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Introduction

Facteurs responsables de la fragilité des
constituants biochimigues.

« Facteurs spécifiques au liguide biologique :

v Contact prolongé du plasma avec les éléments
figurés du sang.

v Dégradation des hématies ou hémolyse.
v Activation et modification des plaguettes.




Introduction

< Facteurs liés a I'environnement de I'échantillon :

v EXposition a la lumiere.
v Température.
v Pression.




Le sujet principal

L es indices |
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Macroscopiquement

Phase pre-analytigue : mise en
évidence d’une interference visible :

> plusieurs inconveénients : subjectif, lent,
difficile a mettre en oeuvre sur les petits
conditionnements et son expression reste

<qualitative
ou
+semi-quantitative(+, ++ ou +++).




Les mécanismes d’interférences

L es interférences visibles relevent
principalement de trois mécanismes

» mécanisme de surcharge provoqu € par
I’lhémolyse (ex : K*, LDH...).

» meéecanisme optigue .

» meécanisme chimique .




Conseéquences

» Les conseguences de ces interferences

sur les parametres sensibles:
> une surestimation

ou
> une sous-estimation des résultats.

» Elles dépendent de plusieurs facteurs :
> nature et concentration de I'élément a doser.
>technique utilisée.
> Intensité de I'interférence visible.




Au CHU...

e Les automates de biochimie r éalisent des
Indices.

e Les indices = d éfinis dans GLIMS en tant
gu’analyses.
o INDH (indice d 'hémolyse) .
o INDI (indice d ’ictere).
o INDL (indice de lip émie).
e Les indices = en entr ée de proc edure.

e Configuration en double de ces analyses

» une analyse qui prendra la valeur brute, transmise par
I’analyseur.

o une analyse qui prendra une valeur interpr  étée en
fonction des indices.




Au CHU...

Les analyses qui peuvent étre affect ees par une ou plusieurs
Interf érences existent sous deux formes

Le code test principal _ qui prend comme mn émonique le méme
nom que le code-demande (le code qui sera encod é) Ce

mn émonique recevra la valeur brute qui provient de

I’analyseur.

Le code -demande qui figure dans la configuration de | ’'analyse

est le nom du test suivide « _raw ». Ce code prend des valeurs

num ériques, des unit és, valeurs de r éférence pas n écessaires,
est un code interne. Le code avec indice _ est le méme code avec
I’extension « _ind » : a ce code correspond unr eésultat

interpr été en fonction des indices. Il correspond aur  ésultat qui
sera rendu au prescripteur.

Le code -demande qui figure dans la configuration de | ’'analyse
est le nom du test principal.

Ce code est configur & comme visible avec des valeurs
num eriques, des unit és, des valeurs de r éférence




EXEMPLE

e EXEMPLE : proc édure URG_INDICES CK
Entr ée de proc édure : CK, INDH, INDL

Sortie de proc édure : CK ind

MISPL associ € :

string result ;

result ;= . InputResult( “CK”).rawvalue ;

if INDL > 250 then
result := “LIP”;
Else EndIf:

If INDH > 500 then
resul t:= “HEM”;
Else

EndIf:

return result;
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Au CHU...

Les analyses qui peuvent étre affect ees par une ou plusieurs
Interf érences existent sous deux formes

Le code test principal _ qui prend comme mn émonique le méme
nom que le code -demande (le code qui sera encod ¢€) Ce

mn émonique recevra la valeur brute qui provient de

I’analyseur.

Le code -demande qui figure dans la configuration de | ’'analyse

est le nom du test suivide « _raw ». Ce code prend des valeurs

num ériques, des unit és, valeurs de r éférence pas n écessaires,
est un code interne. Le code avec indice _ est le méme code avec
I’extension « _ind » : a ce code correspond unr eésultat

interpr été en fonction des indices. Il correspond aur  ésultat qui
sera rendu au prescripteur.

Le code -demande qui figure dans la configuration de | ’'analyse
est le nom du test principal.

