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IntroductionIntroduction

Facteurs responsables de la fragilitFacteurs responsables de la fragilitéé des des 
constituants biochimiques.constituants biochimiques.

� Facteurs spécifiques au liquide biologique :

�� Contact prolongContact prolongéé du plasma avec les du plasma avec les ééllééments ments 
figurfiguréés du sang.s du sang.

�� DDéégradation des hgradation des héématies ou hmaties ou héémolyse.molyse.

�� Activation et modification des plaquettes.Activation et modification des plaquettes.



IntroductionIntroduction

�� Facteurs liFacteurs liéés s àà ll’’environnement de lenvironnement de l’é’échantillon :chantillon :

�� Exposition Exposition àà la lumila lumièère.re.

�� TempTempéérature.rature.

�� Pression.Pression.



Le sujet principalLe sujet principal

Les indices !Les indices !



HHéémolysemolyse



IctIctèèrere



TurbiditTurbiditéé



MacroscopiquementMacroscopiquement

Phase prPhase préé--analytiqueanalytique : mise en : mise en 
éévidence dvidence d’’une interfune interféérence visiblerence visible ::

��plusieurs plusieurs inconvinconvéénients nients : subjectif, lent, : subjectif, lent, 
difficile difficile àà mettre en oeuvre sur les petits mettre en oeuvre sur les petits 
conditionnements et son expression resteconditionnements et son expression reste

��qualitativequalitative

ouou

��ssemiemi--quantitative(+, ++ ou +++)quantitative(+, ++ ou +++)..



Les mLes méécanismes dcanismes d’’interfinterféérencesrences

Les interfLes interféérences visibles relrences visibles relèèvent vent 
principalement de trois mprincipalement de trois méécanismes :canismes :

�� mméécanisme de surcharge provoqucanisme de surcharge provoqu éé par par 
ll ’’hhéémolysemolyse (ex(ex :: KK++, LDH...), LDH...)..

�� mméécanisme optiquecanisme optique ..

�� mméécanisme chimiquecanisme chimique ..



ConsConsééquencesquences

�� Les consLes consééquences de ces interfquences de ces interféérences rences 
sur les paramsur les paramèètres sensibles:tres sensibles:

�� une surestimation une surestimation 

ou ou 
�� une sousune sous--estimation des restimation des réésultatssultats..

�� Elles dElles déépendent de plusieurs facteurs : pendent de plusieurs facteurs : 
�� nature et concentration de lnature et concentration de l’é’élléément ment àà doserdoser..

�� technique utilistechnique utilisééee..

�� intensitintensitéé de lde l’’interfinterféérence visiblerence visible..



Au CHUAu CHU……

�� Les automates de biochimie rLes automates de biochimie r ééalisent des alisent des 
indices.indices.

�� Les indices = dLes indices = d ééfinis dans GLIMS en tant finis dans GLIMS en tant 
ququ ’’analyses. analyses. 

�� INDH (indice dINDH (indice d ’’hhéémolyse)molyse) ..
�� INDI (indice dINDI (indice d ’’ ictict èère)re)..
�� INDL (indice de lipINDL (indice de lip éémie)mie) ..

�� Les indices = en entrLes indices = en entr éée de proce de proc éédure.dure.
�� Configuration en double de ces analyses Configuration en double de ces analyses 

�� une analyse qui prendra la valeur brute, transmise par une analyse qui prendra la valeur brute, transmise par 
ll ’’analyseur. analyseur. 

�� une analyse qui prendra une valeur interprune analyse qui prendra une valeur interpr ééttéée en e en 
fonction des indices. fonction des indices. 



Au CHUAu CHU……
�� Les analyses qui peuvent être affectLes analyses qui peuvent être affect éées par une ou plusieurs es par une ou plusieurs 

interfinterf éérences existent sous deux formesrences existent sous deux formes ::
�� Le code test principalLe code test principal qui prend comme mnqui prend comme mn éémonique le même monique le même 

nom que le nom que le codecode --demandedemande (le code qui sera encod(le code qui sera encod éé) Ce ) Ce 
mnmn éémonique recevra la valeur brute qui provient de monique recevra la valeur brute qui provient de 
ll ’’analyseur.analyseur.

