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L’observation

Une femme de 67 ans, atteinte de maladie de Waldenstrom
et traitée par rituxamab, dexamethasone et cyclophospha-
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Résumé. Nous reportons le cas d’une femme de 67 ans atteinte d’'une mala-
die de Waldenstrom admise en unité de soins intensifs pour dyspnée et
fievre. Lors de son hospitalisation, sa glycémie, dosée par la méthode de
référence de I’hexokinase, était indétectable a plusieurs reprises, sans symp-
tomes d’hypoglycémie. Une revue de la littérature sur PubMed a été faite afin
d’analyser les cas similaires. Chez les patients avec des hyperprotidémies (ex :
syndrome immunoprolifératif), les mesures d’absorption peuvent étre pertur-
bées par précipitation des protides en exces (IgM le plus souvent). D’autres
parametres peuvent aussi étre affectés : bilirubine, phosphate, HDL cholestérol,
GGT, CRP et calcium. La difficulté était d’identifier la cause de I’interférence
et de la corriger : nous avons évité la précipitation des protides par une série de
dilution. Une autre option aurait été de mesurer la glycémie capillaire, méthode
non impactée par la protidémie. Ces interférences sont rares mais présentent de
véritables problemes préanalytiques. Les biologistes doivent étre au courant de
celles-ci car les conséquences peuvent étre graves.

Mots clés : glycémie, paraprotéine, hexokinase, précipitation

Abstract. A 67 years old woman with a Waldenstrom disease was admitted in
the intensive care unit for dyspnea and fever. During hospitalization, episodes
of undetectable glycemia were observed without any hypoglycemia symptoms.
Plasma glucose was determined with the hexokinase method (recommended).
From this observation, a literature review on PubMed was performed to investi-
gate similar cases. In patients with protides in excess (e.g. immunoproliferative
syndrome), absorption measurements could be disrupted by the precipitation of
excess protein (IgM in most cases). Other parameters could be affected: bili-
rubin, phosphate, HDL cholesterol, GGT, CRP and calcemia. In our case, the
main difficulty was to identify the cause of the interference and then correct it.
Using a series of dilution, we prevented protide precipitation allowing correct
glucose determination. Those interferences are rare, but present a real analy-
tical difficulty. Biologists should be aware of those interferences because of
dramatics consequences.
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mide, a été hospitalisée dans 1’unité de soins intensifs pour
dyspnée et fievre (40,6 °C). Le bilan biologique d’entrée
montrait un syndrome inflammatoire important avec une
protidémie normale (fableau I). Les examens bactériolo-
giques d’antigéne pneumocoque urinaire et d’hémoculture
étaient positifs pour Streptococcus pneumoniae sensible
a la pénicilline, et la patiente a été traitée par ceftriaxone
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(100 mg/kg) puis par amoxicilline (100 mg/kg). Pendant
I’hospitalisation, le suivi biochimique a révélé a plusieurs
reprises une glycémie indétectable (limite de détection :
0,02 g/L, d’aprés la fiche technique Roche ; valeurs
normales 0,65-1,15 g/L) déterminée par la méthode de
I’hexokinase (méthode de référence [1]). De tous les
tests sanguins réalisés, seul le dosage du glucose était
perturbé chez cette patiente. De plus, cette dernieére n’a
jamais montré de symptomes d’hypoglycémie tant au
niveau neurologique et adrénergique (coma, confusion,
sueurs) qu’au niveau hémodynamique, écartant ainsi une
perturbation de la glycémie en lien avec une perfusion
inadéquate.

Apres traitement par plasmaphérese suite a 1’observation
de symptdmes oculaires (hémorragie rétinienne) associés
a la maladie de Waldenstrom, une seconde ligne de trai-
tement au rituximab (375 mg/m?) et 4 la bendamustine
(120 mg/m? aux jours 1 et 2) a été mise en place. Par la

Tableau 1. Bilan biologique d’entrée de la patiente.

suite, les niveaux de glucose plasmatiques mesurés ont été
retrouvés dans les intervalles de références. La patiente
a été suivie pendant deux ans, période durant laquelle
seules quatre mesures de glycémie ont été indétectables
(figure 1).

