
1 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

Mesure quantitative des vitamines 
hydrosolubles (B1, B2, B3, B6 ET C) 
par chromatographie liquide haute 
performance (HPLC)  
(Référence - 2017.01.002) 

Transmission au ministre : 10 janvier 2018  
Publication officielle : 12 mars 2018 

 

 

AVIS 

Une production de l’Institut national 
d’excellence en santé  
et en services sociaux (INESSS) 



2 

MESURE QUANTITATIVE DES VITAMINES 
HYDROSOLUBLES (B1, B2, B3, B6 ET C) PAR 
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PERFORMANCE (HPLC)  
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Avis d’évaluation  

1 INFORMATION GÉNÉRALE 

1.1 Demandeur : CHUM – Hôpital Notre-Dame 

1.2 Date de transmission de l’avis au ministre : 10 janvier 2018 

1.3 Date de publication de l’avis : 12 mars 2018 

 

Mise en garde 

Le présent avis est fondé sur l’information fournie par les personnes en charge de 

l’analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une recherche documentaire 

complémentaire selon les données disponibles au moment de l’évaluation de l’analyse 

par l’INESSS. 

Conflit d’intérêts 

Tous les membres du comité ont participé aux délibérations et aucun ne s’est retiré au 

moment de formuler la recommandation. 

Lecture externe et accompagnement scientifique 

La lecture externe et l’accompagnement scientifique sont des mécanismes utilisés par 

l’INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs externes et les experts 

accompagnateurs valident les aspects méthodologiques de l’évaluation, de même que 

l’exactitude du contenu, en fonction de leur domaine d’expertise respectif. 

Aux fins de validation du présent avis, l’expert consulté est : 

 Dr Amichai Grunbaum, médecin biochimiste, CUSM. 
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2. RÉSUMÉ 

Les vitamines hydrosolubles B1 (thiamine), B2 (riboflavine), B3 (niacine), B6 

(pyridoxine) et C (acide ascorbique) ont fait l’objet d’une pléthore d’études 

scientifiques. Elles sont particulièrement impliquées dans la physiologie cellulaire et 

jouent un rôle de coenzyme dans plusieurs réactions métaboliques de l’organisme.  

Dans les sociétés industrialisées, les populations les plus à risque de présenter des 

carences en vitamines hydrosolubles sont des personnes âgées, celles ayant une 

condition préexistante et des alcooliques dénutris. 

L’utilisation d’un produit dopaminergique dans le traitement de la maladie de 

Parkinson a, entre autres effets indésirables, la malabsorption de la vitamine B6 

pouvant causer une carence chez le patient. De ce fait, l’analyse des concentrations 

plasmatiques en cette vitamine est requise lors du traitement. 

L’encéphalopathie de Wernicke-Korsakoff, généralement associée à une carence en 

thiamine, nécessite un traitement prophylactique, préventif ou sur demande chez les 

patients atteints, entre autres, d’alcoolisme chronique ou ayant subi une chirurgie 

bariatrique. À cet effet, la Fédération européenne des sociétés neurologiques 

recommande de déterminer le taux sanguin de thiamine par HPLC avant 

l’administration de la thiamine à un patient susceptible d’avoir cette affection 

neurologique. L’HPLC est une méthode analytique assez sensible pour détecter les 

vitamines dans un milieu complexe comme le plasma. 

De même, les patients qui développent une neuropathie périphérique associée à 

une carence en vitamine B6 bénéficieront de suppléments vitaminiques. Moins de 

3 % des Canadiens adultes ont une carence en vitamine C.  

3. ANALYSE ET TECHNIQUE ÉVALUÉE 

3.1 Nom et objectif de l’analyse  

La mesure quantitative des vitamines hydrosolubles vise à détecter les déficits en 

vitamines hydrosolubles plasmatiques (B1, B2, B3, B6, et C) chez les patients dont 

un diagnostic demeure à préciser.  

3.2 Description de la méthode  

Cette analyse consiste en la mesure quantitative des vitamines par chromatographie 

liquide à haute performance (de l’anglais High-performance liquid chromatography – 

HPLC). Les demandes d’analyses sont faites pour chaque vitamine susceptible 

d’être déficiente, et sont regroupées dans une chromatographie unique. Le principe 

de la chromatographie est de séparer ou de purifier un ou plusieurs composés d’un 

mélange en vue de les identifier et de les quantifier [Aguilar, 2004]. Le mélange 

d’échantillons contenu dans un solvant (phase mobile) est introduit grâce à une 
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pompe à grande pression dans une colonne garnie d’un gel chromatographique 

(phase stationnaire) qui permettra de les séparer à différentes étapes d’élution. Un 

chromatogramme est généré au courant de l’élution en fonction du temps (figure 1). 

Ainsi, le temps nul (t0) indique le début de l’injection et le temps mis par un composé 

non retenu par la phase stationnaire pour traverser la colonne est le temps mort (tm). 

