. 

 Hb CS (%) 

Electrophorèse capillaire CLHP 

Hétérozygotes Hb CS (n = 

19) 

0,4 ± 0,2 (0,1 – 0,8) 0,1 ± 0,3 (0,0 – 1,2) 

Homozygotes Hb CS (n = 14) 1,7 ± 1,7 (0,2 – 4,6) 0,6 ± 1,0 (0,0 – 3,7) 

Maladie Hb H-CS (n = 10) 3,0 ± 1,0 (2,0 – 5,0) 1,0 ± 0,7 (0,0 – 2,7) 

 

Par conséquent, l’électrophorèse capillaire s’est montrée supérieure à la fois pour la 

détection et la quantification de l’Hb CS. Cette méthode, permettant la quantification de 

faibles concentrations d’Hb CS (jusque 0,1 %), est particulièrement recommandée pour le 

dépistage des traits Hb CS. 

 

 

En conclusion, les résultats de la comparaison entre la méthode d’électrophorèse 

capillaire Minicap
®
 (Sebia) et la méthode de CLHP D-10

®
 (BioRad) ont montré une 

corrélation et une concordance satisfaisantes entre ces deux méthodes pour les fractions 

d’hémoglobine les plus fréquemment rencontrées en clinique. De plus, ces résultats ont en 

partie illustré l’intérêt de recourir à plusieurs techniques complémentaires pour la recherche 

d’hémoglobines anormales. Ainsi, alors que la CLHP présente une performance supérieure 

par rapport à l’électrophorèse capillaire pour la quantification de l’Hb A2 en présence d’Hb C, 

l’électrophorèse capillaire s’est montrée supérieure pour les échantillons contenant de l’Hb S, 

de l’Hb E ou encore de l’Hb D. Les conclusions de notre comparaison de méthodes se sont 

montrées concordantes avec les résultats d’un grand nombre d’études déjà publiées dans la 

littérature scientifique.     

 

III.3.2. Avantages et inconvénients de chacune des deux méthodes 

 

La CLHP présente l’avantage de recourir à des échantillons de sang total et de 

nécessiter de petits volumes pour l’analyse, contrairement à l’électrophorèse capillaire qui 

nécessite la préparation de culots globulaires, le volume minimal de culot pouvant être 

analysé étant de 150 µL. L’inconvénient en est double : en plus de nécessiter un volume 

d’échantillon plus important, ce qui peut éventuellement poser problème pour des 

prélèvements pédiatriques difficiles notamment, cela oblige le technicien de laboratoire à 

réaliser une étape pré-analytique supplémentaire. Cette étape prend du temps et augmente le 

risque d’erreur d’identification des prélèvements. Toutefois, l’acquisition d’un système de 

perçage des bouchons avec agitation des tubes (Flex Piercing) sur Minicap
®
 permettrait de 

s’affranchir de cette contrainte. Ce dispositif n’a pas pu être installé initialement pour des 

raisons de coûts, mais pourrait être envisagé par la suite.  
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En revanche, l’électrophorèse capillaire présente l’avantage de fournir un profil 

électrophorétique facilement interprétable. En effet, les chromatogrammes obtenus sur D-10
®
  

BioRad sont constitués par un nombre de pics plus importants, correspondant aux différentes 

formes de glycation des hémoglobines. L’interprétation des chromatogrammes est donc plus 

délicate et nécessite davantage d’expérimentation.  

De plus, la séparation des différentes formes de glycation des hémoglobines augmente 

le risque d’erreur d’identification et de quantification des pics par chevauchement de 

différentes fractions entre elles. En effet, comme nous l’avons déjà démontré, par CLHP 

certaines fractions glyquées des variants de l’hémoglobine, telles les Hb S et Hb E, co-éluent 

avec l’Hb A2. Ceci conduit à une quantification imprécise des différentes fractions, avec un 

impact plus important pour l’Hb A2 dont la concentration est faible et la quantification 

déterminante pour l’interprétation des profils. 