Les questions a considérer sont les suivantes :

— des cas de glycémies indétectables ou hypoglycémies
séveres ont-ils déja été décrits en lien avec la maladie de
Waldenstrom ou autres gammapathies ?

— ce(s) contexte(s) physiopathologiques peuvent-ils impac-
ter le dosage d’autres analytes ? Selon quels mécanismes ?
— existe-t-il des protocoles pour éliminer ou diminuer cette
interférence ?

Matériels et méthodes

Concernant 1’aspect préanalytique, bien que 1’échantillon
de sang ait été prélevé sur héparinate de lithium (selon
les recommandations fournisseurs), celui-ci a rapidement
été envoyé au laboratoire clinique avec un délai inférieur
a 30 min [2] (selon les recommandations d’usage pour le

- - dosage de la glycémie), permettant d’exclure une consom-
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Figure 1. Evolution de la glycémie de la patiente durant les deux années précédentes. Les mesures de glycémie étaient indétectables a
quatre reprises avec le dosage par hexokinase (Roche Diagnostics®).
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Tableau 2. Principales étiologies des hypoglycémies.

Fausse hypoglycémie induite par les paraprotéines

Etiologies principales

Références

Délai d’'acheminement du tube trop long [2]

Fausses hypoglycémies Préanalytiques

Pathologie avec diminution du débit capillaire

(acrocyanose, syndrome de Raynaud, syndrome

d’Eisenmenger, état de choc, pathologie

des vaisseaux périphériques) [21]

Hyperleucocytose (Polycythemia vera, leucémies)

Analytiques

Hyperviscosité

Exogénes

Traitement hypoglycémiants
(insulinothérapie, sulfamides hypoglycémiants, glinides)

Intoxication aigué alcoolique

Activité physique intense

Jeline

Véritables hypoglycémies

Insuffisance surrénalienne, hypophysaire ou thyroidienne [22]

Tumeurs sécrétant I'insuline growth factor Il (IGF-I1)

Insuffisance hépatocellulaire ou rénale

Endogénes

Défaillance polyviscérale

Insulinome et hyperplasie diffuse des cellules B

Autoimmune

niveau abaissé de la glycémie par une consommation
in vitro, en lien avec une hypercellularité de 1’échantillon
[3]. Les conditions de centrifugation étaient celles selon
les recommandations fournisseur (2 084 g pendant
10 minutes). L’analyse des courbes réactionnelles du
dosage a montré que I’absorbance du premier et du dernier
point était plus haute que les valeurs normales attendues,
expliquant le message d’erreur de I’automate et la glycémie
indosable.

Quant a la détermination de la glycémie, la méthode utili-
sée était le dosage par 1’hexokinase. Cette technique est plus
précise que la méthode de la glucose-oxydase car la réac-
tion de couplage de la glucose-6-phosphate déshydrogénase
est hautement spécifique [4]. L’hexokinase, en présence
d’ATP, convertit le glucose en glucose-6-phosphate. Le
glucose-6-phosphate et le cofacteur NADP sont convertis
en en 6-phosphogluconate et NADPH par la glucose-6-
phosphate déshydrogénase. Le NADPH a une absorbance
maximale a 340 nm, et la vitesse d’apparition du NADPH,
mesurée par spectrophotométrie, est directement propor-
tionnelle a la concentration de glucose. Les valeurs basses
de glycémie ont été déterminées en double, sur deux auto-
mates Modular®P (Kit réactif Gluco-quant Glucose/HK ;
référence 11876899, Roche Diagnostics, Mannheim, Alle-
magne) afin d’éliminer la possibilité de défaut d’aspiration
ou d’interférence avec les autres réactifs. Le coefficient de
variation (CV) de la fidélité intermédiaire pour cette analyse
est estimé a 0,050 %.
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Discussion

L’hypoglycémie est définie comme une concentration de
glucose sanguin inférieure a 3,9 mmol/L (ou 0,7 g/L) [5].
Une véritable hypoglycémie constitue une urgence biolo-
gique et clinique, qui peut mettre la vie en danger et doit
étre rapidement diagnostiquée et traitée pour limiter les
conséquences a court terme (coma, convulsions) et a plus
longs termes (effets secondaires neurologiques), pouvant
entrainer des séquelles importantes.

