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Abstract

La quantification de la carboxyhémoglobine (HbCO) est régulièrement effectuée

lorsqu’une intoxication au monoxyde de carbone est soupçonnée, ainsi que dans les

cas de morts inexpliquées. Cependant, certains auteurs ont soulevé la probléma-

tique de la fausse élévation de la HbCO mesurée chez les enfants (0 à 12 mois),

due à la présence d’hémoglobine foetale (HbF). Le but de cette étude est d’évaluer

l’impact de l’hémoglobine foetale sur la quantification de la carboxyhémoglobine

par spectrophotométrie. L’interférence de l’HbF dans la quantification de la HbCO

chez les enfants âgés de 0 à 12 mois a été évaluée en utilisant 16 échantillons de

sang ante-mortem et 19 échantillons de sang post-mortem. Le pourcentage de HbCO

(%HbCO) a été quantifié par spectrophotométrie en calculant le ratio d’absorbance

560 nm/530 nm, en utilisant un spectrophotomètre à double faisceau. La moyenne

des mesures de HbCO chez les enfants de 3 mois et moins était de 17%, ce qui est

anormalement élevé. Aucune différence significative dans la mesure de la HbCO n’a

été déterminée entre les échantillons ante-mortem et post-mortem.

MOTS CLÉS:
Toxicologie judiciaire; carboxyhémoglobine; hémoglobine foetale; spectrophotométrie; enfants; faux

positifs

1 INTRODUCTION

Le monoxyde de carbone (CO) est un gaz produit par la combustion incomplète de matières organiques telles que le bois ou

le carburant. Lorsque inhalé, le CO se lie avec l’hémoglobine (Hb) pour former la carboxyhémoglobine (HbCO). L’affinité de

l’hémoglobine pour le CO est 250 fois supérieure à celle de l’oxygène (O2); ainsi, à de hauts niveaux de CO, l’hémoglobine

ne peut plus accomplir son rôle de transport de l’oxygène1. Bien que les mécanismes ne soient pas entièrement compris, la

myoglobine, les cytochromes et les médiateurs chimiques sont aussi soupçonnés de jouer un rôle dans la toxicité du CO2.

Des niveaux de HbCO allant jusqu’à 10% chez les fumeurs sont considérés normaux, alors que des niveaux entre 20 et 50%

sont toxiques et des niveaux au-dessus de 50% sont létaux3. L’intoxication au monoxyde de carbone est typiquement observée

dans des cas de feux résidentiels ou commerciaux, d’accidents industriels, de systèmes de chauffage défectueux (à l’huile, au

propane, foyers) et de suicides par l’inhalation des gaz sortant du tuyau d’échappement de voiture. La HbCO peut être quantifiée

dans le sang par chromatographie gazeuse, à l’aide d’une électrode à oxygène ou en obtenant un spectre d’absorbance grâce

à un spectrophotomètre4 ou à l’aide d’un CO-oxymètre5. La mesure par spectrophotométrie est populaire car il s’agit d’une

méthode simple, précise, rapide et accessible6. Cependant, certains articles soulignent que la mesure spectrophotométrique de la

HbCO peut être sujette aux interférences causées par l’hémoglobine foetale (HbF)7,8. L’hémoglobine foetale est structurellement
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similaire à l’hémoglobine adulte (HbA) mais peut se lier à l’oxygène avec une meilleure affinité2. À la naissance, l’HbF constitue

environ 75% de l’hémoglobine totale, une proportion qui décroît drastiquement dans les 4 premiers mois et atteint un niveau

près de zéro dans le sang adulte9. Le spectre d’absorbance de l’hémoglobine foetale est très similaire à celui de l’hémoglobine

adulte, mais l’effet hypsochrome de la courbe de dissociation de l’oxygène dans l’HbF modifie le coefficient d’absorption10,11.