�� Le codeLe code --demandedemande qui figure dans la configuration de lqui figure dans la configuration de l ’’analyse analyse 
est le nom du test suivi de est le nom du test suivi de «« _ra_raww »». Ce code prend des valeurs . Ce code prend des valeurs 
numnum éériques, des unitriques, des unit éés,  valeurs de rs,  valeurs de r ééfféérence pas nrence pas n éécessaires, cessaires, 
est un code interne.est un code interne. Le code avec indiceLe code avec indice est le même code avec est le même code avec 
ll ’’extension extension «« _in_in dd »» : : àà ce code correspond un rce code correspond un r éésultat sultat 
interprinterpr ééttéé en fonction des indices. Il correspond au ren fonction des indices. Il correspond au r éésultat qui sultat qui 
sera rendu au prescripteur.  sera rendu au prescripteur.  

�� Le codeLe code --demandedemande qui figure dans la configuration de lqui figure dans la configuration de l ’’analyse analyse 
est le nom du test principal.est le nom du test principal.

�� Ce code est configurCe code est configur éé comme visible avec des valeurs comme visible avec des valeurs 
numnum éériques, des unitriques, des unit éés,  des valeurs de rs,  des valeurs de r ééfféérencerence



EXEMPLEEXEMPLE
�� EXEMPLEEXEMPLE : proc: proc ééduredure URG_INDICES_CKURG_INDICES_CK
EntrEntr éée de proce de proc ééduredure : CK, INDH, INDL: CK, INDH, INDL
Sortie de procSortie de proc ééduredure : : CK_indCK_ind
MISPL associMISPL associ éé : : 
string resultstring result ;;
result := .result := . InputResult(InputResult( ““ CKCK”” ).rawvalue).rawvalue ;;
if INDL > 250 thenif INDL > 250 then
result := result := ““ LIPLIP”” ;;
Else Else EndIfEndIf ;;
If INDH > 500 thenIf INDH > 500 then
resulresul t:= t:= ““ HEMHEM”” ;;
Else Else 
EndIfEndIf ;;
return result;return result;



ExempleExemplePour le K+



ExempleExemple

Mesure des indices



Au CHUAu CHU……
�� Les analyses qui peuvent être affectLes analyses qui peuvent être affect éées par une ou plusieurs es par une ou plusieurs 

interfinterf éérences existent sous deux formesrences existent sous deux formes ::
�� Le code test principalLe code test principal qui prend comme mnqui prend comme mn éémonique le même monique le même 

nom que le codenom que le code --demande (le code qui sera encoddemande (le code qui sera encod éé) Ce ) Ce 
mnmn éémonique recevra la valeur brute qui provient de monique recevra la valeur brute qui provient de 
ll ’’analyseur.analyseur.

�� Le codeLe code --demandedemande qui figure dans la configuration de lqui figure dans la configuration de l ’’analyse analyse 
est le nom du test suivi de est le nom du test suivi de «« _ra_raww »». Ce code prend des valeurs . Ce code prend des valeurs 
numnum éériques, des unitriques, des unit éés,  valeurs de rs,  valeurs de r ééfféérence pas nrence pas n éécessaires, cessaires, 
est un code interne.est un code interne. Le code avec indiceLe code avec indice est le même code avec est le même code avec 
ll ’’extension extension «« _in_in dd »» : : àà ce code correspond un rce code correspond un r éésultat sultat 
interprinterpr ééttéé en fonction des indices. Il correspond au ren fonction des indices. Il correspond au r éésultat qui sultat qui 
sera rendu au prescripteur.  sera rendu au prescripteur.  

�� Le codeLe code --demandedemande qui figure dans la configuration de lqui figure dans la configuration de l ’’analyse analyse 
est le nom du test principal.est le nom du test principal.

