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JANVIER 2005
Pr. HAJJI Leila

MAI 2018

Pr. AMMOURI Wafa

Pr. BENTALHA Aziza
Pr. EL AHMADI Brahim

*Enseignant militaire

Pédiatrie

Médecine Légale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Maxillo-Faciale
Biochimie-Chimie

Parasitologie

Pharmacie Clinique

Anatomie
Anesthésie-Réanimation
Radiothérapie

Chirurgie réparatrice et plastique
O.R.L

Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Psychiatrie

Médecine préventive, santé publique et

Dermatologie
Rhumatologie

Chirurgie Générale
Ophtalmologie
O.R.L

Microbiologie
Cardiologie
Médecine préventive, santé publique et

Oncologie Médicale

Oncologie Médicale

Anatomie

Chirurgie Générale

O.R.L

Médecine préventive, santé publique et

Chirurgie Générale
Immunologie

Cardiologie (mise en disponibilité)

Médecine interne
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
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Hyg.
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*Enseignant militaire

Urologie

Radiothérapie

Radiothérapie

Médecine interne
Anesthésie-Réanimation

Médecine préventive, santé publique et

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Oncologie Médicale

Anatomie
Microbiologie
Histologie-Embryologie--Cytogénétique

Néphrologie

Chirurgie réparatrice et plastique
Radiothérapie
Génycologie-Obstétrique
Anatomie

Néphrologie

Anatomie
Chirurgie-Générale
Cardiologie
Traumatologie-Orthopédie
Traumatologie-Orthopédie
Anatomie pathologique
Neuro-chirurgie

Anatomie Pathologique
Anesthésie-Réanimation
Pharmacie-Galénique
Virologie
Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Radiologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
O.R.L

Dermatologie

Médecine interne

Physiologie

Chirurgie-Générale

Oncologie Médicale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie
Parasitologie-Mycologie
Médecine préventive, santé publique et

Pédiatrie
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Faciale
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Radiologie

Oncologie Médicale
Traumatologie-Orthopédie
Anesthésie-Réanimation

Chirurgie réparatrice et plastique
Oncologie Médicale
Immunologie

Chirurgie Générale

ccv

Psychiatrie

Médecine des Urgences et des

Traumatologie-Orthopédie
Génétique
Anesthésie-Réanimation
Radiologie

Anatomie Pathologique
Hématologie Clinique
Médecine interne
Médecine interne
Pharmacie Galénique
Néphrologie

Parasitologie
Anesthésie-Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-

Cardiologie
Médecine interne
Radiologie
Psychiatrie
Radiologie
Pédiatrie

Chimie Analytique
Neurochirurgie
Neurologie
Pneumo-phtisiologie
Pharmacie Clinique
Virologie
Hématologie
Néphrologie
Pharmacognosie
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Physiologie

Biochimie-Chimie
Pharmacologie
Histologie-Embryologie
Chimie Organique et Pharmacie

Histologie-Embryologie

Génétique Humaine

Applications Pharmaceutiques
Physiologie Vice-Doyen chargé de la

Pharmacologie

Biologie moléculaire/Biotechnologie
Chimie Organique

Chimie

Pharmacognosie

Pharmacologie

Microbiologie et Biologie moléculaire
Chimie

Biochimie-Chimie

Botanique, Biologie et physiologie

Chimie Analytique
Physiologie

Chimie
Histologie-Embryologie
Chimie

Génétique
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Pharmacologie
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Eau, Environnement
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£ Je prie le bon dieu de te préserver et de t’accorder longue vie et santé.
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de vos espérances que j'ai été digne de la confiance que vous m’avez accordee.
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A notre Maitre et juge de these
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professeur de Biochimie et Chimie :
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ACL
Ac. Urique
AIHA
ALAT
ALB
ALP
AMP
ASAT
BNP
CA
ClQ
CK
CK-MB
CLIA
CLSI
CMV
CQ
CRE
CRP
CT
CVa
CVi
CVg
CVw
DIC
DPD
EBV
ECBU

: Analytical change limit

. Acide urique

: Anémie hémolytique auto-immune

: Alanine Aminotransphérase

. Albumine

: Phosphatase alcaline

: Adénosine monophosphate

: Aspartate aminotransphérase AUR : acide urique
: Facteur natriurétique de type B

: Calcium

: Contr6les de qualité internes
:Creatinkinase

: Isoenzyme MB de la créatine kinase

: Clinical laboratory improvement amendments
: Clinical and Laboratory Standards Institute
: Cytomegalovirus

: Contr6le qualité

: Créatinine

: Protéine C-réactive

: Cholestérol total

: Variation analytique

: Variation intra-individuelle

: Variation biologique inter individuelle

: Variation biologique intra individuelle

: Coagulation intravasculaire disséminée

: Dichlorophényldiazonium tétrafluoroborate
: Epstein barr virus

: Exam cytobactériologique des urines



EDTA
EEQ
EFLM
EQALM

G6PD
GGT
GLU
GR
Hb
HbCO
hCG
HDL
HHb
HIL

ISE
ISO

LDH
LI

LIP
LTO
Mb
NA
NAD(P)

: Ethylénediamine-tétraacétique
: Evaluation externe de la qualité
: Fédération européenne de chimie clinique et de médecine de laboratoire

: Organisation européenne des prestataires externes d'assurance qualité en

médecine de laboratoire

: Glucose-6-phosphate déshydrogénase
: Gamma glutamyl transférase

: Glycémie

: Globules rouges

: Hémoglobine

: Carboxyhemoglobin

: Gonadotrophine chronique humaine
: lipoprotéines de haute densité

: Deoxyhemoglobin

: Hémolyse - ictere- lipémie

. Interférence

: Indice d’hémolyse

: Indice ictérique

: Indice lipémique

- Electrode sélective d'ions chlorure

. International Organization for Standardization
: Coefficient kappa pondéré

: Potassium

: Lipoprotéines de basse densité

: Limite d’interférence

: Lipasémie

: Lab Test Online

: Page 82 tableau

: Sodium

: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate



NFS

NT-proBNP

PAL
PNH
PT
RCV
SD
SFBC
SH GTA
TCL
TDM
TEa
TG
TLC
Tnl
™nT
TnT hs
TTP
UR

Vv
VLDL
VLTA
WG-PRE

: Numération formule sanguine

: N-terminal pro hormone BNP

: Phosphatase alcaline

: Hémoglobinurie paroxystique nocturne
: Protéines totales

: Reference change value

: Fonction de calcul de I'écart type selon Westgard
: Société francaise de biologie clingiue

: Guide technique d’accréditation

: Total change limit

: Tomodensitometrie

- Erreur totale acceptable

: Triglycéride

: Total change limit

: Troponine |

: Troponine T

: Troponin T high sensitivity

: Purpura thrombocytopénique thrombotique
: Urée

: Variation due a I’hémolyse

: Lipoprotéines de trés basse densité

: Variation limite totale acceptable

: Working group for preanalytical phase
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La Biochimie est I’une des disciplines de Biologie médicale qui a bénéficié
le plus des progres en termes d’automatisation, de consolidation des unités
analytiques, d’utilisation de logiciels informatiques ainsi que d’une culture en
management de qualité. 1l en résulte une augmentation spectaculaire de la
cadence des analyses réalisées ainsi qu’une grande amélioration de la précision,
de la justesse et de la reproductibilité des dosages et donc de la fiabilité des
résultats rendus.

L’ensemble de ces progres analytiques n’a cependant pas permis de
s’affranchir des erreurs préanalytiques a l’origine de 65 % des erreurs au
laboratoire. Dans le cadre de I’accréditation des laboratoires, la norme NM NF
EN ISO 15189 stipule que I’influence des interférences sur la qualite des
résultats doit étre documentée. Les substances interférentes les plus étudiées
sont : I’hémolyse, I’ictere et la lipémie. Si cette information figure généralement
sur les fiches techniques, elle est souvent incompléte et parfois d’interprétation
difficile. D autre part, les méthodes de determination de I’interférence varient et
la formulation des résultats n’est pas homogene. Par ailleurs, I’appréciation du
degré de I’hémolyse, d’ictere et de lipémie d’un échantillon, longtemps visuelle
et opérateur-dépendante, bénéficie actuellement d’une possibilité de
guantification adaptée sur les analyseurs de biochimie les plus récents.
Cependant, en I’absence de standardisation, subsiste une hétérogenéité des
pratiques a la fois au niveau des moyens de detection de I’interference, de son
impact sur le résultat, de son expression par le biologiste et aussi de sa
compréhension par le clinicien. La connaissance de la fiabilite des résultats
rendus sur des échantillons hémolyses, lipémiques ou ictériques est donc
nécessaire et permettrait un gain de temps dans la prise en charge optimale des
patients.



