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Survie du globule rouge

Physiologie
 Circulation periphérique pendant 120 jours

» Passe 14 000 fois dans la rate
Cordons spléniques aux sinus spléniques

Central artery
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Déficit en Pyruvate Kinase

Tres rare Hémogramme
Environ 1 cas pour 20 000 habitants Tendance macrocytaire
Hyper-réticulocytose franche

Anéemie hemolytigue chronique congénitale Frottis sanguin
Début néonatal le plus souvent Sans particularités

Clinique
Ictere, Splenomeégalie, Lithiases
Surcharge en fer

Déficit en ATP

Anomalie pompes membranaires
N Fluidité de la membrane

Prise en charge
Speciafoldine, Vaccinations {

Splenectomie ,

Activateurs de la PK

Recessif



Deéeficit en G6PD

Tres fréquent
>400 millions d’individus dans le monde
Moyen-Orient, Afrique, Asie...

Transmission liée a I’X

Filles

XX

Filles

XX

Gargons

XY

100% GR G6PD-

50% GR G6PD-
50% GR G6PD+

100% GR G6PD-

Activité NN\ Activité +/-\J Activité NN\

Qe +0
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Deéeficit en G6PD

Ictere néonatal
Acces d’hémolyse aigue apres exposition a un facteur déclenchant

Glucose-6-Phosphate \ H,O,
Glutathion
G6PD peroxydase
6-Phospho-Gluconate \ H,0O

Etat basal : HEmogramme normal

NADP

Glutathion
reductase

NADPH

Anémie hémolytique chronique rarissime
= Doit faire exclure les autres causes d’hémolyses chroniques
= Indication a une etude moléculaire du gene G6PD




Les facteurs déclenchants BIOMED- /2025
Aliments Autres
- Feves - Infection

- Boissons contenant de la Quinine
- Ne pas dépasser 1 g/] de Vitamines C

- Acidocétose diabétigue

- EXxposition au henné

Médicaments

- Primaqguine an:}' II - Poppers Deériveés nitrés
- Nitrofurantoine ies praats de st

- Sulfamides - Boules anti-mites Naphtalene
- Bactrim

- Dapsone / Disulone
- Rasburicase
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Acces d’hemolyse aigue G6PD-

Anéemie aigue
Profondeur variable
Normocytaire / Tendance macrocytaire
Hyper-réticulocytose

Frottis sanguin Reticulocytes
Le plus souvent sans particularités Bleu de creésy!|
Rarement  Hemighosts Corps de Heinz

Signes d’hémolyse intravasculaire

LDH ~
Haptoglobine v N \
Insuffisance rénale aigue

Hématie partiellement vidée de son contenu : zone « fantdme »
Membrane irréguliere / stress oxydatif

Asthénie / Ictere
Hémoglobinurie
Urines « Porto » / « Coca-cola »
Douleurs abdominales/lombaires atypigues

Spécifique d’un acces d’hémolyse chez un patient avec un déficit en G6PD
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Consells aux patients G6PD-

Liste de medicaments contre-indiqués
Auto-medication déconseillée
Paracétamol, Aspirine autorises en respectant les posologies

Connaitre les regles hygiéno-diététiques
Fruits et jus de fruits autorises

Savoir reconnaitre les signes d’'une hemolyse aigue

Vaccinations a jour

Carte de soins et d’urgence En o
curreocence (3
Déficit an Glucose-6-Phosphate Déshydroganase (GEPD)

Nom de nassancs .
Nom d'esage :
Late de NIssanos ©

Frasam
HAma o P e s S e m s s (rw ey st e e
M ottt b & ey s melsrenar s St aes s o
NEATATEST " o J¥mniie

B s swn | ady SO0
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Activités enzymatiques par Spectrophotomeétrie Quelques jours

Etude moléculaire du gene G6PD / PK-LR _~) Quelques mois

Recherche de déficit en G6PD par CMF Quelques jours

. % & 8 &8 B

Point-Of-Care G6PD - < Quelgues minutes
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Résultats gualitatifs Résultats guantitatifs
Binaxnow G6PD Carestart G6PD SD Biosensor
Meta-analyse
{ N >2000 patients
> » il @%j
K Se >95%
Sp >90%
Se = 55% Se = 68% Camilo Martinez et al. 2024
Sp = 100% Sp = 100% Malaria Journal
Osorio et al. 2015 Kim et al. 2011 Plos One