�� Ce code est configurCe code est configur éé comme visible avec des valeurs comme visible avec des valeurs 
numnum éériques, des unitriques, des unit éés,  des valeurs de rs,  des valeurs de r ééfféérencerence



Spectre dSpectre d’’absorptionabsorption



Les indices sLes indices séériques au CHU de riques au CHU de 
LiLièègege……

�� Un Un aliquotaliquot de lde l’é’échantillon patient est diluchantillon patient est diluéé dans dans 
du du NaClNaCl 0.9% 0.9% �� mesure de lmesure de l’’absorbance aux 3 absorbance aux 3 
paires de longueurs dpaires de longueurs d’’ondesondes

�� 660/700 nm660/700 nm

�� 570/600 nm570/600 nm

�� 480/505 nm480/505 nm

�� Ces absorbances sont alors multipliCes absorbances sont alors multipliéées par un es par un 
facteur facteur �� une valeur une valeur 

�� 00--1000 mg/dl Lip1000 mg/dl Lipéémiemie

�� 00--1000 mg/dl H1000 mg/dl Héémolyse                               Selon Rochemolyse                               Selon Roche®®

�� 00--60 mg/dl 60 mg/dl IctIctéérere



MMééthodethode

�� SodiumSodium

�� PotassiumPotassium

�� ChlorureChlorure

�� BicarbonatesBicarbonates

�� UrUrééee

�� GlucoseGlucose

�� CKCK

�� PALPAL

�� LDHLDH

�� BBilirubineilirubine directedirecte

�� BBilirubineilirubine totaletotale

�� CholestCholestéérolrol

�� TriglycTriglycééridesrides

�� PhosphatesPhosphates
�� CRPCRP
�� MagnMagnéésiumsium
�� TGOTGO
�� TGPTGP
�� AmylaseAmylase
�� ProtProtééinesines
�� LipaseLipase
�� GGTGGT
�� CalciumCalcium
�� CholinestCholinestééraserase
�� FerFer
�� LactateLactate
�� CrCrééatinineatinine

Les paramLes paramèètres biochimiques stres biochimiques séériques riques éétuditudiééss ::



Revoir les indices de la firme!!Revoir les indices de la firme!!
ICTERE HEMOLYSE

LIPEMIE



METHODEMETHODE

�� Toutes les dToutes les dééterminations ont terminations ont ééttéé effectueffectuéées en es en 
double sur l'automate MODULAR (Rochedouble sur l'automate MODULAR (Roche®®, , 
ManheimManheim, Germany), en utilisant les r, Germany), en utilisant les rééactifs actifs 
fournis par le fabricant.fournis par le fabricant.

�� L'analyse des rL'analyse des réésultats a sultats a ééttéé rrééalisaliséée e àà l'aide du l'aide du 
protocole de validation dprotocole de validation dééfinie par finie par VassaultVassault et alet al. . 

�� CritCritèère dre d’’acceptabilitacceptabilitéé :  variation de +/:  variation de +/-- 10 % 10 % 
par rapport par rapport àà la valeur initiale.la valeur initiale.



PrPrééparation de la surchargeparation de la surcharge
�� BILIRUBINE (BILIRUBINE ( Sigma rSigma r ééfféérence Brence B --4126)4126)

Dans un rDans un réécipient entourcipient entouréé de papier dde papier d’’aluminium, peser 90 mg de bilirubine.aluminium, peser 90 mg de bilirubine.
Ajouter 7.5 ml de soude molaire et aprAjouter 7.5 ml de soude molaire et aprèès dissolution , 22.5 ml ds dissolution , 22.5 ml d’’eau distilleau distilléée. Surcharger e. Surcharger 
rapidement les srapidement les séérums.rums.
La solution de surcharge doit être La solution de surcharge doit être àà ll’’abri de la lumiabri de la lumièère.re.

�� HEMOGLOBINEHEMOGLOBINE
Prendre 5 tubes EDTA, les vider dans grand tube.Prendre 5 tubes EDTA, les vider dans grand tube.
Placer ce tube Placer ce tube àà la centrifugeuse.la centrifugeuse.
Eliminer le plasma.Eliminer le plasma.
Ajouter sur le culot du liquide physiologique, mAjouter sur le culot du liquide physiologique, méélanger, centrifuger, langer, centrifuger, ééliminer la phase supliminer la phase supéérieure, rieure, 
recommencer lrecommencer l’’opopéération trois fois.ration trois fois.
Ajouter de lAjouter de l’’eau distilleau distilléée (1/3 du volume), centrifuger.e (1/3 du volume), centrifuger.
Mettre au congMettre au congéélateur pendant quelques heures (ne pas retirer la phase suplateur pendant quelques heures (ne pas retirer la phase supéérieure).rieure).
Au moment de lAu moment de l’’emploi, sortir du congemploi, sortir du congéélateur, laisser dlateur, laisser déécongeler, centrifuger et doser  congeler, centrifuger et doser  
ll’’hhéémoglobine.moglobine.