Ces petites diffèrences sont probablement la cause des inexactitudes rapportées dans la quantification spectrophotométrique de la

HbCO chez les enfants12. Les résultats des études sur ce sujet sont contradictoires. Vreman et al.7 et Mehrotra et al. 8 rapportent

que la mesure spectrophotométrique de la HbCO est faussement élevée par la prèsence de l’HbF, créant des faux positifs aussi

élevés que 8% avec le CO-oxymètre. Zwart et al. 13 et Variend et al. 14 rapportent que dans la méthode proposée par Katsumata

et al. 4, la réduction du sang avec le dithionite de sodium élimine l’interférence de l’HbF, et donc devrait éliminer le biais positif

lors de l’utilisation du spectrophotomètre. Dans l’article présent, en utilisant la méthode de Katsumata et al. 4, l’impact de l’âge

du nouveau-né sur la détermination de la HbCO est étudié dans 35 cas d’enfants âgés de moins d’un an. Les mesures sur les

échantillons de sang ante-mortem et post-mortem sont comparés. Les effets de l’augmentation de la concentration du dithionite

de sodium ainsi que de l’augmentation de la durée d’incubation sont aussi examinés.

2 MÉTHODES

2.1 Matériaux
Le carbonate de sodium (certifié ACS, 100.0%) et l’hydroxyde de sodium (certifié ACS, 99.0%) ont été obtenus auprès de Fisher

Scientific (Fair Lawn, NJ, USA). Le dithionite de sodium (grade technique, 85%) a été acheté auprès de Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA). Les étalons de HbCO ont été obtenus chez Instrumentation Laboratory (Bedford, MA, USA). Un spectrophotomètre

de Perkin Elmer UV/Vis Lambda 35 a été utilisé pour effectuer les mesures. Minitab 17 (Minitab Inc., State College, PA, USA)

et Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) ont été utilisés pour effectuer l’analyse statistique et pour générer les graphiques.

2.2 Échantillonage du sang ante-mortem et post-mortem
Tous les échantillons provenaient d’enfants âgés de moins d’un an. Les échantillons de sang veineux ante-mortem (𝑛 = 16)

provenaient des surplus de tests sanguins de routine d’un hôpital pédiatrique. Le sang a été collecté dans des tubes BD Vacutainer

(bouchon lavande) contenant de l’EDTA, qui ont été entreposés à 4 ◦C. Dans les cas post-mortem (𝑛 = 19), des échantillons

de sang cardiaque et fémoral, lorsque disponibles, ont été prélevés lors des autopsies d’enfants décédés dans des circonstances

non-reliées à la présence de monoxyde de carbone (ex. syndrome du bébé secoué, attaque de chien, sommeil partagé ou “co-

dodo”). Le sang fémoral a été prélevé à l’aide d’une seringue jetable insérée dans la veine fémorale. La veine fémorale n’était pas

pincée durant l’opération. Entre 1 et 10 mL de sang fémoral a été collecté, soit un volume moyen de 2 mL. Les échantillons ont

été entreposés à 4 ◦C dans des tubes BD Vacutainer (bouchon gris) contenant 100 mg de fluorure de sodium et 20 mg d’oxalate

de potassium. Le sang cardiaque consistait en un mélange du sang provenant des ventricules gauche et droit après la section de

l’aorte. Entre 2 et 50 mL de sang cardiaque a été prélevé, soit un volume moyen de 5 mL. Les échantillons ont été entreposés

à 4 ◦C dans des contenants en propylène Starplex Leakbuster sans préservatif. Étant donné le court intervalle de temps entre le

prélèvement de l’échantillon et l’analyse (0 à 72 heures), un problème au niveau de la stabilité était improbable.

2.3 Quantification spectrophotométrique
La méthode de quantification de la HbCO a été basée sur le travail de Katsumata et al. 4,15. En bref, 50 𝜇L de sang a été dilué dans

5 mL de carbonate de sodium (1 mg/mL) et agité par vortex. Ensuite, 20 mg de dithionite de sodium et 500 𝜇L d’hydroxyde de

sodium 1 N ont été ajoutés à la solution, en agitant après chaque ajout. L’échantillon était laissé au repos environ 1 minute entre

l’addition du dithionite de sodium et celle du NaOH. Une aliquote de cette solution a par la suite été transférée dansune cuvette

jetable de plastique ayant une largeur interne de 1 cm. Le spectre d’absorbance entre 500 nm et 650 nm a été obtenu avec un

spectrophotomètre à double faisceau, en utilisant le carbonate de sodium en tant qu’échantillon de référence. Les maximums

d’absorbance mesurés autour de 530 nm et 560 nm ont été utilisés pour quantifier la HbCO en utilisant l’Équation 1.