Am. J. Trop. Med. Hyqg. _
Carestart Blosensor

Fluorescence Spot Test

Comparison for G6PD
16.0 cut-off: <60%
= 14.0
12.0

10.0

GH

S~
v

(UNIT
00
o

6.0 F
4.0
2.0
0.0

<60%

BIOSENSOR G6PD ACTIVITY

y = 0.9748x
R=0.943

00 20 40 6.0 80 10.0 12. 0
TRINITY G6PD ACTIVITY (UNITS/G Hb)
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Activites enzymatiques par Spectrophotomeétrie

A distance de toute transfusion .
. . N Acide
Apport de GR normaux risque de masquer un déficit ‘f\\}\\\ ACD  cCitrate - EDTA
W 0 N 0
S\ Dextrose N -
\% 4°C 4°C

A partir d’un culot de Globules Rouges

Lavages / Centrifugation

Reésines de cellulose i
Abga ! NADP+ Substrats en exces AA =&l C

T° et pH fixes

NADP 7\
T \ NADPH
SR |
b 3 g%{/
NADPH § \\—/////1

260 340

Longueur d ‘'onde A en nm

Glucose-6-Phosphate

G6PD

6-Phospho-Gluconate

0 1 150 m %) e

Activite en U/ g d’HD
Mesure de I’'Hb dans le culot de GR
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LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL

Activite moyenne des GR

« Jeunes » M « ages »

Activité en U/ g d’Hb )

Hyper-réticulocytose

Hypochromie / Microcytose

Résultat = Actwﬂabglobale Résultat /7 = Act|V|tibglobaIe

33% d’HDb




Interpretation des activites enzymatiques BIOMED-/2025
Exemple

UL U i) meocas [ o

- J Possible déficit XY

Réticulocytes/”7 = 180 G/L Q“‘

Sexe masculin XY : Absence de déficit 00 g :g;/"gl':g::g'

Sexe féminin XX 100% GR G6PD- ’ ® i

“‘

Normalisation via des ratios Activite N3/ Activite +/-

Permet de s’affranchir des interferences du métabolisme du GR
Réticulocytes, CCMH
Conservation / Délal




I
BIOMED-/2025

FPUUH LAVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE

Interprétation des activités enzymatiques

Comparaison a une autre enzyme

- Pyruvate Kinase Hexokinase G6PD 6PGD

- Hexokinase / 6PGD Glucose NENEEp C6P EEEEE) c°GC NS Ribulose5-Phosphate

- ASAT / LDH erythrocytaire

Masculin .
) G6PD G6PD / PK Ratio
- ® No G6PD deficiency
. i ° @ G6PD deficiency O
".In"' ’ . ® e Deficiency not excluded O
Q0 3 : ¢ g o o
S~ | .
= - °
> %
E 25 — ‘;...ﬁ { *
2 e Lo _Qed o,
. LAY, 3
® @
ﬂ 15 -
5 . . ’
Q "1_ .8 _SW Boagee . R e .
e G6PD cut-off
O ] el 0
’ o : Ratio cut-off
: ! -
0.0 ﬂ-fs 1!1: 1!5 1|ﬂ 2.5 Female Female Female Female

G6PD/Pyruvate Kinase Ratio No deficiency G6PD deficiency No deficiency =~ G6PD deficiency
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PK
Phosphoénol-pyruvate ‘ Pyruvate

[\

ADP ATP

NADH

LDH

# N Absorbance 340 nm ¥ 1

Lactate NAD

Transmission récessive

- Activité tres diminuée => Déficit en PK

- Activité limite => A controler + Confronter bilan clinico-biologique  Hémolyse chronique?
Detection possible d’héetérozygotes

Confirmation systematique par Biologie Moleculaire S

- Pas de corrélation entre 'activité PK et la sévérité \ . .
: , . . Pyruvate
- Activateurs allosteriques de la Pyruvate Kinase B f ‘ kinase l(.mpf .