�� TURBIDITETURBIDITE
IntralipideIntralipide ou ou structolipidestructolipide 20% 20% ..



Dosage hématologique : ?

Dilution Sérum µl Hémolysat
µl

NaCl 0.9 % 
µl

Conc Hb
µmol/l

Conc Hb g/l

Dil 0 900 0 100

Dil 1 900 5 95

Dil 2 900 10 90

Dil 3 900 20 80

Dil 4 900 35 65

Dil 5 900 50 50

Dil 6 900 75 25

Dil 7 900 100 0

2 séries en double

PrPrééparation des paration des ééchantillonschantillons



RRéésultatssultats

DILUTION Conc Hb g/l CK %
0 0 134 0
5 0,235 138,5 3,35

10 0,47 143 6,71
20 0,94 147 9,7
35 1,645 155 15,67
50 2,35 164,5 22,76
75 3,53 177 32,08

100 4,7 194,5 45,15

REJET

Pas d’interférence significatives en dessous de 94 mg/dl 

Firme pas d’interférence en dessous de 100 mg/dl 

→ INDH: 100



Structolipid 20 % : 200 gr de triglycérides / litre

Dilution Sérum µl Lipides µl NaCl 0.9 % 
µl

Conc lip g/l Conc lip
mg/dl

Dil 0 900 0 100

Dil 1 900 1 99

Dil 2 900 1.25 98.75

Dil 3 900 2.5 97.5

Dil 4 900 5 95

Dil 5 900 10 90

Dil 6 900 20 80

Dil 7 900 50 50

Dil 8 900 100 0

2 séries en double

PrPrééparation des paration des ééchantillonschantillons



RRéésultatssultats

DILUTION Conc lip mg/dl HDL %
0 0 0,331 100
1 20 0,341 3,02

1,25 25 0,3395 2,56
2,5 50 0,339 2,42

5 100 0,3395 2,57
10 200 0,3315 0,15
20 400 0,3235 -2,27
50 1000 0,2985 -9,82

100 2000 0,276 -16,62

Pas d’interférence significatives en dessous de 1000 mg/dl 
→ INDL: 1000
Firme pas d’interférences en dessous de 2000 mg/dl
→ INDL: 2000

REJET



Solution de départ : ?

Dilution Sérum µl Sol Bil µl NaCl 0.9 %
µl

Conc Bil T 
mg/l

Dil 0 900 0 100

Dil 1 900 5 95

Dil 2 900 10 90

Dil 3 900 20 80

Dil 4 900 50 50

Dil 5 900 75 25

Dil 6 900 100 0

2 séries en double

PrPrééparation des paration des ééchantillonschantillons



RRéésultatssultats
ANALYSES HEMOLYSE LIPEMIE ICTERE

NA =
K = =
CL

AMY = =
BCB =
BIC S.O.

BIT = S.O.

CHE = =
CHT =
LDL = =
HDL = =
CPK

CRP = =
FE =
GGT = =
GLD

LDH

LIP = =
MG

P = =
PAL =
PT = =
TG S.O. =
TGO =
UREE = = =
CA = = =
CR = = =
G = = =
LAC = = =
TGP = =



DISCUSSIONDISCUSSION

�� L'importance de ces interfL'importance de ces interféérences chromatiques est rences chromatiques est 
variable selon les mvariable selon les mééthodes de dosages et/ou des thodes de dosages et/ou des 
automates diffautomates difféérents utilisrents utiliséés.s.

�� Dans la pratique quotidienne, Dans la pratique quotidienne, il s'est avil s'est avéérréé que les que les 
sséérums hrums héémolysmolyséés sont de loin les plus frs sont de loin les plus frééquents. quents. 

�� Bien Bien recontrôlerrecontrôler les valeurs des interfles valeurs des interféérences donnrences donnéées es 
dans les inserts de kit des firmes.dans les inserts de kit des firmes.



Merci pour votre attention.Merci pour votre attention.