Cependant, il existe aussi un risque de chevauchement des pics par électrophorèse 

capillaire Minicap
®
. C’est notamment le cas de l’Hb C qui co-migre avec l’Hb A2, leur 

séparation étant parfois impossible. Dans de telles situations, l’avantage revient alors à la 

CLHP D-10
®
, d’autant que l’interférence des fractions glyquées de l’Hb C sur la 

quantification de l’Hb A2 est relativement faible. 

En outre, un autre inconvénient de l’électrophorèse capillaire est l’absence de 

positionnement correct des pics dans les échantillons dépourvus d’Hb A, obligeant alors à 

répéter l’analyse en réalisant un mélange de l’échantillon patient avec un échantillon 

contenant de l’Hb A (contrôle interne de qualité ou autre échantillon patient connu contenant 

de l’Hb A). Cette étape supplémentaire demande donc un peu plus de temps pour l’obtention 

du profil électrophorétique.     

Mais globalement, en termes de durée d’analyse et de coût, les deux méthodes sont 

similaires et aucune ne présente un avantage significatif par rapport à l’autre. 

  

III.3.3. Choix de la méthode pour le rendu quantitatif des fractions de 

l’hémoglobine 

 

L’étude de comparaison ayant montré une bonne concordance et une bonne corrélation 

entre l’électrophorèse capillaire Minicap
®
 et la CLHP D-10

®
, il semble difficile de choisir une 

de ces deux méthodes plutôt que l’autre pour le rendu quantitatif des fractions de 

l’hémoglobine, notamment dans le cas de profils ne mettant pas en évidence d’anomalies 

qualitatives de l’hémoglobine et présentant donc uniquement des fractions d’Hb A, d’Hb A2 

et éventuellement d’Hb F. Il semble alors légitime de rendre au clinicien les valeurs obtenues 

par les deux méthodes.  

En revanche, puisque nos résultats ont permis de conclure en une plus grande efficacité 

de l’électrophorèse capillaire pour les échantillons contenant notamment de l’Hb S, Hb E, Hb 



108 
 

D, Hb H et Hb Constant Spring, on pourrait envisager de ne rendre que les valeurs obtenues 

par  Minicap
®
 pour ces échantillons. A l’inverse, la CLHP serait retenue pour le rendu 

quantitatif des différentes fractions de l’hémoglobine dans les échantillons contenant de l’Hb 

C. Il peut également être envisagé de rendre les quantifications des différentes fractions 

obtenues par chacune des deux méthodes, en prenant soin d’intégrer, sur les comptes-rendus 

de résultats, des commentaires expliquant les éventuelles interférences présentes et leur 

impact sur la quantification de chacune des fractions.  
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CONCLUSION 

  
Suite à l'actualisation des recommandations concernant l'étude de l'hémoglobine par le 

réseau DHOS « Pathologie héréditaire de l'érythrocyte » en 2010, le système d'électrophorèse 

capillaire Minicap
®
, commercialisé par Sebia, a été mis en place au laboratoire d'Hématologie 

du CHU de Nancy pour la recherche des anomalies de l'hémoglobine. Ces nouvelles 

recommandations placent en effet désormais l'électrophorèse capillaire en première ligne, au 

même titre que la CLHP par échange de cations. 

 

La nouvelle stratégie de recherche d'une anomalie de l'hémoglobine au CHU de Nancy 

fait dorénavant intervenir la CLHP (D-10
®

, Bio-Rad) et l'électrophorèse capillaire (Minicap
®
, 

Sebia) en première intention, cette dernière remplaçant l’électrophorèse sur acétate de 

cellulose à pH alcalin. En cas de difficulté d'interprétation, l'électrophorèse sur gel d'agarose à 

pH acide continue d’être réalisée en deuxième intention. Le test d'Itano peut également 

s’avérer utile pour confirmer la présence d'Hb S.  

 

Lors de la vérification de méthode sur site, en portée flexible standard A, nous avons 

montré que les performances du système Minicap
®
 étaient satisfaisantes pour l’ensemble des 

paramètres évalués et conformes aux spécifications retenues. L’étude de corrélation de 

l’électrophorèse capillaire Minicap
®
, technique quantitative, avec l’électrophorèse sur acétate 

de cellulose à pH alcalin, technique qualitative utilisée auparavant, s’est également montrée 

satisfaisante. En effet, pour chaque échantillon analysé, les deux méthodes ont permis une 

identification équivalente des différentes fractions de l’hémoglobine, l’électrophorèse 

capillaire étant en l’occurrence supérieure en termes de sensibilité, spécificité et résolution. 