Au moins 1 mutation faux-sens Mitapivat o _é;mvate 4 ‘ '

Trends in Molecular Medicine
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Méthode de référence G6PD / PK Ratio

Garcons . Diagnostic tres performant pour les G6PD- hémizygotes
Filles: Sensiblilité estimée a 80% pour le diagnostic des G6PD- héetérozygotes

=> Déficit probable, a controler sur un second prélevement

=> Possible déficit, a controler sur un second prélevement — R
=> Resultats limites ne permettant pas d’exclure un déficit, a controler No deficiency  G6PD deficiency
=> Absence de deficit apparent

Impact d’une transfusion GR GR
« jeunes » «ages »
Activite tres basse ou tres haute => Interpretable
Activité normale basse / limite  => A controler
Transfusions multiples => Ininterprétable




Alternatives BIOMED-, j2025
80 POUR LAVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE
?n-i \f\/

— Bﬂ': Xq28
= Wﬁ'“iﬂll el LI Tl 1e Jed bl Tl Rl bl B R
5 7 IIIIIIII!IINIIIIIIIIII
5 40- ¢
] § o N >200 variants décrits
;
g 3II]I-E o o ) ATG t“ ‘. :
© 20- é * o o 8 x i :l ll"llll"lll‘ll ||I i | Ii abuih i B AR hali
- o3 e o " Diskirs: I ‘2‘3 8 9 10 1 12|13
10 5 3 : * . i .y :é- 9? | lul B gbeRiliigs luljr:.nlu’n.ql’ ‘
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a“‘a@ W ¢ f:&\f'@ o :,m@ié@““i&‘p@e“iof iﬁ@‘b fb of g °<§Zo‘=° &:@ & ¢
N & N
4 ¥
. Activité G6PD . . .
Classe de variant (% Médiane) Manifestations cliniques
0 .. , . .
A <20% Anémie Hemolytique Chronique World Health
B <45% Ictére néonatal / Anémie aigue provoquée | Organization
C >60% Pas d’hémolyse
U - Signification incertaine
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G6PD par Cytometrie en Flux

Activité enzymatigue Cytomeétrie en flux
Mesure globale Analyse unicellulaire des GR

T Filles XX

' Hémolysat

50% GR G 50% GR G6PD+

/

|%G D+: 48,50%
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G6PD par CMF - Principe

Oxy-Hb

1) Oxydation de ’'Hémoglobine l + Nitrite de Sodium

Met-Hb




I
BIOMED-/2025

LA BIOLOGIE MEDICALE

G6PD par CMF - Reésultats

Statut G6PD

FPUUH LAVENIR DE

Normal Hémizygote Hétérozygote Echantillon : 100 uL de sang ACD / EDTA

o ; Analyse de cellules vivantes
] 500 - < . .
1000- | ] - Analyse a faire dans les 3 jours
400 1 _ 1 N .
; : 400- %G6PD+: 48,50% - Jusqu’a J28 apres ajout de SAGM
= - %G6PD+: 8,93% :
3 | 300 300 — g
S %G6PD+: 99.98% : ; o~ o
] : D =
100- 100 \ | ——
10° 100 108 108 100 101 10° 10° 100 101 10° 10°
Sans SAGM Avec SAGM
100 100 oo @9 — © o < .
20 -6 Sample 2no SAGM 0| oo Sample Z_with SAGM
©®—® Sample 3_no SAGM ®-® Sample 3 with SAGM
@@ Sample4_no SAGM k\‘ @®-@ Sample 4_with SAGM
60 ®—® Sample 5_no SAGM 60 |- ®-® Sample 5_with SAGM

%RBC G6PD+

20 20—M P

° [ | II’I | | | | | | | | | | | I | O_I | | | | | | | | | | | | ] ] | | | 1 ] | } | 1 ] |
eryezeenr22a AN REN SIS0 ILETS22 TN RILLE22850RILENE
S5EEEEEEE888888858¢% S6ddddd0cc SR8 E8 8558888588588 58%

%RBC G6PD+




G6PD par CMF - Littérature

Shah et al. 2012 Scientific Reports

A novel cytofluorometric assay for the o oxy

O MET

L

detection and quantitication of
glucose-6-phosphate dehydrogenase

deficiency -

Shivang S. Shah'?, Seidina A. S. Diakite®, Karim Traore®, Mahamadou Diakite?, Dominic P. Kwiatkowski?,
Kirk A. Rockett2, Thomas E. Wellems' & Rick M. Fairhurst'