HbCO (%) = (2.21 − 𝐴560∕𝐴530) × 79 (1)
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Les constantes de l’Équation 1 ont été obtenues de façon empirique en utilisant des étalons de 5%, 20% et 50% de HbCO.

Cette méthode a été validée en respectant les critères d’ISO 17025 et CAN-P-1578 (lignes directrices canadiennes régissant

l’accréditation des laboratoires judiciaires).

Le dithionite de sodium devrait convertir toutes les formes d’hémoglobine (ex. hémoglobine, méthémoglobine, oxyhé-

moglobine) en hémoglobine réduite (HHb) à l’exception de la carboxyhémoglobine, créant un système uniforme de HbCO et

d’HHb. L’addition d’hydroxyde de sodium réduit grandement la turbidité de l’échantillon et permet une meilleure séparation

spectrophotométrique des pics d’absorbance de l’hémoglobine réduite et de la carboxyhémoglobine. Les spectres combinés des

deux composantes montrent 2 pics distincts à 530 nm et 560 nm. Le ratio d’absorbance de ces deux pics change de façon linéaire

avec la concentration de la HbCO dans le sang.

2.4 Évaluation de l’impact du dithionite de sodium
L’impact du dithionite de sodium sur la réduction des différentes formes d’hémoglobine a été évalué en variant la masse de

dithionite ajoutée et le temps d’incubation après ajout. Cinq échantillons d’enfants avec un haut %HbCO ont été analysés selon

la méthode décrite ci-dessus, à l’exception de la masse de dithionite de sodium qui a été triplée (60 mg) et du temps d’incubation

qui a été allongé à 5 et 30 minutes après addition et agitation.

3 RÉSULTATS

3.1 Quantification de la HbCO chez les enfants
Un spectre d’absorbance typique est présenté dans la Figure 1 . Les résultats mesurés pour les enfants étudiés sont présentés

dans le Tableau 1 . Dans les échantillons ante-mortem et post-mortem, les niveaux observés de la HbCO chez les enfants âgés

de moins de 3 mois (𝑛 = 30) varient entre 4.3% et 26.9%, alors qu’ils sont en-dessous de 5% chez les enfants âgés de 4 à 11

mois (𝑛 = 5).

FIGURE 1 Spectre d’absorbance d’un échantillon de sang. (1) Pic d’absorbance de la HbCO à 530 nm. (2) Pic d’absorbance

de l’HHb à 560 nm.

La Figure 2 montre que la HbCO observée décroît en fonction de l’âge à la fois dans le sang ante-mortem et le sang post-

mortem. Cette tendance est bien corrélée avec la diminution attendue de la concentration d’hémoglobine foetale dans le sang9.



4 L. VAILLANCOURT ET AL

TABLE 1 Mesures de la HbCO (%) chez les enfants.

Sur la Figure 2 , on trouve également l’intervalle de prédiction à un niveau de confiance de 95%, ce qui représente l’intervalle

dans lequel il est probable qu’une nouvelle mesure se retrouve. Cette figure démontre qu’à un âge de 2 semaines, une valeur de

la HbCO entre 14% et 34% sera probablement mesurée, alors que cet intervalle tombe entre 0% et 21% à un âge de 3 mois.

3.2 Impact du dithionite de sodium
Les résultats des tests effectués avec le dithionite de sodium sont présentés dans le Tableau 2 pour les 5 cas étudiés. La com-

paraison entre les conditions de référence et les conditions modifiées où la masse de dithionite de sodium est triplée et le temps
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FIGURE 2 %HbCO quantifié chez les enfants âgés de 0 à 11 mois. L’intervalle de prédiction à un niveau de confiance de 95%

est présenté pour la régression de 0 à 3 mois.

d’incubation augmenté à 5 minutes et 30 minutes ne montre aucun changement significatif de la mesure du %HbCO (𝑝 = 0.447
et 0.101 respectivement). Puisque plusieurs auteurs rapportent que le dithionite de sodium réduit l’HbF en HHb, l’effet attendu

de l’augmentation de la masse de dithionite de sodium utilisée et du temps d’incubation était l’élimination de l’interférence de

l’HbF. Cela se traduirait par une diminution des niveaux apparents de la HbCO. Cependant, dans la majorité des cas, une aug-

mentation du %HbCO a été observée. Cela démontre que le dithionite de sodium n’élimine pas l’interférence de l’hémoglobine

foetale via sa réduction.