Par ailleurs, le temps de rétention (tr) est le temps mis par un soluté pour traverser la 

colonne et correspond au temps passé dans la phase stationnaire et dans le volume 

mort de la colonne. Ce temps caractérise un soluté dans des conditions d’analyse 

données [Aguilar, 2004]. La surface du pic varie en fonction de la quantité du 

constituant dont il est la trace et la largeur du pic est caractéristique de l’efficacité de 

la séparation [Biotech Rouen, 2010].Les chromatogrammes sont enregistrés par un 

détecteur de fluorescence à ultraviolet (UV-Vis à 270 nm) (figure 1). 

 

 

Figure 1 : Chromatogrammes des vitamines hydrosolubles 
Les chromatogrammes résultent de l’intensité d’absorbance de la molécule à détecter (Y: axe des ordonnées) 

en fonction du temps en minutes (X : axe des abscisses). Les substances suivantes ont été détectées : l’acide 

oxalique, de l’acide ascorbique, du phosphate de pyridoxal (PLP), l’acide 4-pyridoxique, la riboflavine, et la 

thiamine.  

Source : Données préliminaires fournies par le demandeur. 

3.3 Modalité d’administration du test selon le demandeur 

Les prélèvements de sang seront effectués au CHUM ou dans les autres 

établissements de santé, pour être ensuite acheminés à l’Hôpital Notre-Dame 

du CHUM pour analyse. Le temps de réponse pour cette analyse est de trois 

semaines. 
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3.4 Société ou concepteur 

Il s’agit d’une analyse «maison». 

3.5 Homologation 

Cette analyse maison n’est homologuée ni par la FDA ni par Santé Canada.  

3.6 Valeur pondérée : 13,4 

4. CONTEXTE 

4.1 Patients ciblés 

Cette analyse est requise pour des personnes présentant des signes de carence en 

une ou plusieurs des vitamines hydrosolubles suivantes : B1, B2, B3, B6 ou C et 

chez qui un diagnostic est à préciser. 

4.2 Description de la maladie visée  

De manière générale, les carences en vitamines sont rares dans les pays 

occidentaux grâce à l’abondance, à la variété des vivres et à leur moindre coût. 

Toutefois, la présence de carences multiples est observée chez des personnes 

atteintes d’affections chroniques, des alcooliques, des patients ayant subi une 

chirurgie bariatrique ou des personnes âgées [Russell et Suter, 2012]. 

Vitamine B1 ou thiamine 

La carence en thiamine constitue un problème de santé publique dans de 

nombreuses régions du monde. Selon les laboratoires Mayo, les valeurs de 

référence normales de la thiamine varient de 70 à 180 nmol/l dans des échantillons 

de sang total [MML, 2017]. Dans sa forme sévère, la carence en thiamine provoque 

le béribéri1. Cette affection a toutefois été largement éradiquée dans la plupart des 

pays du premier monde [OMS et FAO, 2011].  

Dans les pays occidentaux, parmi les personnes à risque de développer une 

carence en thiamine, sont entre autres compris les alcooliques chroniques, les 

patients ayant subi une chirurgie bariatrique, atteints d’un cancer ou suivant un 

traitement diurétique, des personnes avec des troubles alimentaires et les femmes 

présentant des vomissements prolongés (hyperémèse) [Russell et Suter, 2012]. 

                                                            
1
 Les manifestations essentielles sont neurologiques (polynévrite) et cardiologiques (tableau 

progressif d’insuffisance cardiaque). Dans sa forme carentielle vraie, cette maladie est rare dans les 
pays développés; mais la polynévrite et les myocardiopathies des alcooliques, où intervient un 
déficit en vitamine B1, sont quelquefois appelées « béribéri occidental » (Bournérias F. Béribéri. 
Encyclopaedia Universalis. Disponible à : https://www.universalis.fr/encyclopedie/beriberi/ (consulté 
le 9 juin 2017)). 
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Une carence en thiamine peut induire certains troubles neurologiques tels que le 

syndrome de Wernicke-Korsakoff et la maladie de Marchiafava-Bignami [Sechi et 

al., 2016; Jung et al., 2012]. 

Le syndrome de Wernicke-Korsakoff, également connu comme encéphalopathie de 

Wernicke, est une condition neuropsychiatrique aigüe et potentiellement létale liée à 

une déficience en thiamine [Groen et Hoff, 1977]. Ce syndrome peut survenir chez 

les sujets atteints d’anomalies génétiques de la transcétolase, réduisant ainsi son 

affinité à la thiamine pyrophosphate qui en est un cofacteur [Groen et Hoff, 1977]. 

Par ailleurs, le syndrome de Wernicke-Korsakoff peut être induit par une 

complication neurologique postopératoire chez les patients ayant subi une chirurgie 

bariatrique [Cheng et al., 2016; Becker et al., 2012; Sola et al., 2003; Toth et Voll, 

2001].  