1.5 20 25 3.0 35 4.0 45

| | | | |

logo(FL1)

Larue et al. 2014 Journal of tropical medicine

Bancone et al. 2017 SClentlflc Reports

The G6PD flow- cytometrlc assayis | = o v
a reliable tool for diagnosis of G6PD | - -
deficiency in women and anaemic
subjects

Germana Bancone(H%, Michasl Kalnoky?, Cindy 5. Chu®**, Mongnud Chowwiwat®, Maria
Kahn?, Benoit Malleret(®®*, PornpimonWilaisrisak®, Laurent Rénia?, Gonzalo J. Domingo® & . L 5% 0
Francois Mosten(5%3 e it 7

% bright cells
g

Peters et al. 2017 Journal of Histochemistry & Cytochemistry

H

Comparison of Quantitative and Qualitative Tests for Glucose-6-Phosphate
Dehydrogenase Deficiency

I-
.
» Ld
o le'®
3 v
-

-
5‘ -
=
e}
&

Comparison of Spectrophotometry, Chromate Inhibition,

Test positives

and Cytofluorometry Versus Gene Sequencing for =&, oo

G6PD deficient |

Detection of Heterozygously Glucose-6-Phosphate 0
Dehydrogenase-Deficient Females oo

Anna L. Peters, Martijn Veldthuis, Karin van Leeuwen, Patrick M.M. Bossuyt,
Alexander P.). Vlaar, Robin van Bruggen, Dirk de Korte ", Cornelis }J.F. Van [ corncn
Noorden,* and Rob van Zwieten e

Kapadia et al. 2021 Tropical Medicine and International Health

Nicole LaRue, Mana Kahn, Marjorie Murray, Brandon T. Leader, Pooja Bansil, Sarah McGray, Michael Kalnoky, Hao Zhang, ﬁ
Huqiang Huang, Hu Jiang, and Gonzalo J. Domingo* e
Diagnostics, PATH, Seattle, Washington; Tsuga Analvtics, Seattle, Washington; Genomics, Beijing Genome Institute-Shenzhen, Shenzhen, China i O
Kahn et al. 2015 Journal of Histochemistry & Cytochemistry
Maintaining Specimen Integrity for G6PD Screening by

Cytofluorometric Assays

Maria Kahn, Walter H. ). Ward, Nicole LaRue, Michael Kalnoky,
Sampa Pal, and Gonzalo ). Domingo

PATH, Seattle, Washington (MK, NL, MK, 5P, G]D); and Walter Ward Consultancy & Training, New Mills High Peak, United Kingdom (VWWH]W)

80

red blood cells with high G6PD activity (%)

of

oportion

Pr

Evaluation of a flow cytometric test for G6PD-deficient
erythrocytes

Alpeshlumar Bipinbhai Kapadia', Prashant Sharma', Karuna Jain', Man Updesh Singh Sachdeva',

Parveen Lata Bose', Minakshi Gupta', Alka Rani Khadwal®, Amanjit Bal’, Reena Das' and Neelam Varma'

Thedsawas et al. 2022 Annals of Hematology

Cut-off values for diagnosis of G6PD deficiency by flow cytometry| » Female (n=125) |3 s>
in Thai population ) N -
Anchalee Thedsawad' - Wanchai Wanachiwanawin' - Orathai Taka' . Chattree Hantaweepant' = 038 g
i~ 5 5
Mcape  Wewomgas  tanons
Multiplex ARMS-PCR/direct DNA sequencing
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G6PD par CMF — Experience rouennaise

514 patients entre octobre 2022 et decembre 2023
» Spectro + CMF
2 cytometres Navios EX (Beckman-Coulter)
= [Ungated] SS INT / F)S:II\jT > ey [GR] FS INT / FS PEAK [Singulets] FL1 INT
e 5 o . I Analyse de 50 000 GR minimum
e £ o) 3 %G6PD=: 99.98% Fluorescence recuelllie en FL1 (canal FITC)
0-* - G- . l Passage au cytometre dans les 30 minutes apres technique