Ce code est configur & comme visible avec des valeurs
num eriques, des unit és, des valeurs de r éférence
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Les indices sériques au CHU de
Liege...

e Un aliguot de I'échantillon patient est dilué dans
du NaCl 0.9% - mesure de I'absorbance aux 3

paires de longueurs d’'ondes
e 660/700 nm

o 570/600 nm
» 480/505 nm

e Ces absorbances sont alors multipliees par un
facteur - une valeur
o 0-1000 mg/dl Lipémie

» 0-1000 mg/dl Hémolyse ‘ Selon Roche®
» 0-60 mg/dl Ictére




Sodium
Potassium
Chlorure
Bicarbonates
Urée

Glucose

CK

PAL

LDH

Bilirubine directe
Bilirubine totale
Cholestérol
Triglycérides

Méthode

Les parametres biochimiques serigues etudiés

Phosphates
CRP
Magnésium
TGO

TGP
Amylase
Protéines
Lipase
GGT
Calcium
Cholinestérase
Fer

Lactate
Créatinine




compte de cette dilution lors du calcul du reésultat.

Analyseurs Roche/Hitachi 917/MODULAR P :

Les echantillons d'urine sont dilués automatiquement sur I'analyseur avant
I'analyse dans le rapport 1 + 19 a l'aide d'eau distillée, d'eau désicnisee
ou de solution physiologique de chlorure de sodium. Lanalyseur tient
compte de cette dilution lors du calcul du résultat.

Stabilité :#
Sérum, plasma 7 jours entre 15 et 25°C

7 jours entre 2 et 8°C
3 mois entre -15 et -25°C

2 jours entre 15 et 25°C
6 jours entre 2 et 8°C
6 mois entre -15 et -25°C

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations »

Materiel auxiliaire nécessaire
*  Calibrateur : C.fas. (Calibrator for automated systems), Réf. 10759330
+  Contréles : Precinorm U, par ex. Réf. 10171743 ou
Precinorm U plus, Ref. 12149435
Precipath U, Réf. 10171778 ou
Precipath U plus, Réf. 12149443
Precinorm PUC, Réf. 03121313
Precipath PUC, Réf. 03212H
*  Solution de NaCl 0,9%
*  Eguipement habituel de laboratoire

Mode opératoire

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux
instructions relatives a l'analyseur utilisé indiquées dans la présente
notice. Pour les instructions spécifiques de l'analyseur, se référer

au manuel d'utilisation appropné.

En cas dutilisation de tests non validés par Roche, les performances
analytiques ne sont pas garanties et doivent &tre définies par I'utilisateur.

Calibration

Tracabilité” - la méthode a été standardisée par rapport & la DI-SM

51 : Sclution de MaCl 0.8%

52 : Cfas.

Fréguence des calibrations

Une recalibration est recommandee :

+ calibration blanc tous les 28 jours

* encas de changement de lot de réactif (calibration en deux points)
+ calibration en 2 points si le contréle de qualité l'exige

Contrdle de qualité

Revoir les indices de la firme!!

 Limites d'utilisation - interférences?82.10

/
Ovitere d'acceptabilité : recouvrement = 10% par rapport & Ja valeur
initiNe (concentrations initiales en créatinine de 1 mg/dL dans le
sérumdet de 100 mgfdL dans I'urine).

e significative jusgu'a un |rd|c!| de 25

) y oncorgance satisfaisante
entre la turbidité et Ya_concentratipsl en triglycérides.

Lacide ascorbigue < 300 (1,7 mmel/L} ne géne pas.

Le dobésilate de calcium (Dexium, ;lr@x_) conduit, a partir de

5 mg/L (12,0 pmollL), & des taux de récupgration par défaut
Lhydroxocobalamine (Cyanokit), aux conceniri¥ons thérapeutiques,
conduit & l'obtention de résultats augmentés.

La N-éthylglycine & des concentrations thérapeutiques etNa D L-proline & des
concentrations = 1 mmel/L {115 mg/L) conduisent & des résuhatifat.ssement
élevés. Les antibiotiques & base de céphalosporine n'ont aucune infyence
sur le dosage. Linfuence de 15 medicaments fréquemment adminisire®\a
éte testée in wifro : aucune perturbation du dosage n'a éte observée.

Les échantillons hémolysés de nouveau-nés, d'enfants et d'adultes dont le
taux d'HbF est = 800 mg/dL conduisent & une perturbation du dosage ™
Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macroglobulinémie de Waldenstrom), peut conduire & des résultats emonés.
Lestimation de la vitesse de filtration glomérulaire & partir de la formule

de Schwariz peut conduire & une surestimation.'2

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux données de
I'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats d'autres examens.
Urine

Ictére - pas d'interférence significative par la bilirubine conjuguée

jusgu'a env. 70 mg/dL (1197 pmoliL).