La maladie de Marchiafava-Bignami est une affection rare dont la pathogenèse n’est 

pas encore clairement établie [Fernandes et al., 2017]. Elle se manifeste par une 

démyélinisation du corps calleux en l’absence d’inflammation et est associée au 

stress oxydatif et à l’hypovitaminose B ainsi qu’à une détérioration de l’état mental, 

telle que la démence, les crises mentales, la dépression, etc. [Fernandes et al., 

2017]. 

Vitamine B2 ou riboflavine 

Selon les laboratoires Mayo, les valeurs de référence normales pour la riboflavine 

varient de 1 à 19 µg/l dans le plasma [MML, 2017]. Bien qu’une déficience isolée en 

riboflavine soit rare, elle survient dans les cas d’ingestion accidentelle d’acide 

borique ou de surconsommation d’alcool [Sechi et al., 2016]. Chez les adultes, les 

symptômes d’une déficience en riboflavine sont généralement non spécifiques et 

incluent des céphalées fréquentes, de la fatigue, des lésions mucocutanées et des 

anémies normochromes et normocytaires2 [Sechi et al., 2016]. Comme pour les 

autres vitamines du groupe B, l’alcoolisme chronique et la chirurgie bariatrique 

constituent un facteur de risque supplémentaire [Becker et al., 2012; OMS et FAO, 

2011]. 

Vitamine B3 ou niacine 

Les valeurs de référence normales de la niacine mesurée dans le plasma sont 

fixées entre 0,50 à 8,45 µg/ml chez les enfants de 10 ans et plus, et entre 0,50 à 

8,91 µg/ml chez ceux de moins de 10 ans [MML, 2017]. Bien que les déficiences en 

niacine soient rarement rapportées dans la population générale, les données post 

mortem de patients hospitalisés pour alcoolisme ont révélé une prévalence de 27 % 

présentant une déficience en niacine [Sechi et al., 2016]. Parmi les autres conditions 

associées à cette déficience sont également énumérés les syndromes de 

                                                            
2
 Forme d’anémie caractérisée par une grosseur moyenne des globules rouges ainsi que leur 

teneur moyenne en hémoglobine située dans les limites des valeurs normales (Normocytic 
normochromic anemias. Encyclopaedia Britannica. Disponible à : 
https://www.britannica.com/ science/blood-disease/Normocytic-normochromic-anemias (consulté le 
30 mai 2017). 
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malabsorption, et des dialyses fréquentes [Sechi et al., 2016]. Les manifestations 

cliniques de déficits en niacine sont les vomissements épisodiques, les douleurs 

abdominales, la constipation, les céphalées, l’insomnie, la fatigue, la déglutition 

douloureuse et un prurit photosensible sur les surfaces corporelles exposées au 

soleil. Des cas de pellagre3 alcoolique ont également été rapportés [Sechi et al., 

2016].  

La vitamine B6 ou pyridoxine 

La vitamine B6 est un groupe de trois composés naturellement présents dans les 

aliments, à savoir la pyridoxine (PN), le pyridoxal (PL) et la pyridoxamine (PM). Les 

valeurs de référence du 5’-phosphate de pyridoxal (PLP) vont de 5 à 50 µg/l et de 3 

à 30 µg/l pour l’acide pyridoxique [MML, 2017]. Une carence en vitamine B6 est 

majoritairement causée par la malnutrition, la malabsorption, l’alcoolisme ou par les 

effets indésirables à un traitement antagoniste à cette vitamine [Sechi et al., 2016; 

OMS et FAO, 2011]. Les facteurs de risque reliés à une carence en pyridoxine 

comportent : une hyperoxalurie, l’inflammation et la détérioration des tissus, les 

maladies rénales ou hépatiques chroniques, l’infection au VIH, l’anémie falciforme, 

l’anémie héréditaire sidéroblastique et l’arthrite rhumatoïde [Sechi et al., 2016]. Les 

polyneuropathies survenant après des chirurgies bariatriques peuvent également 

être causées par une carence en vitamine B6 [Becker et al., 2012]. 

La vitamine C ou acide ascorbique 

L’acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble que le corps humain ne produit 

pas de façon endogène [Langlois et al., 2016]. Ses valeurs de référence normales 

vont de 0,4 à 2 mg/dl [MML, 2017]. Selon l’OMS, le seuil de définition d’une carence 

en acide ascorbique dans le plasma est inférieur à 0,3 mg/100 ml lorsqu’elle est 

légère et inférieure à 0,2 mg/100 ml lorsqu’elle est sévère [OMS et FAO, 2011]. Un 

apport insuffisant en vitamine C pendant plusieurs semaines peut causer le scorbut, 

dont les symptômes cliniques sont la fatigue, les capillaires fragiles et une guérison 

ralentie. Bien que les carences graves en vitamine C soient rares dans les pays 

développés, elles peuvent survenir chez les personnes dont l’apport journalier est 

inférieur à 10 mg [Langlois et al., 2016].  