10 10°
SSINT FS INT FL1 INT




G6PD par CMF — Experience rouennaise

e Reésultats normaux

Male

Female

Count

Count

[Singulets] FL1 INT

1000+
%G6PD+: 99.90%
500
" 10 10 10* 10
FL1 INT

UPN295

[Singulets] FL1 INT
10004
8001
6004
001
2004

10° 10' 100 10°
FL1INT

UPNOO8

Count

1000+

[Singulets] FL1 INT

- 99.71%|

-y

12? 10 11')’ 100
FL1 INT

UPN296

[Singulets] FL1 INT

10° 10 10° 10°
FL1 INT

UPNOO9

Count

[Singulets] FL1 INT

1000

6PD+: 99.41%|

10° 10 10° 10
FL1 INT

UPN297

[Singulets] FL1 INT

£G6PD+: 99.68%

veor v

109 10 108 10
FL1 INT

UPNO10

Count

(Singulets] FL1 INT

200 4
3004
2004
1004
0 o i
10° 10’ 104 10
FL1 INT
UPN298
[Singulets] FL1 INT
1000+
800
m. L
%G6PD+: 99.99%
400+
200
0 - T
100 10" 100 10°
FL1INT
UPNO11

Count

POUR LUAVENIR DE

[Singulets] FL1 INT

BIOMED-/2025
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[Singulets] FL1 INT

1000+
E
X¥G6PD: 99.98%| U |
%¥G6PD+: 99.91%
- - 0 - - lw.
10° 10 10! 10 10° 10 104 100
FL1 INT FL1 INT
UPN299 UPN300
[Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT
; s %G6PD+- 99.70%)|
%G6PD+: 97.03% | &
3
v
m-
i 0 T -y -
10° 10 100 100 10° 10° 10 10
FL1 INT FL1INT
UPNO12 UPNO13




Hémizygotes

Count

[Singulets] FL1 INT

1000 -
500
] T
10 10 i1 Ll
UPN481
[Singulets] FL1 INT
&0
00 =

%G6PD+: 10.91%

e 10 1 109

UPN504

Count

[Singulets] FL1 INT

‘%G6PD+: 1,32%

10 0* 108 0¥

UPNA482

[Singulets] FL1 INT

10 [y ¢ 13

UPN483

[Singulets] FL1 INT

%GEPD+: 11,41%

T
1F 10 pli g olig

UPN496

[Singulets] FL1 INT

“GoPD+: 22.14%

10 i (i 0t

UPN505

G6PD par CMF — Experience rouennaise

Count

[Singulets] FL1 INT

®G6PD+: 1,39%

17 10 plis 10

UPN484

[Singulets] FL1 INT

®GEPD+: 15,37%

pli g 10° 1F 100

UPN501

Contingent de 5-20% de GR G6PD+

Count

BIOMED-/2025

POUR LUAVENIR DE
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[Singulets] FL1 INT

%G6PD+: 12,51%

1II.F' g I [y

UPN495

[Singulets] FL1 INT

®GEPD+: 17,95%

ﬁF' 10° 1= i

UPN497
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G6PD par CMF — Experience rouennaise

POUR LAVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE
[GR] FL1 INT [GR] FL1 INT [GR] FL1 INT - [GR] FL1 INT [GR] FL1 INT
0. .
00 kL
300- SGepD+: 39.21% , ] . ’as:sainr 32,25%
- 0. %G&PD+: 27,09% . ‘%GEPD+: 61,81% . Y
§ : £ ;
o v E E
100 0 100
0 . . 0 " 0- .
[ig 0 i3 107 10° 100 1¢ 10 17 100 g 100 10 10 10° 1 (i3 i
FL1 INT FL1 IMT FL1 INT FL1 INT
Vd Ve
» Hétérozygotes UPN241 UPN246 UPN244 UPN242 UPN243
[GR] FL1 INT [GR] FL1 INT o [GR] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT
100
500 ]
1000 ~ 400 1 i -
400 | 4
- » g,éﬁpu...: 65,68% . 300 %G6PD+: 28,01% » 004 .
= ] 1 =
g 3" 3 : g~
300 -] - %GEPD+: 68,83%
100
Im...
1000
0 T a T = (1] : Li] i d—q
W0 10' 108 (g 10 10 10 10 10 i L o 10 0 10 10 0 0 108 0
FL1 INT FL1 INT FL1INT FL1 INT FL1 INT
UPN252 UPN249 UPN250 UPN254 UPN251