En plus de permettre une quantification précise et fiable des fractions de l’hémoglobine, 

l’électrophorèse capillaire automatisée présente également l’avantage de diminuer les durées 

d’analyses et les risques d’erreurs. L’ensemble de ces arguments a donc contribué au 

remplacement de l’électrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin par l’électrophorèse 

capillaire.  

 

Enfin, l’électrophorèse capillaire Minicap
®
 et la CLHP D-10

®
, méthode déjà utilisée au 

LBM, étant réalisées conjointement lors de la recherche d’une anomalie de l’hémoglobine, 

nous avons comparé ces deux méthodes pour l’identification et la quantification des 

principales fractions de l’hémoglobine rencontrées en situation clinique. Parmi les 

échantillons analysés au SHB du CHU de Nancy durant la période d’étude, soixante-dix sept 

d’entre eux contenaient de l’Hb S, trois de l’Hb C, quatre de l’Hb E, trois de l’Hb D, deux de 

l’Hb H et de l’Hb Constant Spring. Les résultats de l’étude de comparaison ont montré une 

concordance et une corrélation satisfaisantes entre les deux méthodes, avec toutefois une 

réserve pour les variants présents en nombre insuffisant pour que les résultats soient 

statistiquement significatifs. En outre, nous avons montré l’intérêt d’utiliser en première ligne 

ces deux méthodes quantitatives lors de l’étude de l’hémoglobine, celles-ci étant 

complémentaires. En effet, alors que la CLHP présente une performance supérieure par 
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rapport à l’électrophorèse capillaire pour la quantification de l’Hb A2 en présence d’Hb C, 

l’électrophorèse capillaire s’est montrée supérieure pour les échantillons contenant de l’Hb S, 

de l’Hb E ou encore de l’Hb D, en accord avec les données de la littérature scientifique.  

 

La nouvelle stratégie adoptée au CHU de Nancy pour la recherche d’une anomalie de 

l’hémoglobine nous semble donc parfaitement adaptée au diagnostic des principales 

hémoglobinopathies, en particulier les syndromes drépanocytaires majeurs qui nécessitent un 

diagnostic en urgence (Hb S à l’état homozygote ou en association avec une Hb C, Hb E, Hb 

D-Punjab, Hb O-Arab ou avec une β-thalassémie). En revanche, en cas de suspicion d’un 

variant très rare de l’hémoglobine, le recours à des techniques supplémentaires réalisées en 

laboratoire spécialisé reste nécessaire pour l’identification. 
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ANNEXES 
 

Annexe 1 : Tableau récapitulatif des variants potentiels dans chaque zone. 
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Annexe 2 : Profil électrophorétique normal de l’adulte. 
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Annexe 3 : Profil électrophorétique normal du nouveau-né. 
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Annexe 4 : Profil électrophorétique normal du jeune enfant, âgé de quelques mois. 
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Annexe 5 : Profil électrophorétique anormal avec Hb S. 
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Annexe 6 : Profil électrophorétique anormal avec Hb C. 
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Annexe 7 : Profil électrophorétique anormal avec Hb E. 
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Annexe 8 : Profil électrophorétique anormal avec Hb D-Punjab. 
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Annexe 9 : Profil électrophorétique anormal avec augmentation de la fraction d’Hb A2. 
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Annexe 10 : Profil électrophorétique anormal d’un nouveau-né avec Hb Bart’s (α-

thalassémie). 
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Annexe 11 : Profil électrophorétique anormal avec Hb H (α-thalassémie). 

 

 



131 
 

Annexe 12 : Méthode « CIQ/EEQ » pour l’évaluation de l’incertitude de mesure (extrait 

du SH GTA 14) (26). 