Dans notre travail, nous présentons les causes et les mécanismes
d’interférences de I’hémolyse, de I’ictére et de la lipémie, puis nous abordons
les méthodes de leur détection dans les échantillons biologiques. Nous exposons
ensuite les protocoles reconnus pour la vérification au laboratoire de ces
interférences en insistant sur la notion de seuils limites ainsi que sur des
propositions de conduite a tenir lors de la détection d’un échantillon présentant
une association de ses molécules interférentes. Nous terminons notre travail par
la présentation des résultats de publications ayant etudiés les interferences de
I’hémolyse, de I’ictére et de la lipémie sur les dosages des principaux parametres

biochimiques.
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La biologie médicale est une science visant a générer des informations
utiles pour le diagnostic, le pronostic et le suivi thérapeutiqgue de nombreuses
pathologies humaines. La qualité de l'information dépend essentiellement de la
qualité de toutes les activités contribuant a lI'ensemble du processus d'analyse,
c'est-a-dire de la selection des bons tests au bon moment pour le bon patient,
jusqu'a l'interprétation appropriee des résultats des tests et la prise de décisions

médicales adéquates en fonction des données de laboratoire.(1)

La realisation des analyses de laboratoire fait partie d'un enchainement de
processus qui fait intervenir plusieurs professionnels, tous ayant un réle essentiel
dans la prise en charge du patient. La figure suivante récapitule les différentes
étapes constituant le processus d’un prélevement: phase préanalytique,

analytique et post-analytique. (2)

Processus d'un prelevement

5 PROCESSUS ANALYTIQUE !}

= m

PRESCRIPTION g Phase Phase Phase g
§ Pré analytique Analytique Post analytique ;

Prescription | Prélévement | Acheminement Tri Analyse Validation Envoi

enregistrement résultats

linicien  Infirmiére Coursier Personnel de laboratoire Biologiste Secrétaire

Personnel habilité  Ambulancier Médecin

Figure 1 : processus d’un prélévement (2)



A- Phase préanalytique

La phase preanalytiqgue est une etape cruciale qui englobe une série

d'activités a forte intensite manuelle. Elle commence avec la prescription du

médecin du test le mieux adapté aux symptomes du patient, la préparation du

patient pour le test, la collecte, la manipulation, le transport, le stockage et la

préparation des échantillons biologiques. (3)Selon cette définition, la qualité des

échantillons biologiques représente un aspect essentiel pour obtenir des

informations diagnostiques précises et fiables. (3)

La figure ci-apres résume les différentes étapes constituant le circuit du

prélevement (4).

Prescription / interprétation / validation
Cliniciens @ Biologistes

Analyses
cliniques

Prélévements
J'- — Décongélation
o Pracédure Fretraitement
standardisée

Type de tube Analyse

|| protéomigue
Identification
des prélévements
Conditions
s de temperature Type de tube
Délai avant secondaire
fransport
Transport ;
e Traitement
au Centrifugation
Temﬁ?s entre laboratoire Aliquotage...
prélévement

et traitement

Température

Figure 2 : circuit du prélevement (4)



Les procédures nécessaires a l'obtention d'échantillons biologiques
adéquats doivent donc étre congues pour preserver leur intégrité selon les
conditions chimiques et physiques d'origine, qui doivent étre aussi
représentatives que possible de I'état biologique in vivo. Les tests de laboratoire
sont réalises a partir de nombreux fluides biologiques, qui peuvent étre
normalement présents dans l'organisme (sang, urine, liquide céphalo-rachidien,
liquide amniotique, etc.) ou résulter de divers états pathologiques (fluides

cavitaires et kystiques, etc.).(1)

Bien que chaque fluide et tissu biologique puisse étre un échantillon
représentatif pour générer des informations diagnostiques et pronostiques utiles
dans le domaine de la santé et de la maladie, les échantillons de sang sont les
plus utilisés en raison de la simplicité de leur collecte et de la stabilité dans le
temps de la concentration des analytes. Chaque échantillon a des besoins
spécifigues en matiere de collecte et de traitement préanalytique et de
manipulation. Cependant, certains principes généraux caractérisant les
échantillons de sang peuvent étre étendus a tous les autres produits

biologiques.(1)

Bien que la plupart des activités constituant la phase préanalytique sont
réalisées en dehors de I'environnement du laboratoire, ce dernier joue un role
majeur dans la réduction de la vulnérabilité de cette phase, en contrblant
systematiquement les erreurs, en développant des indicateurs de qualité et en
formant le personnel de santé aux meilleures pratiqgues de la phase

préanalytique.(5)



1. La prescription médicale :

Cette démarche débute par le formulaire de demande d'analyse, qui indique

les différentes informations qui suivent (6):
- Nom, sexe et date de naissance du patient
- Numéro d'identification spécifique a I'hOpital
- Service / clinique / adresse

- Nom du médecin demandeur (numéro de téléphone en cas de demandes

urgentes)
- Contexte clinique ou diagnostic
- Examen demandé
- Nature du préléevement
- Heure et jour du prélevement
- Eventuelle médication

Il est essentiel de donner des informations suffisantes pour identifier le
patient. En effet, dans la pratique, des éléments indispensables sont souvent
omis, entrainant un délai dans l'analyse et rendant dans certains cas toute

interprétation des résultats impossible. (6)



2. La préparation du patient : I’état de jeune

Le jelne constitue un élément essentiel assurant des conditions analytiques
optimales.(7) Cependant, il existe une grande hétérogénéité dans la définition du
"jene" actuellement utilisée par les différents établissements de santé, ainsi que
dans la littérature scientifique : 2 heures, 8 heures ou 12 Heures(8). En raison de
I'influence reconnue de l'effet du jelne sur la concentration de nombreux
parametres de laboratoire, il est absolument essentiel de normaliser et

d'’harmoniser les exigences en matiere de jelne pour les tests.(9)

. Les resultats d'un article publié en 2013 par Kackov et Simundic sur la
préparation des patients ambulatoires a la prise de sang, ont révélé des résultats
intéressants (10). Lorsqu'on leur a demandé s'ils étaient a jeun, 93 % (140/150)
des patients interrogés ont confirmé. Cependant, lorsqu'on leur a demandé
d'expliquer la signification de I'état de jelne, seuls 58 patients sur 150 ont été
capables d'identifier correctement I'état de jelne tel qu'il est défini en Croatie par
les recommandations nationales, a savoir 12 heures de jelne apres le dernier
repas (11). La plupart des 82 patients qui pensaient a tort que leur préparation a
I'état de jeline était adéquate, pensaient que le temps exact qui doit s'‘écouler
depuis le dernier repas n‘avait pas d'importance. En outre, 5 patients pensaient
gu'au moins 10 heures devaient s‘écouler et 13 patients pensaient qu'au moins 8
heures devaient s'‘écouler depuis le dernier repas avant le prélevement sanguin
(10).

Il existe une grande hétérogénéité dans les instructions concernant la
préparation des patients aux tests de laboratoire. D'apres les résultats d'un article
publié en 2014 par le groupe de travail sur la phase préanalytiqgue de la
Fedération européenne de chimie cliniqgue et de médecine de laboratoire
(EFLM), le temps qui doit s'‘écouler depuis le dernier repas varie selon les pays



(9). Les recommandations italiennes exigent que le patient soit a jeun pendant au
moins 8 heures, tandis que les recommandations australiennes exigent un jedne
de 10 a 16 heures avant les tests de laboratoire pour le bilan lipidique. D’ou
I’importance d’harmoniser les instructions relatives a la préparation des patients
et de diffuser ces informations aux patients et aux cliniciens (9).

Le tableau suivant montre qu'il existe une grande diversité dans les
recommandations du “jedne™ actuellement utilisees par les professionnels de

santé et dans la litterature selon différents pays.
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Tableau 1: : Recommandations disponibles sur plusieurs sites Internet nationaux de LTO (Lab Test

Online) concernant les exigences de je(ine pour certaines analyses de sang sérique/plasma. (9)

USA

UK

Australie

Allemagne

République tchéque

Italie

Glucose

Un je(ine de 8 heures est
recommandé
(rien @ manger ni a boire

sauf de I'eau)

Un je(ine de 8 heures est

recommandé

Un je(ine de 8-10 heures est

recommandé

Un je(ine de 12 heures est

recommandé

Un je(ine de 8-10 heures est

recommandé

Un je(ine de 8 heures est
recommandé
(rien @ manger ni a boire

sauf de I'eau)

ALP

Le jeline est préférable mais pas

obligatoire pour ce test.