Environ 50% de GR G6PD+
Variable : Inactivation préférentielle d’un X




G6PD par CMF — Experience rouennaise

* Profils atypiques

Environ 5% des cas

Ininterprétable

Count

Count

Count

[Singulets] FL1 INT

GO6PD A-
1004 G6PD=3.7U/g
G6PD/PK = 0.31
Female
500 -
0 .
10° 10 106 100
UPN219
[Singulets] FL1 INT
400
Normal enzyme aksay
1 Male
3004
] %G6PD+: 38.29%
c] . .
IDG-
l}d T
109 10 108 1%
UPN271
[Singulets] FL1 INT
- Normal enzygne assay
1 G6PDWT
Male %G6PD+: 16.08%
150-:
mu-:

109 10 10 100

UPN266

400

Count

[Singulets] FL1 INT

Normal enzyme asgay
Hb Stanleyvillell
Female

%GEPD+: 62.32%

100 10! i 10

UPNOO3

[Singulets] FL1 INT

300+

Count

2004

100+

Normal enzyme assay
Male

%G6PD+: 48.59%

10 10 1P 1?

UPN273

[Singulets] FL1 INT

200

150

Count

100+

Normal enzyme assay
G6PDWT
Male

I —————
®G6PD+: 12.31%

0 10 ¢ 1P

UPN267

Count

Count

Count

[Singulets] FL1 INT

Normal enzyme agsay
Male

%G6PD+: 58.13%

10 108

UPN270

[Singulets] FL1 INT

3004

200+

1004

MNormal enzyme assay
Female

10° 1 il 1w

UPNOO5

[Singulets] FL1 INT

250
200+

1504

Normal enzy
Female

0 10 10° 100

UPNO0O2

Count

Count

Count

[Singulets] FL1 INT

200
1 Normal enzyme agsay
Female
400~
300- %G6PD+: 56.88%
200-
100-
0-
10° 10 102 10
UPNOO7
[Singulets] FL1 INT
504 Normal enzyme asgay
1 Male
200 .
: 1% : 26.77%
150-:
100
50
0- :
100 10° 100 10°
UPN267
[Singulets] FL1 INT
;501 Normal enzyme assay
{ Male
200-
15{]-:
lm—‘
50
0 :
107 10 10° 10
UPN272

Count

Count

Count
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[Singulets] FL1 INT

Normal enzyme assay
Female

‘%G6PD+: 54.84%

”10“”” 10 10 100

UPNOO4

[Singulets] FL1 INT

1P 1 1R [y

UPNOOG6

[Singulets] FL1 INT

1504

1004

Possible GEPJ) deficiency
G6PD= 8.8 g Hb

G6PD/PK =[0il35
maFm: 17.27%

Female

0° 1 ¢ °

UPN218
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Hommes e ..
—_— Faux négatifs Faux positifs
[Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT
wol S/S | S/S 2] S/S | GePDWT 1 Geppwr
] _ wo] G6PD=27.1 b { G6PD=21.7M/gHb
Moyenne GR G6PD+ = 9,8% | aeno/pk= 008 | oD A ‘ | cerp/pk=0.10 | cepo/ec-1 c ! oro/r- 2
o m_' Male ” 400 ( o5, wo{ Male y mu-: Male Male |
" - s/s ':SS//: obe g e n %G6PD+: 98.49%] S XG8PD+: 46.51%| X" (XG6PD-: 8.76%
i ... 400— 200- 100 1 ]
o 200 mj_. ‘Il).'l-:
+ 80 — ' ’ ;
E : “ ° “ o T w0 0 o " 10° 10 10 10 . 10° 10° ¢ (1 o
8 N °s/s UPN471 UPN470 UPN472 UPN468
O
z - ° ° ° 100 I |
9 . o . Diagnostic Final s
)
"2" Hommes (n=249) 50
20_ I
o Non e
* Déficit Normal 60 4
u exclu £ AUC = 0,994
Normal Déficit Non exclu Déficit 8 (95% CI 0,973 — 1,000)
40 — o
n=200 n=45 n=4
CMF Normal
20 — pd
Profil atypique 1 7