 

 

 



132 
 



FACULTE DE PHARMACIE UNIVERSITE DE LORRAINE 

DEMANDE D'IMPRIMA TUR 

Date de soutenance : 13 octobre 2014 

DIPLOME D'ETAT DE DOCTEUR 
EN PHARMACIE 

présenté par Valérie GUERARD 

Sujet : Mise en place de l'électrophorèse capillaire - Minicap 
SEBIA pour le diagnostic des hémoglobinopathies au CHU de 
Nancy 

Président : Pr F AlVRE Béatrice, PU, Pharmacien, Université de 
Lorraine 

Directeur : Dr PERRIN Julien, MCU-PH, Pharmacien, Université 
de Lorraine, CHU Nancy 

Juges: Pr NGUYEN Philippe, PU-PH, Médecin biologiste 
Université de RCA, CHU Reims 
Dr SALIGNAC Sylvain , PH, Pharmacien-biologiste, 
CHU Nancy 

Vu et approuvé, 

Doyen de la Faculté de Pharmacie 
de l'Univeri'ité-J!<:t.ljorraine, 

\'<-~>l l " 
or.f$ <"k 

.:J _ J 

Vu, 

Nancy, le JO septembre 2014 

Le Président du Jury Directeur de Tbèse 

B.FAlVRE 

Vu, 

Nancy, le 2 6 SEP. 2014 

Le Président de l'Université de Lorraine, 

Pierre MUTZENHARDT 

N° d'enregistrement : (,'('11.. 



N° d’identification : 
 
TITRE 
 
 

Mise en place de l’électrophorèse capillaire MINICAP® (Sebia) pour le diagnostic des 
hémoglobinopathies au CHU de Nancy 

 

 

Thèse soutenue le 13 Octobre 2014 
Par Valérie GUERARD 

RESUME : 
 

Les hémoglobinopathies, définies par la présence d’anomalies qualitatives et/ou quantitatives des 
chaînes de globine, figurent parmi les maladies génétiques les plus fréquentes dans le monde. 
Historiquement endémiques dans certains pays d’Afrique et d’Asie, elles sont devenues 
cosmopolites suite aux différents flux migratoires ces dernières décennies. Leur diagnostic  repose 
sur la clinique, l’origine ethnique, les antécédents familiaux et la mise en évidence d’anomalies 
biologiques au niveau de l’hémogramme, du frottis sanguin et de l’étude de l’hémoglobine. 
  
Selon la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale (code 1120), la recherche d’une anomalie de 
l’hémoglobine doit se faire par 3 techniques minimum, dont une technique électrophorétique. Au 
laboratoire d’Hématologie Biologique du CHU de Nancy, la recherche d’une anomalie de 
l’hémoglobine s’effectue par CLHP et électrophorèse sur acétate de cellulose à pH alcalin en 
première intention. En cas de difficulté d’interprétation, une technique complémentaire, 
l’électrophorèse en gel d’agarose à pH acide, est réalisée, de même que le test d’Itano pour 
confirmation de la présence d’hémoglobine S.  
 
Suite à la publication de nouvelles recommandations pour l’étude de l’hémoglobine par le réseau 
« Pathologie héréditaire de l’érythrocyte » en 2010, plaçant l’électrophorèse capillaire en première 
ligne, le laboratoire du CHU de Nancy a décidé de remplacer l’électrophorèse sur acétate de 
cellulose à pH alcalin par l’électrophorèse capillaire Minicap® (Sebia), dont nous avons étudié les 
performances. Les résultats obtenus ont été satisfaisants et conformes à nos spécifications. Nous 
avons également montré que l’électrophorèse capillaire et l’électrophorèse sur acétate de cellulose 
permettent une identification équivalente des différentes fractions de l’hémoglobine, le système 
Minicap® présentant en outre plusieurs avantages (sensibilité et spécificité plus élevées, 
automatisation, quantification des fractions). Nous avons enfin comparé l’électrophorèse capillaire 
et la CLHP, toutes deux destinées à être utilisées en première intention. Nos résultats ont démontré 
leur complémentarité pour les principales anomalies de l’hémoglobine rencontrées en situation 
clinique, confirmant alors l’intérêt de la nouvelle stratégie adoptée.  
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