Le jeline est préférable mais
mais pas obligatoire pour ce
test.

Une nuit de jedne est

recommandée*

Une nuit de jedne est

recommandée*

Le je(ine est recommandé

Aucune condition requise

Triglycérides

Un je(ine de 9 a 12 heures est
recommandé

(seule I'eau est autorisée,
I'alcool ne doit pas

ne pas consommer d'alcool
pendant les 24 heures précédant
le test)

Un je(ine de 9 a 12 heures est
recommandé

(seule I'eau est autorisée,
I'alcool ne doit pas

ne pas consommer d'alcool
pendant les 24 heures précédant
le test)

Un je(ine de 10 & 16 heures est
recommandé

(seule I'eau est autorisée,
I'alcool ne doit pas

ne pas consommer d'alcool
pendant les 24 heures précédant
le test)

Un je(ine de 12 & 14 heures est
recommandé

(seule I'eau est autorisée,
I'alcool ne doit pas

ne pas consommer d'alcool
pendant les 24 heures précédant
le test)

Un je(ine de 12 & 14 heures est
recommandé

(seule I'eau est autorisée,
I'alcool ne doit pas

ne pas consommer d'alcool
pendant les 24 heures précédant
le test)

Un je(ine de 8 heures est

recommandé

Bilirubine

Les exigences en matiere de
jeline varient selon les
laboratoires.

Demandez a votre laboratoire
ou fournisseur de soins de santé
pour obtenir des instructions.
Vous devrez peut-étre étre a
jeun (rien que de I'eau) pendant
plusieurs heures avant le test.

Aucune condition requise

Aucune condition requise

Aucune condition requise

Aucune condition requise

Aucune condition requise

*La prise d'un repas peut augmenter légérement la phosphatase alcaline (ALP) pendant quelques heures chez certaines personnes.
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3. Mécanismes d’interférence

Pendant le prélevement, il faut éviter I'némolyse et, dans le cas ou le patient
suit un traitement intraveineux, le sang doit étre prelevé sur un site éloigné (par

exemple, le bras opposé) pour éviter toute interférence.

L'identification correcte de tous les spécimens et leur transport sans delai
au laboratoire doivent étre assurés. Une centrifugation rapide permet la
separation des cellules sanguines et I’obtention du serum ou plasma. Lorsque
I'analyse est retardée ou lorsque les échantillons sont envoyés a des laboratoires
externes, la dégradation des parametres fragiles doit étre évitée par la

congélation ou la réfrigération du sérum ou du plasma.(6)

Les échantillons de sang veineux peuvent étre impropres a l'analyse pour
diverses raisons, notamment les erreurs d'identification, la contamination par des
produits de perfusion, I'hémoconcentration due a une stase veineuse prolongee
pendant la ponction veineuse, un volume d'échantillon ou un rapport
sang/anticoagulant inapproprié, ainsi que la dégradation ou la déetérioration de
I'echantillon pendant le prélevement, le transport, la préparation ou le
stockage.(12)

La majorité des auteurs rapportent que les echantillons hémolysés sont la
cause la plus fréquente de non-conformité des échantillons dans les laboratoires
(40-70%), suivie par un volume d'échantillon insuffisant ou inapproprié (10-
20%), des échantillons biologiques collectés dans le mauvais récipient (5-15%)
et une coagulation insuffisante (5-10%) .(13) Les causes moins fréquentes
d'altération de la qualité des échantillons (soit environ 3 % dans l'ensemble)

comprennent la contamination par les liquides de perfusion (le plus souvent des
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solutions salines ou de glucose),(14) la contamination croisée des additifs des
tubes de sang,(15) les conditions de stockage inappropriées des échantillons ou

les cycles répétés de congélation-décongélation.(16)

Bien que d'autres substances interférentes, en particulier des concentrations
élevees de bilirubine et de lipides, soient connues pour altérer potentiellement la
qualité des echantillons, la présence de ces composés est souvent attribuable a
des causes biologiques (c'est-a-dire l'ictere, la dyslipidemie) plutbt qu'a des
erreurs préanalytiques (a l'exception d'une turbidité élevée du serum ou du

plasma due au non-respect des exigences minimales en matiére de jeline)(9)

La figure suivante récapitule les interferences pouvant survenir au cours du

circuit du préléevement. (17)
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Figure 3 : circuit du prélevement et interférences(17)

Il est essentiel, avant chaque prélevement, de recueillir les renseignements
cliniques du patient, pour différencier les interférences qui peuvent étre la

résultante de certaines pathologies :(18)

- L'hémolyse : I’hémolyse peut étre le résultat d'une infection (par exemple

le paludisme), d'un accident transfusionnel ou d'une anémie hémolytique

-L’ictere : les maladies affectant plus speécifiquement le foie sont
impliquées dans une élévation excessive de la bilirubine dans le sang. Les

fluides biologigues et la peau se trouvent ainsi colorés en brun ou jaune foncé.

14



-La lipémie: le diabete, une pancréatite aigué, une altération du
métabolisme des graisses, un régime riche en graisses ou un syndrome de

Cushing peuvent provoquer un aspect trouble du sérum :la lipémie.

Il est bon a savoir que quelques parametres peuvent étre influencés par des
éléments tels que : I’état de jeune, la variabilité nycthémeérale, la posture etc., et

une standardisation des conditions d'échantillonnage peut s‘avérer necessaire.
B- Les interférences

On définit I’interférence comme une source de perturbation dans la mesure
de concentration d’un élément a analyser en raison d’un autre composant ou
d’une caractéristique de I’échantillon. (19)Elle est donc la conséquence de la
présence d'une substance dans I'échantillon qui modifie la juste valeur du
résultat de la détermination d'un analyte exprimé en concentration ou en activité.
(20)

Les interférences peuvent étre endogénes ou exogenes.

Les interférences endogenes proviennent de substances présentes
naturellement dans I'échantillon du patient. Il peut s'agir de substances naturelles
ou de facteurs liés a la santé : hémolyse (hémoglobine et autres substances),
bilirubine, lipides, protéines, anticorps (auto-anticorps, anticorps hétérophiles),
concentration excessive de l'analyte et substances a réaction croisée, par
exemple le bicarbonate sur I'électrode sélective d'ions chlorure (ISE)(21), les

cétones sur la créatinine par la technique de Jaffé...

L'interférence exogene résulte de substances qui ne se trouvent pas
naturellement dans I'échantillon du patient, tel que les médicaments et leurs

métabolites.
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Dans tous les cas, ces interférences sont des sources d’erreurs qui vont
impacter la fiabilité, la justesse et I’exactitude des résultats. Ainsi, en biologie
médicale I’erreur totale inclut I’erreur analytique et I’erreur liée a la phase
préanalytique et a la phase post analytique. L’erreur analytique correspond a la
différence entre la valeur mesurée d’une grandeur et sa valeur vraie. C’est donc
la somme de I’erreur systématique (erreur de justesse) et de I’erreur aléatoire
(défaut de fidélite). Par ailleurs, les substances interférentes peuvent étre a
I’origine d’erreurs s’ajoutant a I’erreur analytique et donc elles doivent étre
détectées des la phase préanalytique ou pendant la phase analytique et étre a
I’origine d’alertes. Les fabricants de trousses diagnostics et de Kits réactifs
fournissent des informations concernant la sensibilité de chacun de leur dosage
aux principales substances interférentes et ce sur la base d’études faites par le
fabricant. Selon la norme ISO 15189, le biologiste médicale lors de la
vérification des méthodes analytiques peut soit utiliser les données fournisseur,

soit les vérifier afin de satisfaire ses propres critéres de validation.
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A- L’hémolyse :

1. Definition :

L'hemolyse correspond a la rupture de la membrane plasmique du globule
rouge, entrainant la libération de son contenu intracellulaire, contenant une
grande quantité d'hémoglobine. L'hémolyse se traduit, suite a la centrifugation
de I'échantillon de sang total, par une coloration rose a rouge du plasma ou du
serum. La coloration est plus ou moins intense selon la concentration
d’hémoglobine libre.(22) Sur le plan physiologique, I'hémoglobine libre se
retrouve dans le plasma a des concentrations de moins de 0,02 g/L (1,2 umol/L)
ou dans le serum a des concentrations de moins de 0,05 g/L (3,1 umol/L).
L'hemolyse, perceptible visuellement pour des concentrations d‘hémoglobine
libre d'environ 0,1 a 0,3 g/L (6,2 a 18,6 umol/L), est bien identifiable pour une
lyse de 0,5 % des globules rouges qui correspond a 0,5 g/L (31 umol/L)
d’hémoglobine libre. (23,24) La détection visuelle de I'hémolyse peut cependant