4.3 Nombre prévu d’analyses et de patients visés 

Le demandeur estime à 735 le nombre d’analyses par année pour le Québec. Le 

temps de réponse attendu est de trois semaines. 

4.4 Brève description de la situation actuelle 

L’analyse des vitamines hydrosolubles est actuellement effectuée hors Québec. 

Selon les experts consultés, une carence en vitamines hydrosolubles implique 

généralement plus d’une vitamine5. Dans le cas où les carences sont causées par la 

                                                            
3
 Affection caractérisée par une perte de la mémoire récente ainsi que par de la lassitude, de 

l’appréhension et de la dépression [OMS, 1969]. 
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malnutrition, l’alcoolisme, ou d’importantes pertes induites par diurèse chronique ou 

par dialyse, des déficiences multiples peuvent coexister [Russell et Suter, 2012]. 

Tout comme les autres vitamines hydrosolubles, la vitamine B6 est une coenzyme 

intervenant dans les réactions enzymatiques. Son affinité à l’enzyme détermine le 

déroulement de la réaction enzymatique. Cependant, certains produits interfèrent 

avec la liaison entre la vitamine B6 et l’holoenzyme en formant des complexes 

inhibiteurs de la fonction enzymatique. Un test de détection de la vitamine B6 est 

donc requis chez un patient atteint de la maladie de Parkinson avant l’administration 

du CarbidopaMC ou d’un autre produit dopaminergique tel que le DUODOPAMC. 

De plus, les taux de vitamine B peuvent être contrôlés chez les patients atteints de 

polyneuropathies [Dreyfus et Victor, 1961]. Chez une population pédiatrique, la 

détection des vitamines B est parfois requise pour le traitement des cas 

d’épilepsie4 5.  

En outre, l’expert souligne qu’en cas de soupçon d’une carence, un complexe multi-

vitaminique est généralement administré aux patients. Des effets indésirables 

causés par une supplémentation en vitamines ont rarement été rapportés [Russell et 

Suter, 2012].  

4.5 Données médico-administratives 

À ce jour, l’analyse proposée n’est pas inscrite dans le Répertoire québécois et 

système de mesure des procédures de biologie médicale. Les analyses envoyées 

hors Québec pour les années 2013 à 2016 sont présentées dans le tableau 1. 

Tableau 1  Analyses effectuées hors Québec 

ANNÉES 
NOMBRE 
TOTAL 

D’ANALYSES 
COÛT TOTAL ($) LABORATOIRE 

2013 - 2014 126 1 9 893 MML, HICL, CLS 

2014 - 2015 133 2 11 156 MML, HICL 

2015 - 2016 257* 3 15 447 MML, HICL 

Abréviations : CLS: Calgary Laboratories Services; MML Mayo Medical Laboratories; HICL : Hospital In-Common 
Laboratories  
* : Selon le demandeur, 147 analyses ont été enregistrées pour le CHUM, dont 119 se rapportaient à la détection 
de B1 (n = 58) et de B6 (n = 61) 

4.6 Brève description des avantages allégués de l’analyse proposée 

Selon le demandeur, l’inscription de l’analyse dans le Répertoire comblerait les 

besoins au niveau provincial, et permettrait le rapatriement des envois hors Québec. 

                                                            
4
 Communication personnelle du D

r
 Grunbaum, médecin biochimiste du CISSS de Laval. 

5
 Communication personnelle avec le D

r
 Sylvain Chouinard, neurologue du CHUM, 2 juin 2017. 
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4.7 Assurance qualité 

Pour assurer la fiabilité des résultats, le demandeur propose d’effectuer des 

contrôles maison (pools) pour le suivi de la stabilité analytique (CQ interne) et de 

participer à des contrôles de qualité externes pour assurer l’exactitude des résultats 

générés. Selon le demandeur, le contrôle de qualité externe sera effectué avec les 

programmes d’assurance qualité du Collège royal des pathologistes de l’Australasie 

(de l’anglais Royal College of Pathologists of Australasia). 

5. DONNÉES PUBLIÉES 

Aucune étude clinique menée dans un pays occidental et portant sur la détection 

des vitamines B1, B2, B3, B6 et C par HPLC dans le but d’établir une association 

entre une carence vitaminique et une affection spécifique dont elle est le 

déclencheur n’a été repérée. À titre illustratif du contexte de la détection d’une 

carence en vitamines, une étude a été repérée pour étayer chacune des valeurs 

diagnostiques, thérapeutiques et analytiques de cette analyse. 