Hémolyse - pas d'interférence significative par 'némoglobine

jusqu'a env. 1000 mg/dL (621 pmal/L).

Lacide ascorbigue < 300 mg/L (1,7 mmolL), le glucose < 2000 mg/dL

(111 mmol/L) et l'urcbilinogéne < 40 mg/dL (676 ymol/L) n'interférent pas

Le dobeésilate de calcium (Dexium, par ex.) et I'a-meéthyldopa

conduisent & des taux de récupération par défaut. Linfuence de 10
medicaments fréequemment adminisirés a été tesiee in vifro . aucune
perturbation du dosage n'a été observée.

Lavages spéciaux : sur les analyseurs Roche/Hitachi, certaines
combinaisons de tests nécessitent la programmation d'étapes de lavage
speciales. Pour de plus amples informations sur les combinaisons

de tests nécessitant des lavages spéciaux, se référer & la derniére

version des listes de contaminations (Carry-over evasion lists) et aux
instructions données dans le manuel de I'utilisateur.

Pour les USA : pour les etapes de lavage particuliéres, se référer




METHODE

e Toutes les determinations ont été effectuées en
double sur |'automate MODULAR (Roche®,
Manheim, Germany), en utilisant les reactifs
fournis par le fabricant.

e L'analyse des résultats a été realisée a l'aide du
protocole de validation définie par Vassault et al.

e Critere d’acceptabilité : variation de +/- 10 %
par rapport a la valeur initiale.




Préparation de la surcharge

BILIRUBINE ( Sigma r éférence B -4126)
Dans un récipient entouré de papier d’aluminium, peser 90 mg de bilirubine.

Ajouter 7.5 ml de soude molaire et apres dissolution , 22.5 ml d’eau distillée. Surcharger
rapidement les sérums.

La solution de surcharge doit étre a I'abri de la lumiéere.

HEMOGLOBINE

Prendre 5 tubes EDTA, les vider dans grand tube.
Placer ce tube a la centrifugeuse.

Eliminer le plasma.

Ajouter sur le culot du liquide physiologique, mélanger, centrifuger, éliminer la phase supérieure,
recommencer I'opération trois fois.

Ajouter de I'eau distillée (1/3 du volume), centrifuger.
Mettre au congélateur pendant quelques heures (ne pas retirer la phase supérieure).

Au moment de I'emploi, sortir du congélateur, laisser décongeler, centrifuger et doser
I’'hémoglobine.

TURBIDITE
Intralipide ou structolipide 20% .




Préparation des échantillons

Dosage hématologique : ?

Dilution Sérum pl Hémolysat NaCl 0.9 %
pl pl

Dil 0 900 0 100

Dil 1 900 95

Dil 2 900 90

Dil 3 900 80

Dil 4 900 65

Dil 5 900 50

Dil 6 900

Dil 7 900

2 séries en double




Résultats

Pas d’'interférence significatives en dessous de 94 mg/dl
Firme pas d’interféerence en dessous de 100 mg/dl
— INDH: 100




Préparation des échantillons

Structolipid 20 % : 200 gr de triglycérides / litre

Dilution Sérum pl Lipides pl NaCl 0.9 %
pl

Dil 0 900 100

Dil 1 900 99

Dil 2 900

Dil 3 900

Dil 4 900

Dil 5 900

Dil 6 900

Dil 7 900

Dil 8 900

2 séries en double




Résultats

Pas d’interférence significatives en dessous de 1000 mg/dI
— INDL: 1000

Firme pas d’'interférences en dessous de 2000 mg/dl

— INDL: 2000




Préparation des échantillons

Solution de départ : ?

Dilution Sérum pl Sol Bil pl NaCl 0.9 %
pl

Dil 0 900 100

Dil 1 900 95

Dil 2 900 90

Dil 3 900 80

Dil 4 900 50

Dil 5 900

Dil 6 900

2 séries en double




Résultats
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DISCUSSION

e L'importance de ces interférences chromatiques est
variable selon les methodes de dosages et/ou des
automates differents utilisés.

e Dans la pratique quotidienne, il s'est averé que les
sérums hémolysés sont de loin les plus frequents.

e Bien recontrdler les valeurs des interférences données
dans les inserts de kit des firmes.




Mercl pour votre attention.