étre génée par l'aspect ictérique ou lactescent de I'echantillon.(22)
2. Les causes de I’hemolyse :

On distingue I’hémolyse in vivo et I’hémolyse in vitro. Selon les données
de la littérature, I'némolyse in vivo est en cause dans 3,2 % des échantillons
hémolysés.(23). Ce pourcentage serait par ailleurs variable en fonction des

services cliniques inclus dans les études.
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a. Hémolyse in vitro (25)

Divers facteurs associés au prélevement, a la manipulation, au transport, au
traitement et au stockage des échantillons de sang ont été associés a un risque
élevé de produire des échantillons hémolyses. Il est compréhensible que la
plupart de ces problemes préanalytiques résultent de procédures et/ou de
matériels non adaptés pour la collecte du sang, alors que les problemes de

transport, de traitement et de stockage ne représentent qu'une minorité des
cas.(25)

En ce qui concerne les causes de I'némolyse accidentelle aux urgences,
Burns et Yoshikawa ont examiné les différents facteurs intervenant dans le
processus de prélevement sanguin afin d'identifier ceux qui présentent un risque
accru d'hémolyse(26) . L'analyse des données a montré que les principaux
facteurs contribuant a I'hémolyse mécanique des échantillons prélevés aux

urgences étaient les suivants :

- Prélevement de sang dans le bras distal plutot que dans la fosse

antécubitale,

- Utilisation d'une canule en plastique de petit diametre (c.-a-d. de

calibre 22) plutét que de plus grand diametre (c.-a-d. de calibre 20)
- Remplissage du tube a un niveau inférieur a la moitié d'un tube plein
- Pose prolongée d'un garrot ( >2min )

- Utilisation d'une canule en plastique par rapport a une canule en

métal.
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Par ailleurs, d’autres causes d’hémolyse in vitro ont été rapportées lors de

la procédure de ponction veineuse (35,38):

- Aspiration forte, en particulier lors de la ponction de veines
superficielles. L'aspiration a l'aide d'aiguilles fines devrait provoquer
moins d'hémolyse que l'utilisation de grosses aiguilles, car le débit, la
vitesse d'écoulement et la turbulence sont moindres, et par

conséquent I'némolyse serait plus faible(27)

- Obstruction partielle d'un cathéter veineux ou artériel. En
consequence, l'aspiration est plus intense si I'échantillon est préleve

avec une seringue.
- Agitation trop vigoureuse des tubes preleveés
- Centrifugation du sang avant la fin de la coagulation

- Centrifugation d'échantillons partiellement coagulés provenant de

patients sous anticoagulants
- Pression positive ou négative dans les tubes de prélevement
- Dilution du sang avec une solution hypotonique
- Congelation-décongélation du sang total
- Conservation ou transport du sang total pendant plusieurs jours a

température ambiante

Il est intéressant de noter que le prélevement de sang a l'aide d'une seringue
produit le méme degreé d'hémolyse que celui observé en utilisant un systeme de
tubes sous vide (25) . En effet, bien que le prélevement de sang a l'aide d'une
seringue et le transfert du sang dans le tube primaire soient fermement
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déconseillés en raison du risque biologique élevé lie aux blessures par pigdre
d'aiguille, cette procédure préviendrait le risque bien connu de dégradation
mécanique des globules rouges due a la combinaison de systemes de
prélevement de sang sous vide avec des canules (en raison de la force

d'aspiration excessive du vide a travers la canule.(28)

Au total, I’hémolyse in vitro est de loin la cause la plus fréquente.
Cependant I’exclusion systématique de ces échantillons (avec non-conformité)
est cependant risquée en raison du risque de I'existence d’une hémolyse in vivo
nécessitant le rendu de certains résultats. D’ou I’importance des renseignements

cliniques

b. HéEmolyse in vivo

L'hémolyse in vivo est définie comme la destruction prématurée des
globules rouges dans la circulation, qui peut conduire a une anémie hémolytique
lorsque l'activité de la moelle osseuse est incapable de compenser I'importance
de la dégradation des globules rouges(29) .

Selon le site, I'némolyse in vivo peut étre divisée entre intravasculaire et
extravasculaire. La premiere situation se produit en association avec des
pathologies telles que les prothéses de valves cardiaques, les troubles
héréditaires des GR (par exemple, le déficit en glucose-6-phosphate
deéshydrogénase [G6PD], la sphérocytose héréditaire, les anomalies de I’Hb, le
purpura thrombocytopénique thrombotique [TTP], la coagulation intravasculaire
disséminée [DIC] et I'némoglobinurie paroxystique nocturne [PNH])(30).
L'hemolyse extravasculaire, caractérisée par la dégradation des GR dans la rate
et d'autres organes réticulo-endothéliaux, est typique de I'anémie hémolytique
auto-immune (AIHA) et de la sphérocytose héréditaire. Néanmoins, I'némolyse

intra et extravasculaire peuvent parfois se produire de maniére concomitante.
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Les états hemolytiques acquis peuvent étre dus a des troubles immunitaires,

des produits chimiques et des médicaments toxiques, des agents antiviraux (par

exemple la ribavirine)(31), des lésions physiques des érythrocytes et des

infections.

Le tableau suivant récapitule les causes de I’hémolyse in vivo.

Tableau 2: Liste des différentes causes d'hémolyse survenant in vivo (32)

Causes de I'hémolyse in vivo

Hérite
Défauts d"hemoglobine
Défauts de la membrane RBC
Meétabolisme défectueux des
globules rouges
Déficit en glucose-6-phosphate
déshydrogénase
Déficit en pyruvate kinase
Autres déficits en enzymes

érythrocytaires

Acquis
Causes a médiation immunitaire
Hypersplénisme

Bralures
Infections
Dommages mécaniques en circulation
Erreurs d'immunophénotypage en transfusion

sanguine

Drogues et toxines
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3. Mécanismes d’interférence de I’lhemolyse :

Il s’agit de I’interférence d’apport, de la dilution de I’échantillon et de

I’interférence chimique

a. Interférence d’apport : libération des composants cellulaires dans

I'échantillon

Les analytes les plus exposés a cet effet sont ceux dont la différence de
concentration entre les compartiments intra- et extracellulaires est supérieure a
10 fois. Les analytes les plus abondants dans les GR sont la LDH, le phosphate
inorganique, le potassium, I'ASAT et I'acide folique, qui sont présents dans les
GR a des concentrations 160, 100, 40, 40 et 30 fois supérieures a celles du

sérum ou du plasma, respectivement. (23,33).

L'hemoglobine acellulaire peut contribuer a la mesure des protéines totales
dans le sérum, et peut également affecter I'électrophorése des protéines seriques,
ou les complexes hémoglobine-haptoglobine se déplacent dans les régions o 2-
globuline et B-globuline, tandis que I'némoglobine acellulaire peut migrer sous

la forme d'une bande rougeétre diffuse dans la région pB-globuline. (23)

b. Interférence physique spectrale

L'hemoglobine provenant des globules rouges au cours de I'hémolyse
(c'est-a-dire I'némoglobine acellulaire) peut interférer avec les tests
spectrophotométriques sur une gamme de longueurs d'onde, en fonction d'un
certain nombre de facteurs, notamment la concentration dhémoglobine
acellulaire, la longueur d'onde de mesure, le type de réactif et I'dge de
I'échantillon. L'hémoglobine absorbe fortement a 415 nm (longueur d'onde de

Soret), 540 et 570 nm. L'oxyhémoglobine absorbe entre 531 et 543 nm alors que

23



I’HHb présente un pic d’absorption a 560nm. Les dosages colorimétriques qui
utilisent des mesures d'absorbance dans une ou plusieurs de ces plages sont donc
sensibles aux interférences tel que le fer, la lipase, I'albumine, la y-glutamyl

transferase et les phosphatases alcalines. (34,35)
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Figure 4 : Spectre d'absorbance d'un échantillon de sang. (1) Pic d'absorbance de la HbCO a
530 nm. (2) Pic d'absorbance de I'HHb a 560 nm.(36)
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c. Dilution de I'échantillon

Si I'némolyse est suffisamment prononcée, elle peut provoquer un effet de
dilution pour les analytes. Un biais cliniquement significatif dd a ce mécanisme
ne se produira donc qu'en cas dhémolyse sévere (>3 g/L d'hémoglobine
acellulaire)(37).

d. Interférence chimique

L'interférence chimique est liee aux perturbations provoquées par
I’némoglobine lors de la réaction utilisée pour le dosage des parametres

entrainant une surestimation ou une sous-estimation du résultat rendu.