5.1 Valeur diagnostique 

5.1.1 Carence en vitamine C au sein d’une population pédiatrique en 
Amérique du Nord 

Une étude rétrospective menée par Golriz et ses collaborateurs [2017], sur une 

période de cinq années, avait pour objectif d’évaluer les concentrations en acide 

ascorbique chez les patients pédiatriques atteints de maladies chroniques : l’anémie 

falciforme ou la thalassémie. Les niveaux d’acide ascorbique étaient jugés normaux 

lorsqu’ils étaient supérieurs à 23 µmol/l. La déficience légère à modérée était fixée 

entre 11 et 23 µmol/l, tandis qu’une déficience était jugée sévère pour les 

concentrations en dessous de 11 µmol/l. Des 151 enfants dont les concentrations en 

acide ascorbique avaient été déterminées par HPLC, 32 dont 19 garçons et 13 filles 

âgés en moyenne de 11 ans (Intervalle : 4 ans à 19 ans) avaient une carence. Des 

32 enfants présentant des carences en acide ascorbique, 10 étaient des cas 

modérés et 22 des cas sévères [Golriz et al., 2017].  

Toutefois, 20 de ces enfants en carence de vitamine C présentaient des surcharges 

de l’organisme en fer à cause de nombreuses transfusions reliées aux conditions 

préexistantes. De plus, quatre de ces enfants avaient des troubles neurologiques, 

dont trois atteints d’autisme et un avec un retard de développement. Trois autres 

enfants avaient reçu une greffe de la moelle osseuse et une chimiothérapie [Golriz 

et al., 2017].  

Selon les auteurs, la déficience en vitamine C n’est pas rare chez les patients 

pédiatriques atteints de maladies chroniques. Parmi les populations à risque, on 

compte les enfants avec une surcharge en fer causée par de multiples transfusions 

sanguines et des conditions neurologiques, ou des patients présentant des 

affections qui nécessitent un régime alimentaire spécifique. Ils soulignent cependant 
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qu’aucune déficience de la vitamine C n’a été rapportée chez des patients en bonne 

santé [Golriz et al., 2017]. 

5.2 Valeur pronostique 

Aucune étude n’a été retenue puisque l’analyse proposée par le centre demandeur 

n’a pas pour objectif de prévoir l’évolution de la maladie ou d’anticiper un 

changement futur de l’état de santé. 

5.3 Valeur thérapeutique 

Association entre le taux sanguin de thiamine et le syndrome de Wernicke 

Une étude observationnelle allant de 1962 à 1972 a été effectuée par Groen et Hoff 

[1977] afin de déterminer entre autres la réhabilitation sociale et l’espérance de vie 

des patients atteints du syndrome de Wernicke après leur séjour en clinique 

neurologique. Pour ce faire, 50 patients, dont 29 hommes et 21 femmes, ont été 

suivis quelques années après avoir quitté la clinique. Les paramètres d’évaluation 

du suivi de ces patients portaient sur l’étiologie, la symptomatologie et 

l’encéphalographie. La concentration en thiamine était également évaluée chez les 

patients, en mesurant par dosage l’effet de la thiamine pyrophosphate; un cofacteur 

enzymatique dont la valeur normale était fixée à 20 % [Groen et Hoff, 1977]. 

Tous les patients avaient reçu un traitement à base d’un complexe de vitamine B 

administré par voie intramusculaire (tableau 2), et à dose variable au cours du 

traitement [Groen et Hoff, 1977]. 

À la période de suivi, 19 décès survenus dans les 5 années suivant le séjour 

clinique ont été rapportés. Le syndrome de Wernicke était considéré comme la 

cause de décès chez quatre patients. De même, l’effet de la thiamine 

pyrophosphate mesurée chez 18 patients s’était amélioré chez 6 patients en 

atteignant 33 %. Au total, l’effet de la thiamine pyrophosphate n’était jugé normal 

que chez 38 % des patients, permettant ainsi d’associer une carence en vitamine B1 

à un diagnostic simultané du syndrome de Wernicke [Groen et Hoff, 1977].  

Les auteurs ont conclu une association entre le taux de thiamine dans le sang des 

patients et le diagnostic clinique du syndrome de Wernicke. Ils recommandent un 

traitement prophylactique à base de thiamine ou de complexe de vitamines B chez 

les personnes ayant une consommation chronique d’alcool combinée à la 

malnutrition [Groen et Hoff, 1977]. 
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Tableau 2 Composition du complexe vitaminique administré aux 50 patients 
atteints du syndrome de Wernicke 

COMPOSANT QUANTITÉ (mg) 

Thiamine (Vitamine B1) 250 

Riboflavine (Vitamine B2) 4 

Pyridoxine (Vitamine B6) 50 

Nicotinamide (Vitamine B3) 160 

Acide pantothénique 
(Vitamine B5) 

5 

Abréviation : mg : milligrammes 

5.4 Validité analytique 

5.4.1 Détection de vitamines hydrosolubles dans le plasma 

Dans le but de combler le besoin d’un test de routine analytique et robuste, Giorgi et 

ses collaborateurs [2012] ont développé et validé une nouvelle méthode de 

détection des vitamines hydrosolubles par HPLC à partir de fluides biologiques. Les 

vitamines suivantes étaient détectées : B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12, et C, avec la 

théobromine comme contrôle interne pour chaque échantillon. 