Pour les formes légeres et modérées d’hypoglycémie
(la personne peut se traiter elle-méme), le traitement de
I’adulte se base sur la prise orale de 15 g de glucose a renou-
veler si la glycémie reste inférieure a 0,72 g/L. 15 minutes
apres I’ingestion. Pour les formes graves (la personne ne
peut plus se traiter elle-mé&me), la dose requise est de 20 g
per os, arenouveler si la glycémie reste inférieure 2 0,72 g/LL
15 minutes apres I’ingestion. Dans le cas d’une personne
inconsciente, le traitement sera soit 10 a 25 g de glucose
administré en intraveineux, soit 1 mg de glucagon adminis-
tré par voie sous-cutanée ou intramusculaire (si le patient
ne dispose pas de voie intraveineuse [6]).

Les principales étiologies des hypoglycémies sont résu-
mées dans le tableau 2. 11 est important pour le clinicien
et le biologiste de faire la distinction entre une véritable
hypoglycémie (survenant in vivo) et une fausse hypoglycé-
mie (due a des problemes pré-analytiques ou analytiques)
afin d’éviter des supplémentations en glucose inutiles.

441




Biologie au quotidien

Parmi les véritables hypoglycémies, il est important
d’en identifier 1’étiologie. Chez le patient diabétique par
exemple, on envisagera en premier lieu une hypoglycémie
due a un traitement hypoglycémiant (insuline, sulfamides,
glinides...) ou un repas non pris. Une hypoglycémie
par inhibition de la néoglucogenese peut également
étre possible en cas d’insuffisance hépatique aigué ou
d’insuffisance rénale aigué.

Parmi les causes de fausses hypoglycémies, on retrouve une
durée d’acheminement trop longue de I’échantillon entre le
lit du patient et le laboratoire. L hypoglycémie est alors
due a une consommation du glucose par les cellules san-
guines (leucocytes et érythrocytes [3]). L hyperleucocytose
majeure peut également induire une diminution de glucose
par consommation in vitro apres le prélevement. Ce phé-
nomene est indépendant du type de leucocytes. Les recom-
mandations fournisseurs sont de centrifuger le tube dans
les 30 minutes apres le prélevement ou & défaut de prélever
le patient sur tube de fluorure de sodium (NaF) (inhibiteur
de la glycolyse [2]). Bien que le NaF soit I’agent recom-
mandé pour inhiber la glycolyse dans le tube de sang, une
acidification par citrate est reportée &tre plus efficace [7].
Des cas de pseudo-hypoglycémies peuvent également étre
observés lorsque la glycémie est mesurée sur des échan-
tillons capillaires. Les patients concernés ont un contexte
clinique particulier : situation de choc ou souffrant de patho-
logies séveres des vaisseaux périphériques [8] (syndrome
de Raynaud, acrocyanose, syndrome d’Eisenmenger),
parfois associées a des cryoglobulinémies. Dans ces condi-
tions, les faibles glycémies sont expliquées par une
augmentation du taux d’extraction de glucose par les tis-
sus en réponse au faible flux capillaire et temps de transit
du glucose allongé [9].

Au niveau analytique, les paraprotéines et particuliere-
ment les IgM (poids moléculaire = 900 kDa) peuvent
interférer avec la mesure du glucose [10]. Quatre cas ont
déja été reportés (tableau 2) et pour trois d’entre eux,
la méthode par hexokinase de Roche Diagnostics® était
impliquée. Cette interférence serait due a I’activité anti-
corps de la paraprotéine contre un antigéne impliqué dans la
réaction de I’hexokinase [11]. L’immunoglobuline mono-
clonale systématiquement détectée était de type M. Sur les
mémes échantillons, d’autres parametres étaient affectés
par 'interférence des paraprotéines telles que la CRP [12]
ou la y-glutamyl transpeptidase [13].