Ce type d’interférence se produit par de nombreux mécanismes directs et

indirects :

Les mecanismes directs d'interféerence chimique de I'hémoglobine sont

ceux qui interferent avec les réactions chimiques et/ou leurs composants :

- Activité de l'adénylate cyclase des globules rouges a I’origine d’un
résultat faussement élevé de I’activité des créatines kinase des

échantillons hémolyses.

- Inhibition par I'hnémoglobine acellulaire de la réaction de Jendrassik-

Grof a I’origine d’un taux faussement bas de la bilirubine. (38)

Les mécanismes indirects sont ceux qui affectent les analytes par le biais de

certaines modifications de la structure chimique de lI'analyte :
- Précipitation de l'analyte

- Formation de complexes entre lI'analyte et les substances chimiques

libérées par le globule rouge

25



Protéolyse : par exemple, il est bien connu que de nombreux tests
d'immunochimie (par exemple, les tests de troponine) sont affectés par

ce mécanisme. (39)

En résumé, les quatre principaux mécanismes d’interférence connus sont ;

Par dilution : L'effet de dilution causé par la fuite de composants
intracellulaires dans le liquide environnant, en particulier dans les cas
d’hémolyse sévére, peut entrainer des valeurs inferieures de glucose,

de sodium et de calcium (35,40).

Par apport : se produit lorsque les constituants du plasma sont a des
concentrations inférieures a celles des constituants des
érythrocytes. La libération de constituants érythrocytaires peut
entrainer une augmentation des valeurs sériques. Il s’agit des taux de
potassium, de phosphate, d'ASAT et de LDH (23,35).

Analytique spectrale : les pics d'absorbance de I'Hb se produisent a
417, 540 et 575 nm et a 415 nm (onde de Soret). A ces longueurs
d'onde, une interférence spectrophotométrique se produit en raison
d'une augmentation de lI'absorbance optique ou d'un changement de la
valeur a blanc(23,34,41,42). C’est le cas pour les dosages de I'ALP, de
la GGT, de I'amylase et du fer(41-43)

Analytiqgue chimique avec mise en jeu, le plus souvent, des

mécanismes suivants :
o Activité peroxydase de I’hémoglobine avec pour conséquence :

= |nhibition de la formation de la couleur du diazonium et donc

une sous-estimation de la bilirubine.
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= Décomposition du peroxyde d'’hydrogene avec surestimation du

cholestérol.

o Activité adénylate kinase intracellulaire a été attribuée a
I'interférence dans le dosage de la CK avec surestimation des

résultats .
B-Ictére
1. Définition :
L’ictere est défini par un taux excessif de bilirubine dans le sang ou le
plasma. Les fluides biologiques et la peau se trouvent ainsi colorés en brun ou

jaune foncé. (18) A partir d’une concentration de bilirubine libre d’environ 25

umol/L soit 14,71 mg/L , on parle d’un plasma a aspect ictérique(44).
2. Rappel sur la bilirubine :

L'heme est libére lors de la destruction des globules rouges. Elle est d'abord
convertie en biliverdine puis en bilirubine non conjuguée dans les macrophages
du systeme endothélial réticulaire(45). Environ 250 mg de bilirubine par jour

sont produits par un adulte moyen par le catabolisme de la molécule d'heme(46).

La bilirubine non conjuguée est liposoluble et passe facilement a travers les
membranes cellulaires pour se lier a I'albumine dans le sérum, tandis que la
bilirubine libre (non liée) est absorbée par les hépatocytes du foie et convertie en
bilirubine conjuguee. La bilirubine conjuguée est soluble dans l'eau et est
transportée des hépatocytes dans le systeme des voies biliaires ou elle passe
dans les intestins et est excretée dans les selles. Une partie de la bilirubine
conjuguée est réabsorbée dans les intestins et est excrétée par les reins sous

forme d'urobilinogéne. (46,47)
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La figure suivante récapitule le métabolisme de la bilirubine :

o= Hématies
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T O
Plasma O
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O / libre
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Figure 5 : métabolisme de la bilirubine (48)

3. Causes de I’ictére :

L'ictere survient lorsqu'il y a des perturbations le long de la voie

métabolique de la bilirubine, entrainant une augmentation de la bilirubine non
conjuguée (p. ex., due a une destruction accrue des globules rouges ou a une

altération de la conjugaison de la bilirubine) ou de la bilirubine conjuguée (p.

a partir de Ilésions hépatocellulaires ou d'obstructions des voies
biliaires)(46,47).
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L'ictere a la bilirubine libre (ou non conjuguée) est principalement dd a une

hémolyse in vivo dans laquelle la forte quantité de bilirubine produite est

supérieure a la faculté du foie de métaboliser la bilirubine. Un taux élevé de

bilirubine libre peut aussi étre di a une immaturité enzymatique ou a une autre

altération du mécanisme de conjugaison de la bilirubine. Une hausse de la

bilirubine conjuguée est le résultat

le plus fréguemment d'un ictére

choléstatique. (44) Le tableau suivant représente les différents types d’ictéres

Tableau 3: les différents types d’ictéres. (49)

Signes cliniques d’ictére pathologique ou de sévérité ?

CRP, ECBU

Bilan paraclinique de 1" intention

Bilirubinémie libre et conjuguée, albuminémie
Groupe sanguin (meére, bébé), Coombs (bébé), NFS, réticulocytes

v

v

ICTERE A BILIRUBINE LIBRE

ICTERE A BILIRUBINE CONJUGUEE

ICTERES BENINS

ICTERES PATHOLOGIQUES

HEMOLYSE
Incompatibilités maternofoetales
. dans le systeme ABO
*dans le systéme Rhésus
Hémolyses constitutionnelles
« maladie de Minkowski-Chauffard
* déficits en G6PD et pyruvate-kinase

Ictere simple
Ictere au lait de mere

AUTRES CAUSES
Infections maternofcetales

CHOLESTASES INTRAHEPATIQUES
Infections postnatales
« E. Coli
*CMV, EBV, echovirus, hépatites infectieuses
Maladies génétiques et métaboliques
- mucoviscidose, déficit en o1-antitrypsine
< Niemann-Pick
Syndrome d’Alagille (paucité ductulaire syndromique)
Autres : nutrition parentérale prolongée...

Anomalies de conjugaison de bilirubine
- maladie de Gilbert

* maladie de Crigler-Najjar
Hypothyroidie

Résorption d’hématome

CHOLESTASES EXTRAHEPATIQUES
Atrésie biliaire
Autres anomalies des voies biliaires
« kyste du cholédoque
* lithiase biliaire
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4. Mécanismes d’interférences :
Il s’agit d’interférences physiques ou chimiques.

a. Interférences physiques spectrales

Des concentrations élevées de bilirubine dans le sérum ou le plasma
peuvent provoquer une interférence spectrale avec les tests proches du pic
d'absorption de la bilirubine a ~ 456 nm. Les spectres d'absorption des formes
conjuguées et non conjuguees de la bilirubine sont légérement distincts. Certains
auteurs ont affirmé que l'interférence de ces deux formes de bilirubine ne peut
étre etudiée simplement en réalisant des surcharges avec l'une ou l'autre de ces

especes(50).

Le pH du milieu réactionnel influence aussi les interférences de la
bilirubine, a pH=1 la bilirubine présente en effet un maximum a 380 nm alors

qu'a pH=7, celui-ci est situé a 440 nm(34).