Trois courbes de calibration ont été effectuées à partir de solutions standards 

pendant trois jours consécutifs. Les solutions standards étaient fraîchement 

préparées tous les jours à partir de solutions étalons de vitamines hydrosolubles à 

des concentrations connues de 100 ng/µl en dehors de la vitamine B2 qui était à 

50 ng/µl. La linéarité a été évaluée en analysant six concentrations standards (0,5; 

1; 2; 5; 10; 15 et 20 ng/µl) en utilisant la théobromine comme contrôle interne à une 

concentration constante de 2 ng/µl [Giorgi et al., 2012]. 

Les données étaient linéaires pour toutes les concentrations testées, et aucune 

différence significative n’était relevée dans l’analyse des vitamines en solution 

aqueuse ou contenue dans le plasma (p > 0,05). Par ailleurs, les échantillons de 

plasma utilisés pour la validation étaient préparés en triplicata et prélevés chez 

24 hommes alcooliques en phase d’abstinence. Une corrélation importante entre la 

quantité de vitamine à analyser et l’ampleur de la détection excédait des valeurs R2 

de 0,996 (Écart-type : 0,002).  

La précision de la méthode a été évaluée par sa répétabilité et sa précision 

intermédiaire sur trois jours consécutifs. Pour ce faire, quatre solutions à 

concentration différente de vitamines hydrosolubles (2, 5, 10 et 15 ng/µl) ont été 

évaluées en cinq séries indépendantes pendant la même journée afin de déterminer 

la précision intra-journalière. La répétabilité a été évaluée en analysant 

10 réplications consécutives du même échantillon et en calculant un écart-type 

relatif à partir de la surface de la courbe et des temps d’élution. La limite de 
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détection a été définie à partir du rapport signal sur bruit et fixée à la concentration la 

plus faible capable de générer un signal trois fois plus élevé que celui du bruit 

(tableau 3).  

Tableau 3 Données de validation des vitamines hydrosolubles 

VITAMINE 
TDR (% CV) 
(minutes) 

LDD (ng/µl) 
(λ

†
) 

RÉPÉTABILITÉ 
(%) 

REPRODUCTIBILITÉ 
(%) 

C 3,5 (0,9) 0,5 (230 nm) 0,56 1,97 

B1 4,3 (0,7) 1 (270 nm) 0,99 2,76 

B2 13,8 (0,2) 0,5 (265 nm) 0,13 0,89 

B3 5,3 (1,1) n.d. n.d. n.d. 

B5 6,8 (0,29) 1 (266 nm) 0,90 2,75 

B6* 6,1 (0,99) 0,5 (257 nm) 0,46 1,93 

B9 13 (0,07) 1 (280 nm) 0,18 1,2 

B12 13,4 (0,6) 2 (230 nm) 0,67 2,37 

Abréviations : CV : coefficient de variation; LDD : limite de détection; TDR : temps de rétention; † : λ : longueur d’onde utilisée 
pour la détection; n.d : non déterminé; nm : nanomètres; * : la vitamine B6 est également détectée comme 5’-PLP : 5’- 
phosphate pyridoxal. 
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Les concentrations en vitamines hydrosolubles détectées dans le plasma à l’aide de 

la méthode d’HPLC étaient comparables à celles qui ont été rapportées dans 

d’autres études (tableau 4). 

Tableau 4 Concentrations des vitamines hydrosolubles dans le plasma de 
24 participants à l’étude 

VITAMINE MOYENNE (n =24) ERREUR STANDARD * 
VALEUR DE RÉFÉRENCE

†
 

(INTERVALLE) 

C (µmol/l) 44,7 16,3 24 à 84 

B1 (nmol/l) 51,3 27,6 9 à 44 

B2 (nmol/l) 15,6 5,5 6,2 à 39 

B5 (nmol/l) 32,3 32,7 n.d. 

B6 (nmol/l) 73,3 37,9 7 à 52 

B9 (nmol/l) 8,5 4,3 3,1 à 18 

B12 (nmol/l) 5,7 1,7 1,9 à 3,5 

Source : tableau adapté de l’article Giorgi et al., 2012. 

* : l’erreur standard plus élevée pour les vitamines B1, B5 et B6 reflète une grande variabilité des concentrations au 
sein des individus testés. † : Les valeurs de référence ont été adaptées par Giorgi et ses collaborateurs à partir des 
articles suivants : Talwar et al., 2005; Malmauret et al., 2002. 

De plus, l’évaluation du pourcentage de recouvrement des vitamines à partir du 

plasma contenant des concentrations respectives inférieures ou égales à 20 ng/µl, 

ont donné des valeurs allant de 93 % à 100 % [Giorgi et al., 2012]. 