TABLE 2 Comparaison de la HbCO (%) entre les conditions de référence et les nouvelles conditions de réduction du sang dans

5 cas.

3.3 Comparison entre les cas ante-mortem et post-mortem
La pente de la régression linéaire a été obtenue par la méthode des moindres carrés en utilisant les valeurs de %HbCO en

fonction de l’âge dans les cas ante-mortem et post-mortem. Aucune différence significative entre les pentes des cas ante-mortem

(𝑚 = −3.54) et post-mortem (𝑚 = −4.84) à un niveau de confiance de 95% n’a été mise en évidence. De plus, la comparaison

de l’ordonnée à l’origine des cas ante-mortem (𝑏 = 22.0) et post-mortem (𝑏 = 23.7) ne montre pas de différence significative à

un niveau de confiance de 95% (𝑝 = 0.46). En conjonction avec l’absence de différence significative entre les deux pentes, cela

démontre que les cas ante-mortem et post-mortem souffrent d’interférences similaires dues à la présence d’hémoglobine foetale.
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3.4 Comparison entre le sang cardiaque et le sang fémoral
Un test de Student (test-t) apparié a été utilisé pour comparer les mesures de %HbCO des échantillons de sang cardiaque et

fémoral. Les résultats démontrent qu’il y a une différence significative (𝑝 = 0.042) entre les concentrations de HbCO à un niveau

de confiance de 95%. Cependant, le faible nombre de cas (𝑛 = 9) pour lesquels le sang cardiaque et le sang fémoral étaient

disponibles, ainsi que la proximité de la valeur-p et du seuil de signification (0.05), devraient être gardés à l’esprit et tempérer le

poids de ce résultat. Des tests plus approfondis sur un échantillonnage plus large seraient nécessaires pour confirmer avec plus

de certitude une différence significative entre ces deux types de sang.

4 DISCUSSION

4.1 Quantification de la HbCO chez les enfants
Les niveaux normaux de HbCO se situent sous 1.5% chez les non-fumeurs et montent jusqu’à 15% chez les fumeurs de

cigarette16. Le fait que la HbCO mesurée chez les enfants de moins de 3 mois était aussi haute que 25% dans cette étude

suggère fortement que les résultats sont biaisés vers des valeurs élevées en raison de la présence de l’HbF. Cette étude s’est

concentrée sur les nourrissons âgés de moins de 4 mois, lorsque la proportion d’hémoglobine foetale est la plus importante9.

Seulement 4 échantillons d’enfants âgés de 4 mois à 1 an ont été analysés. Par conséquent, nous ne possédons pas suffisamment

de preuves expérimentales pour tirer des conclusions définitives sur la mesure de la HbCO dans cet intervalle d’âge. Par contre,

une transition rapide de l’HbF vers l’HbA se déroule après 4 mois. Dans les résultats présentés ici, cette transition se traduit

par une diminution rapide de la concentration apparente de la HbCO à mesure que l’âge du nouveau-né augmente. Donc,

l’interférence de l’HbF dans les mesures de la HbCO chez les enfants de plus de 4 mois est improbable. Il est possible de

prédire l’intervalle dans lequel une nouvelle mesure de la HbCO dans le sang des nouveau-nés de 0 à 4 mois se trouvera, tel

qu’illustré par l’intervalle de prédiction de la Figure 2 . La mesure d’échantillons additionnels aiderait à raffiner ces limites et

améliorer l’interprétation des résultats de la HbCO chez les enfants.

Ces résultats n’excluent pas l’existence d’autres facteurs exogènes qui pourraient augmenter les niveaux de la HbCO. L’HbF

a une affinité avec le CO supérieure à celle de l’hémoglobine adulte (2.5 à 3 fois supérieure)17. Si les enfants étaient exposés

à un environnement de fumeurs avant leur mort ou leur hospitalisation, il est possible que leur niveau de HbCO soit plus élevé

que la normale. Cependant, la demi-vie de la carboxyhémoglobine est d’environ 7 heures dans le sang foetal17,18. Puisque les

échantillons ante-mortem provenaient d’enfants hospitalisés dans un environnement sans fumée, l’exposition à la HbCO comme

facteur exogène est donc exclue pour ces sangs. Puisque les résultats des cas post-mortem ne présentent aucune différence

significative avec ceux des cas ante-mortem, nous pouvons inférer que les cas post-mortem ne souffrent pas non plus d’une

élévation des niveaux de HbCO due à l’environnement.