Dans notre cas, le test de ’eau de Sia [14] était néces-
saire pour déterminer la présence d’IgM dans le sérum
de la patiente. Le principe de ce test est d’ajouter de
I’eau distillée au sérum afin de diminuer la force ionique
du sérum, ce qui provoque une précipitation des euglo-
bines et des macroglobulines [15]. La lecture de ce test
est réalisée entre cing et dix minutes apreés I’ajout d’eau
distillée [16]. La turbidité observée indiquait une positivité
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du test ainsi que la présence d’une protéine monoclonale.
La précipitation des protéines dépend du pH du tampon
de réaction, de la concentration ionique et du point iso-
électrique (pI) de la protéine. De plus, I'interférence a
eu lieu dans un échantillon de plasma hépariné. Or, il a
été montré que I’héparinate de lithium combiné au réactif
R1 de la méthode de 1I’hexokinase (Roche Diagnostics®,
Tampon Tris au pH de 7,8, contenant du Mg?*, de I’ATP
et du NADP) induit la précipitation des IgM et mene a
une augmentation substantielle de 1’absorbance [13]. Bien
que nous n’ayons pas fait d’investigations supplémentaires
(mesure de la glycémie sur un tube de sérum par exemple),
nous pouvons faire I’hypothese que 1’association hépari-
nate de lithium et réactif R1 a pu favoriser la précipitation
des protéines.

D’autres parametres pourraient &tre affectés par cette
interférence en lien avec la précipitation des protéines
(tableau 3) [11]. La pseudohyperphosphorémie a été
reportée depuis longtemps, mais seuls de rares cas de pseu-
dohypophosphorémie ont été décrits [12]. Dans notre cas,
la phosphorémie était a 1,31 mmol/L avec des courbes de
réaction normales.

La bilirubine totale est également sensible aux inter-
férences par les paraprotéines. En effet, les résultats
peuvent étre faussement augmentés et 1’analyse des courbes
temps/absorbance montre une augmentation d’absorbance
liée a la précipitation des protéines. Dans notre cas, la bili-
rubine totale était normale, ce qui suggere qu’il n’y avait
pas d’interférence dans le dosage, ou que I’interférence en
question a normalisé le résultat.

Des faibles taux de cholestérol HDL ont été reportés avec la
méthode Roche (Roche HDL-C plus) sur I’automate Hita-
chi 917 [17]. La CRP et d’autres parametres mesurés par
turbimétrie (transferrine, ferritine) peuvent également étre
faussement bas avec de hautes valeurs d’absorbance au
point initial [18].

Ces interférences disparaissent généralement avec une
simple incubation a 37 °C. Chez les patients atteints de gam-
mapathies monoclonales sans interférences notables sur les
dosages biologiques, la protidémie et la concentration en
chlorure de sodium (NaCl) peuvent aussi €tre impliquées
dans le rendu de résultats erronés [19]. L’hyperprotidémie
favoriserait la précipitation des paraprotéines par modifica-
tion du point isoélectrique, responsable des interférences
analytiques. De méme, I’augmentation de la concentra-
tion en NaCl provoque également une augmentation de
précipitation des immunoglobulines. L hyperviscosité de
I’échantillon ou la formation de fibrine dans le plasma
pourraient également induire une aspiration erronée sur des
automates et devraient étre considérées en premier lieu [11].
Dans ces situations, la principale difficulté est d’identifier
le faux résultat et d’éliminer 1’interférence (tableau 4).
La premiere étape est de s’assurer de la constance du
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Tableau 3. Interférences des paraprotéines sur la mesure du glucose du cas présenté et reportées dans la littérature.