En conclusion, les auteurs ont jugé la méthode HPLC suffisamment sensible pour 

détecter les vitamines hydrosolubles dans un milieu aussi complexe que le plasma. 

De même, ils suggèrent de l’utiliser comme une méthode clinique de routine pour 

l’analyse des échantillons à concentration limitée en vitamines hydrosolubles [Giorgi 

et al., 2012]. 

5.5 Données fournies par le demandeur 

Le demandeur a effectué l’analyse à partir d’étalons de vitamines contenues dans 

l’eau ou dans une solution d’acide oxalique afin d’assurer la stabilité des 

échantillons. Un contrôle interne a également été ajouté à chaque échantillon testé.  

Paramètres de la chromatographie 

La colonne utilisée pour la chromatographie était une EclipseMC mesurant 

4,6 x 150 mm, avec une granulométrie de 3,5 µm. La détection des substances à 

analyser était effectuée grâce à une lampe UV-Vis à 270 nm, la température de la 

colonne était établie à 60◦C avec un débit fixé à 0,5 ml/minute pour un volume 
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d’injection de 20 µl. La durée du chromatogramme rapportée s’élevait à 22 minutes. 

Le demandeur prévoit l’utilisation des colonnes Novum SLEMC (simplified liquid 

extraction) de Phenomenex afin d’extraire les vitamines. Les différents 

chromatogrammes des vitamines hydrosolubles et du contrôle interne sont 

présentés à l’annexe A. Les données sur l’évaluation de la linéarité sont rapportées 

à l’annexe B.  

6. IMPACTS BUDGÉTAIRES 

L’analyse d’impact budgétaire considère les coûts liés à l’ajout au Répertoire de 

l’analyse permettant la mesure quantitative des vitamines hydrosolubles (B1, B2, 

B3, B6 et C) par HPLC. Les coûts sont projetés sur un horizon temporel de 3 ans 

selon la perspective du ministère de la Santé et des Services sociaux (MSSS). 

L’analyse repose sur des données épidémiologiques, ainsi que sur des hypothèses 

appuyées par des études cliniques et l’opinion d’experts. L’évaluation des coûts est 

présentée au tableau 5. Les principales hypothèses émises pour les fins de 

l’analyse sont les suivantes : 

 Cette analyse vise les personnes présentant des signes de carence en une 

ou plusieurs vitamines hydrosolubles et chez qui un diagnostic est à 

préciser; 

 Une augmentation du nombre d’analyses envoyées hors Québec a été 

observée depuis 2013-2014; 

 En 2015-2016, 257 analyses ont fait l’objet d’envoi hors Québec pour un 

coût moyen de 61 $. Le rapatriement de l’ensemble de ces tests est prévu 

dès la première année suivant l’ajout de l’analyse au Répertoire; 

 Selon l’opinion d’experts consultés, le nombre de tests réalisés une fois 

l’analyse introduite au Répertoire devrait être considérablement plus 

important que le nombre d’analyses actuellement envoyées hors Québec;  

 Ainsi, il est estimé que 735, 846 et 974 analyses seraient effectuées pour 

chacune des trois prochaines années, respectivement; 

 Ces analyses représenteraient 100 % des analyses prévues pour les 

patients du système de santé public québécois; 

 La valeur pondérée proposée par le demandeur est de 13,4. 
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Tableau 5 Coûts liés à l’introduction au Répertoire de l’analyse permettant la 
mesure quantitative des vitamines hydrosolubles (B1, B2, B3, B6 
et C) par HPLC 

 AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL 

Scénario de base : sans l’ajout de l’analyse permettant la mesure quantitative des 
vitamines hydrosolubles au Répertoire 

Analyses hors Québec 303 369 434 1 106 

Coûts 18 513 $ 22 546 $ 26 517 $ 67 576 $ 

Nouveau scénario : avec l’ajout de l’analyse permettant la mesure quantitative des 
vitamines hydrosolubles au Répertoire 

Analyses HPLC 735 846 974 2 555 

Coûts 9 849 $ 11 336 $ 13 052 $ 34 237 $ 

Impact net -8 664 $ -11 210 $ -13 465 $ -33 339 $ 

Analyses de sensibilité 

Pour 3 ans, réduction de coûts la plus 
élevée 

-37 427 $ 

Pour 3 ans, réduction de coûts la plus 
faible 

-24 840 $ 

Ainsi, l’ajout de l’analyse permettant la mesure quantitative des vitamines 

hydrosolubles (B1, B2, B3, B6, et C) par HPLC pourrait générer une réduction de 

coûts d’environ 33 000 $ pour le total des trois premières années. 