Se=933% VPP =0955% TR e T
Sp — 99,0% VPN — 98’5% 100-Specificity
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Femmes Faux négatifs Faux positifs Indéterminé
[Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT
"1 s/s o] Minor Alpha-tha *1 GePD=15.5 U/gHb %y A[S m_i S/S
=1 b G6PD=9.2U/gH | G6PD/PK =0.67 _ : _
of Soromccogs | || swormceos o] Fomal l | camoier S
Moyenne GR G6PD+ = 47’9% g Female #GOPD+: 98.27%| | 2::;':- %G6PD+: 99.64% g |fn5l.lfff::|i19ntt oA 6.26% 150] Female = 3-:-J~ No further stucllavailable
100 S | : 99. 2 | for further stu Insuffi 3 1 remale [%G6PD+: 56.72%
. T R - - ] for further "
| ‘ 200~ 1 50- 100-;
+ . ’ 10° o e o O 100 10° 102 107 " L w0 L e ( 1 c: '
o & 100 10 1P 10 10° 0 102 10°
96 » UPN221 UPN220 UPN223 UPN222 UPN217
O o ® ® s/s .
o | Fluorocytometric assay “%RBC GoPD+
° ° ° 100 —
e - & Diagnostic Final ———— ~
o i
. i f,r“r.
s o Femmes (n=265) %0
o ’ & Non : g
v Déficit Normal | o e
n | exclu [JES AUC = 0,964
Normal Déficit Non exclu Déficit 5 (95% CI1 0,931 — 0,984)
n=187 n=44 n=25 40 ;_;r”
8 CMEF Normal
Profil atypique 20 ye
—_— O — O 0 |';r| N B N E B N L U B B B
Se = 95,5% VPP = 95,5% e

Sp =98,9% VPN = 98 9% 100-Specificity
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Femmes 6 déficits hetérozygotes identifies uniguement par CMF
= Activités enzymatiques normales
[Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [GR] FL1 INT [GR] FL1 INT [Singulets] FL1 INT [Singulets] FL1 INT
«{ G6PD =8.5/gHb | G6PD =11.8|U/g Hb " G6PD =12.3 pig Hb G6PD = 9.3 Y/g Hb G6PD=10.7|U/g Hb 1 G6PD =j14.7 /g Hb
G6PD/PK ¥ 0,56 G6PD/PK 3 0,59 G6PD/PK =0.57 G6PD/PK =0.55 w@{  G6PD/IPK# 0.69 G6PD/BK = 0.81
' G6PD j- 5007 G6PD A- G6PD Union/ flaewo/ 600- G6PD G6PD ' @ '
A/S + Aghi A/S + Alhi 400- Chines i )
g 400° . .1 ey MY . o %“GOPD+: 63,21% - o %G6PD+: 62.55%
3 %G6PD+: 58,78%| 5 - Rt sl AGOPD+: 54,98%( 5 40- 5 ¥GOPD+: 67.13%| 3 .-
ot Y| i S v i o
200- | 200+ |
200 200- 200- 50
0- 1 - 0 R 0 . r o- - - 0-
10° 10 1 10 0P 10 10 10 108 10" 10 10° 0 0 1P 10 0P 10 0 (3 0 10 10 1
FL1 INT EL1 INT FL1 INT FL1 INT FL1 INT FL1 INT
UPN229 UPN225 UPN224 UPN227 UPN226 UPN228

Confirmés par Biologie Moléculaire 2 formes « A-» classiques |
1 variant rare « Union / Maewo / Chinese2 »

6 / 44 deficits soit 14% des diagnostics auraient été « ratés » par Spectrophotomeétrie
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Intérét de deépister les hetérozygotes ?

Activité normale / subnormale Risque d’hémolyse limite en théorie

Intérét
Grossesse / Allaitement d’'un garcon deéficitaire
Diagnostic precoce de I'enfant

Schéma habituel : 30 mg / jour pendant 8 jours
Primaquine WHO et HAS Schema G6PD intermediaire : 45 mg / semaine pendant 8 semaines
Contre-indiqué si déficit sévere

Surveillance accrue en cas d’introduction d'un traitement oxydant
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G6PD par CMF - Conclusion

- ldentification aisée des hetérozygotes - Faux negatifs chez Dréepanocytaires majeurs
- Sensibilité > Spectro - Profils « atypiques » ininterpretables
- Peu colteux - Neécessite un cytometre

- %GR déficitaires Preédiction du risque ?