La technique d’électrophorese capillaire des protéines seriques est une
méthode facile, fiable et rapide mais exposée a de nombreuses interférences.
Une étude a éte réalisée dans le but de déterminer la perturbation de la bilirubine

sur cette méthode : une analyse de 70 sérums icteriques a été réalisée sur

I’automate Capillarys ™ (Sebia) puis une seconde électrophorése a été
effectuée sur 40 spéecimens suite a une photodégradation de la bilirubine. La

méthode de Jendrassik et Grof et la méthode au biuret sur I’automate Konélab

20i T™ (Thermo Electron Corporation) ont permis le dosage de la bilirubine et
des protides. (51)
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I ] l | I | AR

A/G 0,80 Protides : g/l
Fractions Yo Normales % Normales g/L
Albumine 444 < 55,8-66,1 40,2-47,6
Alpha 1 6,3 > 2,9-49 2,1-3,5
Alpha 2 11,7 7,1-11,8 5,1-8,5
Beta 1 79 = 4.7-7,2 3,4-5,2
Beta 2 7.6 > 3,2-6,5 2,347
Gamma 221 = 11,1-18,8 8,0-13,5

Figure 6 : Etalement de la fraction aloumine pour une bilirubinémie de 218,2 pmol/L. (51)

Le test d'électrophorese des protéines sériques est un examen informatif, en
particulier associé a un commentaire rédige par le biologiste (52). Simplicité,
performances, reproductibilité, robustesse, standardisation, tracabilité et
flexibilité ont éte améliorées grace a I'évolution vers I'électrophorese capillaire.
La lecture du tracé électrophoretique est un peu différente de celle de la méthode
semi-automatique ou manuelle. Cependant, elle nécessite que le biologiste soit
conscient de certaines specificités, notamment concernant les interférences
analytiques. Des concentrations élevees de bilirubine sont susceptibles de
changer faiblement le tracé électrophorétique soit par I’apparition d’une fraction
supplémentaire bien individualisée, soit par un étirement de la fraction de
I’albumine du c6té anodique. Les conséquences de ces interférences sur la
maniére d'interpréter les profils électrophorétiques demeurent également
limitées. Une inspection visuelle attentive des tracés électrophorétiques est

conseillée afin d'identifier ces interférences possibles.(51)
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b. Interférences chimiques

La bilirubine peut réagir chimiquement avec les composants du milieu
réactionnel, notamment en raison de sa nature facilement oxydable. Ce
phénomene se retrouve dans tous les dosages faisant intervenir la réaction de
Trinder(34,53). Les éetudes les plus largement publiées portent sur les effets de
I'interférence de la bilirubine dans les méthodes de Jaffé pour la mesure de la
créatinine. En revanche, l'interférence de l'ictere sur les dosages

immunochimiques est négligeable. (54,55).
C- Lipémie

1. Définition :

La lipémie est une turbidité de I'échantillon causée par I'accumulation de
particules de lipoprotéines, qui peut étre repérée de maniere visuelle pour une
teneur en triglycérides supérieure a 3,4 mmol/L soit 2,95¢/L (56). Comme les
lipoprotéines varient en taille, toutes les classes ne contribuent pas de maniére
égale a la turbidité. Les plus grosses particules, les chylomicrons, dont la taille
est comprise entre 70 et 1000 nm, sont les plus susceptibles de provoquer une
turbidite de I'echantillon. L'accumulation de petites particules, les lipoprotéines

de haute densité (HDL), les lipoprotéines de basse densité (LDL) ne se produit

pas avec les echantillons lipemiques (57).
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2. Causes de la lipemie :

La lipémie est la conséquence d’une augmentation de la production et /ou
d’une diminution du catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides :

VLDL (lipoprotéines de tres basse densité) et Chylomicrons.

Les causes majeures de I'hypertriglycéridémie sont le non-respect de la
période de jeune, la nutrition parentérale, le diabete, I'abus d'alcool, le syndrome
métabolique, le syndrome néphrotiqgue ou I'hypothyroidie ainsi que certains
médicaments dont les inhibiteurs de protease, les cestrogenes et les stéroides
(58,59).

Les patients ambulatoires doivent étre correctement prépares et étre a jeun

avant la réalisation d’un prélevement sanguin

En milieu hospitalier, une certaine proportion d‘échantillons lipémiques ne
peut étre évitée, car les patients sont admis dans les services d'urgence a
differents moments de la journée et a differents intervalles depuis leur dernier

repas.

Chez certains patients hospitalisés, la lipémie peut également étre causée
par un prélevement trop précoce apres l'administration d'émulsions lipidiques
parentérales. Ces préparations (Intralipid®, Fresenius Kabi, Allemagne et
Ivelip®, Baxter Healthcare Corporation, Belgique) sont utilisees comme
nutrition parentérale totale pour les nouveau-nés (60) ou les patients en unité de
soins intensifs (61). Si possible, afin d'éviter la lipémie, I'échantillon doit étre

prélevé au moins 5-6 heures apres I'administration d'Intralipid® (72, 73, 74).
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3. Mécanismes d’interférences de la lipémie :

Les interférences de la lipémie interviennent essentiellement sur les
méthodes spectrophotométriques, turbidimétriques et néphélémétriques c’est a
dire sur les dosages utilisant les méthodes optiques de détection. L’interférence
sur les méthodes immunologiques est moins fréquente lorsque la méthode

utilisée est I’électro chimiluminescence.

a. Interférence physigue et chimigue

L'accumulation de lipoprotéines dans I'échantillon du patient peut interférer
avec les analytes mesurés par des interactions physiques et chimiques. Ceci est
particulierement important dans les méthodes électrophorétiques. Bossuyt et al.
ont décrit l'interférence de la lipoprotéine dans I'électrophorése capillaire des
protéines seriques (63). En analysant des échantillons de patients présentant une
concentration accrue de triglycérides, ils ont détecté une morphologie anormale
de la fraction a2-globuline. Ils ont également reproduit ce résultat en dopant des
échantillons natifs avec des échantillons contenant une concentration élevée de
triglycérides. La hauteur du pic était corrélée a la concentration de triglycérides,

ce qui suggere que l'interférence était présente de maniere dose-dépendante(56).
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Corrélation entre la concentration en TG et la concentration en Intralipid®

y=21,731x+ 0,564
R=0,999

Concentration en triglycérides (mmoll)

Q 0,1 0.2 03 0.4 05 06 07

Concentration en Intralipid® (g/L)

Figure 7 : Corrélation entre la concentration en Intralipid® et la concentration en
triglycérides
En abscisse la concentration d’IntraIipid® en mg/dL, en ordonnée la

concentration mesurée de triglycérides en mmol/L (17)

La lipémie peut également interférer de maniére non spécifique dans divers
Immunoessais. Les lipoprotéines peuvent interférer avec la réaction antigéene-
anticorps en bloquant les sites de liaison des anticorps. Cela peut se produire
méme lorsque les anticorps sont liés a une surface solide. Selon la nature de la
réaction, l'interférence peut entrainer un résultat faussement élevé ou faussement
bas (56).
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b. Interférence spectrale

Ce mécanisme est probablement le moyen le plus courant par lequel la
lipémie affecte les résultats des tests de laboratoire. Les particules de
lipoprotéines présentes dans I'échantillon peuvent absorber la lumiere. La
quantité de lumiére absorbée diminue de 300 a 700 nm, sans pic d'absorption

spécifique entre les deux (64).

Par conséquent, les méthodes qui utilisent des longueurs d'onde inférieures
sont plus affectées par la lipémie, car I'absorbance est la plus elevée dans cette
partie du spectre. De nombreuses méthodes de chimie clinique (comme l'alanine
aminotransferase, ALAT ; l'aspartate aminotransférase, ASAT ; le glucose)
utilisent la reaction NAD(P)+ < NAD(P)H + H+ comme réaction indicatrice
pour déterminer la concentration ou l'activite de l'analyte. La modification de
I'absorbance étant mesurée a 340 nm, la plupart de ces methodes sont fortement

affectées par la lipémie(56).

La direction et I'ampleur de l'interférence de la lipémie dans les méthodes
spectrophotométriques dependent de la longueur d'onde de la réaction, de la
direction de la réaction (il s'agit d'une réaction indicatrice mesurant
l'augmentation ou la diminution de I'absorbance) et de la mise a blanc de la
méthode. Il est donc possible que la direction et I'étendue de l'interférence
different lors de la comparaison de difféerentes méthodes pour le méme

parametre. (65)

Cela a éeté confirmé dans une étude publiée par Nikolac et Simudic (66) qui
ont étudié I'influence de la lipémie induite par I'Intralipid® sur plusieurs tests de
chimie clinique en utilisant des réactifs et des plateformes analytiques de trois
fabricants (Cobas® 6000 <c501> de Roche, AU680 de Beckman Coulter et
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Dimension Vista System de Siemens). Pour certains des parameétres testes, la
direction et I'étendue de linterférence de la lipémie étaient similaires, par
exemple, les trois fabricants n'ont montré aucune influence significative sur la
concentration de CRP (protéine C-réactive) et une influence négative
significative sur la mesure de la créatinine. En revanche, les résultats différaient
sensiblement pour la mesure de la concentration de bilirubine. Le réactif
Siemens (diazo-réaction) présentait un fort biais positif, le réactif Roche (DPD -
dichlorophényldiazonium tétrafluoroborate) un fort biais négatif, tandis que la
méthode Beckman Coulter (également DPD) n'était pratiguement pas affectée
par la lipémie (66). D'autres auteurs ont également constate des différences dans
I'ampleur de [l'interférence de la lipémie entre différents reactifs pour la
détermination de la bilirubine (67,68). L'influence de la lipémie differe ainsi

selon les fabricants, méme si la méme méthodologie utilisée est la méme . (69).