7. ENJEUX ORGANISATIONNELS, ÉTHIQUES, SOCIAUX 

ET JURIDIQUES 

Selon les experts, 90 % de vitamine B1 contenue dans un échantillon de sang total 

sont présents à 80 % dans les érythrocytes et à moins de 10 % dans le plasma. De 

ce fait, la détection et la quantification de cette vitamine seraient plus appropriées à 

partir d’échantillons d’érythrocytes. Il a été démontré chez les alcooliques malnutris 

ou chez les personnes ayant subi une chirurgie bariatrique qu’une carence en 

thiamine peut dégénérer en syndrome de Wernicke-Korsakoff. Néanmoins, 

l’administration de la thiamine en traitement prophylactique chez les patients 

alcooliques est susceptible de prévenir les symptômes de cette affection [Groen et 

Hoff, 1977].  

Les autres populations à risque de développer des carences ont été identifiées chez 

les personnes âgées dénutries, les jeunes patients présentant certaines affections 

(autisme, affections cardiovasculaires, etc.), ou chez ceux qui étaient soumis à une 

dialyse suite à une maladie rénale en phase terminale [Golriz et al., 2017; Clase et 

al., 2013].  

Une revue systématique récente a souligné des risques de carence en 

vitamines B1, B2, B3, B6 et C associés à une ration inadéquate en ces dernières 

chez les personnes âgées. Ces risques sont rapportés chez 24 % de femmes contre 

31 % d’hommes pour la vitamine B6. Les risques de carence en vitamines B2 et C 

ont été notifiés chez 31 % et 41 % de femmes, tout comme chez 23 % et 29 % 

d’hommes [Porter et al., 2016; Ter Borg et al., 2015]. 
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8. POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS 

D’INTÉRÊT CONCERNANT L’ANALYSE ÉVALUÉE  

European Federation of Neurological Societies (EFNS) 

En cas de soupçon d’une encéphalopathie de Wernicke-Korsakoff chez tout patient, 

la Fédération européenne des sociétés neurologiques recommande de mesurer la 

teneur totale en thiamine d’un échantillon de sang du patient par HPLC 

immédiatement avant toute administration de la thiamine [Galvin et al., 2010]. 
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9. RECOMMANDATION DE L’INESSS 

Mesure quantitative des vitamines hydrosolubles (B1, B2, B3, B6 et C) par 
chromatographie liquide haute performance (HPLC) 

 

La recommandation de l’INESSS 

 

  Introduction de l’analyse dans le Répertoire  

  Refus d’introduction de l’analyse dans le Répertoire 

Précisions accompagnant la recommandation 

 Les membres du comité reconnaissent l’utilité du test ainsi que les avantages de 

le rapatrier au Québec. 

 

 Le risque de surutilisation de l’analyse suite à son rapatriement constitue une 

préoccupation importante pour les membres du comité. À ce titre, ils suggèrent au 

demandeur de mettre en place un mécanisme et un algorithme destinés à assurer 

un encadrement strict de l’accès au test. 

 

 La validation analytique doit être complétée notamment avec l’utilisation 

d’échantillons cliniques. Actuellement, les données présentées ne démontrent 

que la faisabilité de l’analyse par HPLC. 
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ANNEXE A : Résultats préliminaires du demandeur 

1.  

A 

B 

Figure 1 Chromatogramme des vitamines hydrosolubles  
A : Acide Ascorbique ou vitamine C; B : Thiamine ou vitamine B1 

Source : Données préliminaires du demandeur. 
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A 

B 

 

Figure 2 Chromatogramme des vitamines hydrosolubles  
A : Riboflavine ou vitamine B2; B : Acide nicotinique ou vitamine B3 

Source : Données préliminaires du demandeur. 
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A 

B 

 

Figure 3 Chromatogramme des vitamines hydrosolubles et de l’acide 
oxalique 

A : Acide 4-pyridoxique ou vitamine B6; B : Chromatogramme représentant les détections des  
substances suivantes : l’acide oxalique, de l’acide ascorbique (vitamine C), du phosphate de  
Pyridoxal (Vitamine B6-PLP), l’acide 4-pyridoxique (Vitamine B6-4PA), la riboflavine, et la  
thiamine.  

Source : Données préliminaires du demandeur. 
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ANNEXE B : Évaluation de la linéarité 

Tableau 1 Évaluation de la linéarité dans la détection des vitamines 
hydrosolubles par HPLC 

SUBSTANCE 
DÉTECTÉE 

NOMBRE DE 
MESURES

*
 

(n) 

COEFFICIENT 
DE 

CORRÉLATION 
(R

2
) 

Vitamine C 4 0,9963 

Vitamine B1 4 0,9976 

Vitamine B2 4 0,9965 

Vitamine B6-
PLP 

4 0,9934 

Vitamine B6-
4PA 

4 0,9988 

Theobromine† 4 0,9957 

Source : Données préliminaires du demandeur. 

Abréviations : 4PA : Acide 4-pyridoxique; PLP : Phosphate de pyridoxal 
* 
: La linéarité est étudiée sur un intervalle de mesure couvert par une série de six concentrations allant de 

20 % à 120 % de la concentration initiale de dosage  
† 
: La théobromine tient lieu de contrôle interne 
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