Sexe Age Glycémie Méthode de dosage Isotype de la Références
en g/L de glycémie paraprotéine
0,2 Hexokinase
F 72 0,8 Glucose Oxydase (Glucose IgM (6]
Analyser, Beckman®)
0,0 Hexokinase (Roche
Diagnostics®)
NC NC 1,46 Glucose Oxydase (Vitros 950, IgM [13]
Ortho Clinical Diagnostics®)
1,37 Glucose Oxydase (Rapidlab 865,
Bayer Diagnostics®)
0,18 Hexokinase (Roche
Diagnostics®)
NC NC 1,1 Glucose Oxydase (Vitros 950, IgM [4]
Ortho Clinical Diagnostics®)
0,97 Glucose Oxydase (Rapidlab 865,
Bayer Diagnostics®)
0,58 et 0,37 Hexokinase (Roche
Diagnostics®)
M 61 IgM
1,47 et 1,38 Glucose Déshydrogénase (Accu 9 [23]
Check, Roche Diagnostics®)
< 0,02 Hexokinase (Roche
Diagnostics®)
0,95 Glucose Oxydase (ABL700,
M 58 Radiometer®) IgM (15]
0,94 Glucose Déshydrogénase (Accu
Check, Roche Diagnostics®)
0,93 Hexokinase (Siemens®)
Tableau 4. Dosages pouvant étre perturbés par la présence d’IgM.
Dosages Méthode Fabricant Variation Pathologie Références
perturbés de dosage impliquée
Bilirubine Endpoint Roche Diagnostics, Augmenté Myélome multiple [24]
chomogenic assay Indianapolis, Ind Maladie de Waldenstrém
Phosphate Liquid colorimetric Bayer, Pittsburgh, Augmenté (+++) Elévation des IgM, [11]
assay PA Diminué IgA, ou IgG
Myélome multiple
HDL- Test colorimétrique Roche Diagnostics, Diminué Elévation [17]
cholestérol Indianapolis, Ind des IgM kappa
GGT Test colorimétrique Roche Diagnostics, Augmenté Maladie [13]
(méthode Szasz) Indianapolis, Ind de Waldenstrom
CRP Néphélémétrie Behringwerke AG Augmenté Myélome [25]
a IgM kappa
Glucose Hexokinase Roche Diagnostics, Diminué Maladie [13]
Indianapolis, Ind de Waldenstrom
Calcémie Dye binding method Beckman-Coulter Augmenté Maladie [26]
de Waldenstrém

résultat sur une série de dilutions. Dans la plupart des cas, la
source d’interférence étant diluée, la fausse hypoglycémie
disparait.

La seconde étape est de réaliser le test a I’eau de Sia,
et dans le cas de la mise en évidence d’un résultat posi-
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tif, une interférence par des paraprotéines est hautement
suggérée.
De plus, en cas de suspicion d’interaction de 1’héparinate
de lithium avec le(s) réactif(s), il peut €tre utile de doser
sur sérum.
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Eléments importants

e L’hyperleucocytose, un temps d’acheminement
allongé, ou de hauts niveaux de paraprotéines peuvent
mener a des pseudohypoglycémies.

e D’autres parametres tels que le cholestérol HDL ou
les niveaux de phosphates inorganiques sont concernés
par les interférences des paraprotéines médiées par les
gammaglobulines.

e Une mesure sur différentes matrices comme le sérum
ou I'utilisation de chimie ‘seche’ peuvent éliminer ces
interférences.

e Lacommunication entre I’unité de soin et le laboratoire
est essentielle en cas de résultats incohérents.

D’autres méthodes, telles que la chimie ‘seéche’ ou les
automates au lit du patient, peuvent étre proposées pour
la détermination de la glycémie. En effet, la technologie
de couche ‘seche’ des automates de chimie seche prévient
la précipitation sur la couche réactive et I’interférence dans
les réactions chimiques [20]. Enfin, I’élimination de la para-
protéine par ultrafiltration ou précipitation (par exemple a
I’acide trichloroacétique) est recommandée pour éviter ce
type d’interférence [19]. Cependant cette approche est plus
coliteuse et manque de précision.

Conclusion

Les interférences des paraprotéines, particulierement par
les gammaglobulines, sont rares mais surviennent de fagon
imprévisible, rendant leur dépistage délicat. Ces risques
sont a prendre en compte, en particulier dans certains
contextes pathologiques, notamment les gammapathies. Il
est important de ne pas les sous-estimer car elles affectent
des parametres vitaux comme le dosage du glucose avec des
conséquences potentiellement dramatiques. Ces situations
nécessitent la mise en ceuvre de traitements appropriés,
a mettre en place dans un contexte d’urgence. De plus,
le r6le du biologiste est essentiel pour signaler aux clini-
ciens I’existence de ce phénomene, illustrant I’'importance
de I’interaction clinico-biologique entre les unités de soins
et le laboratoire.
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