Biologie Moléculaire reste le gold standard en cas de discordance
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G6PD par CMF - Conclusion

Incorporation du test en pratique
CHU de Rouen

Prescription Activité GoPD

Famille connue ?

NF + Ret
CGR ?
Activité G6PD Activiteé G6PD
Activité PK Activite PK
Ratio Ratio

Résultats anormaux
+G6PD par CMF Go6PD par CMF
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Take-Home Messages

Déficit en G6PD Déficit en Pyruvate Kinase
Hémogramme normal a froid Anéemie hémolytique chronique
Anémie aigue
Hémighosts possible Suivi spécialisé

Signes d’alerte et facteurs d’éviction

Tres rares cas d’hemolyse chronique

Biologie Moléculaire Spectrophotomeétrie Cytomeétrie en flux
Gold Standard pour trancher A distance de transfusion Diagnostic facile des hetérozygotes
A faire si PK diminuee Influence Ret / CCMH Evaluation %GR déficitaires
Ratios 7 performances Faux-negatifs dans Drépanocytoses
Femmes : 20% de faux negalifs




-
Remerciements BIOMED--/2025

FUUH LAYEN IR D LA BIOLOGIE MEDICALE

CHU de Rouen Henri Mondor, Créteil
Techniciennes Globules Rouges Biologistes Hématologie Biochimie
Céline BOCQUET Maissa SOUISSI Stéphane MOUTEREAU
Edwige BRARD Elsa BERA
Caroline CHATELLIER Catherine BOUTET Génétique
Cécile CONTE Agnes LAHARY Serge PISSARD
Emilie ROUSSEAU

ORIGINAL ARTICLE Acceptedt 10 September 2024 KNI ARSAIIONIEINE WILEY

Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency detection
using fluorocytometric assay: Evaluation after 1 year of

clinical implementation

M. Souissi’ | E.Bera®’ | C.Boutet® | C.Chatellier | C.Conte® | E.Brard® |
C.Boquet’ | E.Rousseau® | S.Pissard®® | A.Lahary® | V.Bobée?

victor.bobee@chu-rouen.fr




BIO MEDy'zozs

LES JOURNEES POUR L'AVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE




Validation de Methode — G6PD par CMF

A

m

%RBC G6PD+

With SAGM solution

Intra-assay variability

mt o
4 — =
S1 S2
Impact of SAGM additive
n==56

1 y=-14.71+ 1.16x
| r=0.997
| p<10*

No SAGM

B

%RBC G6PD+

%RBC G6PD+

Inter-assay variability

—-a— -_— =
e 2
l_ T
e
S1 S2 S3 S4 S5

Addition of SAGM at different times

™ & & & 4
Ethﬁ__* e—— —— o
DO D1 D2 D3 D4 D5

C

Operator 2

ACD

Inter-observer agreement

| n=10

| r=0.997 )

yv=132+1.01x

p <104

Operator 1

Impact of tube for collection

n=10
y=192+0.98
r=0.999

p <10

%RBC G6PD+

Navios EX1 cytometer
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Linearity
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G6PD-

1/2

1/4

Normal

Flow Cytometer comparability

i

| r=0.996

| n=57

y=-0.85+1.01x

p <104

i 103

Navios EX2 cytometer
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Répartition des activités

Médiane chez les hommes sans déficit

Male with no deficiency

25
N=200

Mean 15,14

20 — SD 5,71

Min 8,3

Max 38,4

Median 13,15

70% Male-Adjusted Median 9,2
30% Male-Adjusted Median 3,9

Relati ve frequency (%)
=y

I
0 2 3 5 6 8 10 11 13 14 16 18 19 21 22 24 26 27 2% 30 32 34 35 37 38 40

Activité GEPD (Uig d'Hb)




I
BIOMED-/2025

POURLAVENIR DE LA BIOLOGIE MEDICALE

Patients avec hémolyse chronique

100

5/§;S /S

®*s/C
40 . S/c
®s/s

20 ° S/S
S/S®HE e ® HS G6PD Sante Del Mar

P5N deficiency Class | Variant

FC Assay %RBC G6PD+

0 200 400 600 800 1000 1200

Reticulocytes (G/L)
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Impact de I'age sur I'inactivation du X

%RBC G6PD+ by FC Assay

0 10 20 30 Al =1 &0 o

Age (én_nées)