¢. Non-homogénéité de I'échantillon

Apres centrifugation, les particules se répartissent en fonction de leur
densité : les chylomicrons et les particules VLDL ont une faible densité et seront
donc situés en haut du tube, formant une couche distincte. Les constituants du
plasma se répartissent entre les couches en fonction de leur polarité : les analytes
hydrophobes se répartissent dans la phase lipidique. Par conséquent, les analytes
solubles dans la phase aqueuse (petites molecules, électrolytes) ne seront pas

présents dans la partie supérieure du tube.(56)

Lors de I'échantillonnage pour la mesure, la plupart des analyseurs
prélévent I'echantillon dans la partie supérieure du tube, en utilisant des capteurs
pour empécher l'aiguille de s'enfoncer trop profondement dans le tube. Cela peut

entrainer une concentration faussement réduite d'électrolytes et de métabolites.
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L'inverse est valable pour les substances apolaires (certains médicaments, ou les
hormones stéroides) qui s‘accumuleront dans la couche lipidique supérieure, et
leur concentration sera faussement diminuée dans la partie inférieure du
tube(56).

d. Effet de déplacement de volume

Ce mécanisme affecte fortement la concentration des électrolytes. Le
plasma normal se compose d'environ 92 % d'eau et de 8 % de lipides. Dans
I'echantillon lipémique, la proportion de la phase lipidique augmente et peut
atteindre 25 %. Les analytes qui ne sont pas distribués dans la phase lipidique
(c'est-a-dire les électrolytes) sont distribués dans la partie aqueuse qui ne
représente plus que 75 % de I'échantillon. Les méthodes qui mesurent la
concentration d'électrolytes dans le volume total du plasma (y compris la phase
lipidique), comme la photométrie de flamme ou la potentiométrie indirecte,
donnent une concentration d'électrolytes faussement diminuée en raison de la
forte dilution avant I'analyse. En multipliant le résultat obtenu apres la mesure
par le volume plasmatique total, on obtient une erreur dans la concentration des
électrolytes. Cet effet est observé sur des échantillons fortement lipémiques
(plus de 17 mmol/L de triglycérides)(56).

La formule suivante de correction de la natrémie en fonction du taux des

lipides a été proposée en cas de I’utilisation de la potentiométrie indirecte :
Fausse hyponatrémies : correction de la natrémie

Si hyper protidémie (>80g/L) ou hyperlipidémie (>30g/L): fausses
hyponatrémies par potentiométrie indirecte : formules de correction, tenir

compte du vrai volume d’eau plasmatique
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Natrémie corrigée = natrémie mesurée + 0,025 x protidémie
Natrémie corrigée = [ natrémie mesurée /1000- (protides + lipides)] x 1000

Les méthodes qui mesurent la concentration des électrolytes uniquement
dans la phase aqueuse sans dilution (potentiométrie directe), mesurent la
concentration réelle et ne sont pas affectées par la lipémie. Les résultats de la
mesure de la concentration des électrolytes sont similaires en utilisant la
potentiométrie directe et indirecte, s'il n'y a pas de perturbation de la phase
aqueuse dans I'échantillon, les différences entre les méthodes sont en corrélation

avec le degré de lipemie .(56)
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I1l. METHODES DE DETECTION DE L’HEMOLYSE, DE
L’ICTERE ET DE LA LIPEMIE DANS LES ECHANTILLONS
SERIQUES ET PLASMATIQUES

A- Détection visuelle

La méthode la plus simple pour évaluer les indices sériques est l'inspection
visuelle, une pratique encore courante dans les petits laboratoires cliniques et/ou
ceux qui ne disposent pas d'instruments pour détecter ces interférences(28,64).
Cette appréciation différe d’un individu a un autre selon la capacité de I’individu

a distinguer I’intensité des couleurs mais aussi en fonction de son expérience
(12).

Pour I'némolyse, les différences de couleur subtiles des échantillons
peuvent étre difficiles a distinguer, surtout si d'autres facteurs comme la lipémie

sont présents. La figure 8 présente les différents aspects pouvant étre observés

Figure 8 Aspect selon I’intensité de I’hémolyse

en fonction de I’intensité de I’hémolyse

A : limpide

B : 1égérement hémolysé
C : hémolysé

D : fortement hémolysé

41



Pour la lipémie, le degré de turbidité est visuellement difficile a résoudre ;
au-dela d'un certain point, I'eil humain ne percoit pas facilement les différences
car le plasma/sérum apparait simplement trouble et opaque. La mesure des
triglycérides dans le plasma ou le sérum permet d'évaluer approximativement le
degré de lipémie, mais la relation entre les triglycérides et la turbidité est
complexe et non linéaire(56,64,73). En général, la lipémie peut étre détectée
visuellement si la concentration de triglycérides dans I'échantillon du patient est
supérieure a 3,4 mmol/L soit 2,95/L (74).

La figure 9 présente les différents aspects pouvant étre observés en

fonction du degré de turbidité

Figure 9 : Aspect selon I’intensité de la lipémie
A : limpide
B : 1égerement trouble
C : opalescent
D : lactescent
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La détection visuelle de la lipémie dans le sérum donne des résultats tres
hétérogenes. Dans une étude des meéthodes de detection de la lipémie, il a été
découvert qu'il y a un degré modéré de concordance entre 6 techniciens de
laboratoire dans la détection visuelle de la lipémie (coefficient kappa ponderé, K
= 0,70 (IC 95 % = 0,63-0,77) (75). Les resultats pourraient méme étre moins
bons si un plus grand nombre de membres du personnel de laboratoire est

impliqué dans le processus (75).

Dans les échantillons de sang complet, la détection visuelle est tres difficile
et peut étre observée a une concentration de triglycérides beaucoup plus élevée
(plus de 11,3 mmol/L soit 9,8g/L ) (74). Pour cette raison, la lipidémie de

I'échantillon de sang complet reste souvent non détectée.

Pour I’ictere (figure 10), la détection visuelle est également sujette a une

grande variabilité interindividuelle, surtout s’il est associé a I’hémolyse.

I I h'll

Figure 10 : Aspect selon I’intensité de I’ictére

A : limpide
B : l1égerement ictérique
C :ictérique

D : trés ictérique
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B- Méthode spectrophotométrique de détection des indices
d’Heéemolyse, d’ictere et de lipémie HIL

1- Principe
La plupart des autoanalyseurs utilisent le méme principe pour mesurer
I'indice HIL. La présence éventuelle d'hémoglobine acellulaire, de turbidité ou
de bilirubine peut étre évaluée par une détermination spectrometrique simple,
économique, rapide et directe, en utilisant des lectures multichromatiques et des
équations pour compenser le chevauchement spectral potentiel de ces

substances.

La figure 9 montre les spectres d'absorbance de I'némoglobine, de la bilirubine

et de la lipemie.

Absorbance

Sih

200 350 400 450 500 S50 600 650 700
Wavelength (nm)

Figure 11 : Spectres visuels de I'némoglobine, de la bilirubine et de la lipémie(76-78)
En rouge : spectre visuel de I’hémoglobine
En jaune : spectre visuel de la bilirubine

En gris : spectre visuel de la lipémie
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Cependant lors de I’étude de [I’interférence de I’hémolyse, selon les

automates et selon les fournisseurs, peuvent varier :
- Lanature de I’interférant
- Longueurs d’ondes mesurées

- Mode d’évaluation de I’interférence : taux d’hémoglobine brut, ou

indice d’héemoglobine (semi-quantitative)

Pour la lipémie, elle peut généralement étre mesurée sans chevauchement
avec I'némoglobine ou la bilirubine en prenant une longueur d'onde primaire de
650 nm ou plus, avec la mesure secondaire a une longueur d'onde plus grande.
Les mesures de I'hnémoglobine, qu'elles soient effectuées autour de 570 ou 415
nm, doivent tenir compte de la contribution de la lipémie a I'absorbance. Pour ce
faire, on applique au résultat un facteur de correction basé sur la lipémie
mesurée de I'échantillon. (79) . Par ailleurs, il est a noter que des résultats
faussement positifs peuvent se produire en présence d'une turbidité de
I'échantillon qui n'est pas due a l'accumulation de lipides, mais a d'autres
molécules. Il existe plusieurs articles décrivant un indice L faussement élevé
avec des valeurs lipidiques faibles dans le cas ou des paraprotéines sont
présentes dans I'échantillon (80,81). Ces articles soulignent méme [l'utilité
clinique de la mesure de l'index lipidique pour détecter la protéine M chez des
patients autrement asymptomatiques. En outre, un résultat faussement positif a
été observé en presence d'un produit de contraste (colorant bleu patient V utilisé
lors d'une chirurgie du cancer) (82). Dans ces cas de resultats cliniguement peu
clairs, d'un indice lipidique inhabituellement élevé qui ne correspond pas aux
caractéristiques cliniques du patient, une inspection visuelle supplémentaire de

I'échantillon pourrait aider a déterminer I'origine de la turbidité. (56)
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Les mesures de la bilirubine doivent utiliser des facteurs de correction pour
tenir compte de la lipémie et de l'absorption de I'hémoglobine. Certains
instruments prennent des mesures a plus de trois paires de longueurs d'onde pour
calculer les indices sériques. Dans ces cas, les equations de correction sont plus
compliquees, mais elles consistent généralement a additionner la difféerence de
chaque paire de longueurs d'onde mesuree et a multiplier la somme par un

facteur propre(83).