4.2 Impact du dithionite de sodium
Le dithionite de sodium est utilisé pour convertir toutes les formes d’hémoglobine en hémoglobine réduite, à l’exception de

la carboxyhémoglobine. Variend et al. 14 ont rapporté que la réduction du sang par le dithionite de sodium devrait éliminer

l’interférence causée par l’HbF, et par le fait même éliminer les faux positifs. Cependant, nos résultats ont démontré que l’addition

de dithionite de sodium n’élimine pas l’interférence de l’HbF. Afin de vérifier que cela n’était pas dû à une cinétique lente de

la réaction, la quantité de dithionite a été triplée (60 mg pour 50 𝜇L de sang) et le temps d’incubation a été augmenté à 5 et

30 minutes. Les résultats n’ont pas changé après ces modifications. Il n’existe aucune différence entre le protocole de Variend et

al. et celui utilisé ici pouvant expliquer ces résultats discordants. La principale différence est l’utilisation de longueurs d’ondes

alternatives par certains auteurs (534 nm et 579 nm au lieu de 530 nm et 560 nm). Cependant, cette différence est attribuable à

l’absence de base forte (NaOH 1 N) dans la préparation, qui déplace le spectre et les pics d’absorbance15. La seule conclusion

est que le dithionite de sodium ne permet pas une réduction complète de l’hémoglobine foetale et n’élimine pas son interférence.

4.3 Comparison entre les cas ante-mortem et post-mortem
Aucune différence significative entre les mesures des cas ante-mortem et post-mortem n’a été démontrée. Par conséquent, les

études futures à propos de la HbCO chez les nourrissons pourraient être conduites sur des échantillons ante-mortem, qui sont plus
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facilement accessibles que les spécimens post-mortem. Cela permettrait un échantillonnage plus large et une analyse statistique

plus complète.

4.4 Comparison entre le sang cardiaque et le sang fémoral
Aucune conclusion significative n’a pu être tirée en ce qui concerne la différence entre les mesures des prélèvements de sang

cardiaque et fémoral chez les enfants. Des tests additionnels devraient être effectués sur un échantillonnage plus grand afin

de déterminer si seul le sang cardiaque pourrait être utilisé pour quantifier la HbCO. Cette information serait particulièrement

importante dans les cas de nourrissons, où le volume de sang fémoral disponible est souvent faible (2 mL en moyenne). Le sang

fémoral pourrait alors être réservé pour la quantification d’analytes plus sujets au phénomène de redistribution post-mortem.

5 CONCLUSION

La fausse élévation chez les enfants de la carboxyhémoglobine déterminée par spectrophotométrie constitue un phénomène

important pour les toxicologues judiciaires, les coroners, les pathologistes et les professionnels de la santé. Une bonne connais-

sance de cette interférence peut aider à déterminer la cause de décès, ou l’utilisation d’un traitement adéquat pour une intoxication

au monoxyde de carbone. En raison des faux positifs, les résultats de la HbCO chez les enfants âgés de moins de 4 mois doivent

être interprétés avec circonspection. Nous avons démontré que des valeurs de la HbCO entre 14% et 34% peuvent être obtenues

chez les nouveau-nés de 2 semaines d’âge, alors que cet intervalle diminue de 0% à 21% à un âge de 3 mois. Une confirma-

tion par une seconde méthode (ex. chromatographie gazeuse) est fortement suggérée pour des mesures plus exactes. Une autre

option serait l’utilisation d’une courbe de calibration spécifique aux nourrissons avec la méthode spectrophotométrique actuelle.

Cependant, en raison du changement rapide des niveaux d’HbF chez les enfants, il s’agit d’une technique difficile à mettre en

application. Idéalement, la méthode spectrophotométrique devrait être modifiée pour être résistante à l’interférence causée par

la présence d’hémoglobine foetale.
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