Il en résulte, dans tous les cas, la génération de données pour les trois
indices seriques ou plasmatiques, conventionnellement définis comme l'indice

d’hémolyse (I-H), I'indice lipémique (I-L) et I'indice ictérique (I-1).

2. Expression des indices HIL par les fournisseurs

Les résultats doivent étre préférentiellement exprimés en concentration
relative de la substance interférente (84):

- g/L d'hémoglobine pour I-H

- umol/L de bilirubine pour I-I

- mmol/L de triglycérides pour I-L.

Cependant, il existe encore une grande hétérogenéité entre les fabricants
concernant le mode d’expression des indices d’hémolyse, d’ictére et de lipémie,
le choix des différentes longueurs d’ondes (mais presque tous utilisent des
combinaisons de deux ou plusieurs longueurs d'onde), les algorithmes de calcul
des indices, ce qui engendre une différence dans le taux de I’interférence qui est

hétérogene selon la technique employeée. (85)

Un autre probleme est I'absence de standardisation entre les fabricants en

ce qui concerne les valeurs des indices. Certains utilisent des échelles semi-
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quantitatives, tandis que d'autres sont presque entierement qualitatives. Selon la
plateforme utilisée, Beckman Coulter exprime ses résultats pour I'indice L de 0 a
5 (84), et Siemens de 1 a 6 (86), tandis qu'Abbott et Roche utilisent des échelles
continues qui correspondent a la concentration d'Intralipid® utilisée dans les
études de simulation. (56). Il est a noter que I'échelle semi quantitative
correspond mieux a l'inspection visuelle de I'échantillon, tandis que I'échelle
continue donne une meilleure corrélation entre l'intensité de l'interférence et
I'effet sur le résultat mesuré. En raison de ces problemes, bien que I'évaluation
intra-laboratoire de la lipémie soit considérablement normalisée, les résultats des
indices HIL ne peuvent pas étre comparés entre les plateformes des différents

fabricants et une harmonisation est donc necessaire dans ce domaine. (56)

Le tableau 4 récapitule un exemple d’informations données par les

fabricants de réactifs sur les indices HIL
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Tableau 4: Informations des fabricants sur les indices hémolytique, ictérique et lipémique. (79)

Longueurs d'onde mesurées (nm)

Volume de Volume de
lipémie hémolyse ictere I’échantillon diluant dilution rapport
oL oL
500/524; 500/524;
Abbott Archi 572/604; 5721604, 72/604; 53 Sali 200 Semi quantitatif
ott Architect 572/804 628/660 5 ; . alin a emi quantitati
628/660
410/480; 480/570; . o
Beckman Coulter AU 660/800 1.6/2.0 Salin 150 Semi quantitatif
600/800 600/800
Beckman Coulter 340,410,470, = 340,410,470, = 340, 410, 470, _ _ o
DxC/Synchron 14 Tampon tris 200 Semi quantitatif
600, 670 600, 670 600, 670
O e 700 522-750 507-776 350 Néant 0 Quantitatif
Fladre Lk 659/800 583/629 480/512 5 Salin 125 Quantitatif
Roche Modular 6607700 570/600 480/505 8 salina 200 Quantitatif
i i Semi quantitatif
S AT 658/694 571/596 478/505 5 salina 100 o
ou quantitatif
Siemens Dimension 700
Vista 405/700 452/700 10 eau 165 Semi quantitatif

a: Leréactif 1 de certains tests peut également étre utilisé. Les réactifs ASAT ou ALAT sont recommandés.

b :Le test ne consomme pas d'échantillon (la mesure est effectuée a I'extrémité de la sonde d'échantillonnage).
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3. Controle interne de qualité des indices HIL

Les indices HIL doivent étre validés avant d'étre mis en ceuvre dans les
pratiques de laboratoire de routine. Les matériels commerciaux d’EEQ et de
CIQ commencent seulement a étre disponibles. Une directive du Clinical
Laboratory Standards Institute CLSI C56-A (Hemolysis, Icterus, and
Lipemia/Turbidity Indices as Indicators of Interference in Clinical Laboratory
Analysis) donne des instructions detaillées sur cette pratique (87). Les controle
internes de qualité doivent étre effectués quotidiennement car ils visent
principalement a identifier les erreurs aléatoires qui peuvent compromettre a la
qualité des tests et a la sécurité des patients, comme le reconnait clairement la
norme d'accréditation 1SO 15189:2012. (88,89). En I’absence d'échantillons
commerciaux, un laboratoire doit préparer ses propres normes a partir
d'échantillons de patients ou d'échantillons surchargées. (56). L'utilisation de
matériaux de CQ préparés en interne doit étre considérée comme une
perspective intéressante, car elle permettrait potentiellement d'économiser des
ressources economiques et de surmonter certaines limitations inhérentes aux CQ

commerciaux .(90,91)

- Sélection du matériel de CIO :

Le contrble interne de qualité doit comprendre au moins deux niveaux

différents pour chacune des trois substances interférentes (c'est-a-dire H, L et I)

Chaque matériel CIQ doit étre spécifique pour chacune des trois substances
interférentes :en raison d'un chevauchement spectral important entre
I'némoglobine, la bilirubine et les triglycérides (84), les matériaux CIQ doivent

étre congus pour étre spécifiques a chaque substance interférente, contenant
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ainsi une concentration indétectable des deux autres composés. Cela permettrait
de vérifier la performance de chaque indice HIL avec plus de précision, évitant
ainsi les interférences potentielles dues au chevauchement des spectres
d'absorption. (83,92)

La selection des niveaux possibles de CIQ pour les indices HIL devrait étre
principalement basée sur des seuils de décision pratiques, qui déclencheraient
des decisions quant a savoir si I'échantillon est approprié ou non pour la
publication des résultats du test.(93) Selon cette regle empirique, il semble
judicieux de suggerer que le niveau de CIQ "élevé" devrait contenir une
concentration de substances interférentes qui peut toujours introduire un biais
cliniquement significatif dans les résultats de test, le niveau de CIQ "moyen"
devrait contenir une concentration de substances interférentes tres proche de la
limite d'interférence cliniguement significative, tandis que le niveau de CIQ
“faible” doit contenir une concentration de substances interférentes qui ne
genere pas de biais analytique ou significatif dans les resultats des tests, comme
expliqué en détail dans un document de consensus publié par le WG-PRE [13],
en reconnaissant qu'a un méme niveau, l'effet de l'interférence peut varier entre
différents tests. (94)

- Préparation interne des matériaux de CIO : la méthode des surcharges

Le pool de niveau élevé pour le I-H (c.-a-d., ~4 g/L) peut étre obtenu en
genérant une fausse hémolyse en utilisant des moyens chimiques (en ajoutant de
la saponine), mécaniques (sonication, aspiration répétée avec une aiguille de

calibre < 23) ou physiques (congélation pendant la nuit a -20 °C) [29,30].
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Le pool de niveau élevé pour le I-L (c'est-a-dire ~11 mmol/L) peut étre
obtenu en dopant de l'intralipide ou d'autres solutions contenant des lipides dans
un pool de sérum ou de plasma, jusqu'a la concentration finale souhaitée de
triglycérides, comme décrit ailleurs [30].

Enfin, le pool de niveau élevé pour le I-1 (c'est-a-dire ~125 umol/L) peut
étre préparé en regroupant du sérum ou du plasma de routine affichant une tres
forte concentration de bilirubine.

Les deux autres niveaux de CQI peuvent ensuite étre obtenus en diluant les
pools de niveau élevé avec des pools de sérum ou de plasma contenant des
valeurs indétectables de tous les éléments HIL, comme le préconise également
le document C56-A du CLSI. (94)

En commencant par une quantité initiale de 100 ml pour produire le niveau
"elevé" de chaque indice HIL, puis en effectuant des dilutions en série 1:2 (c'est-
a-dire 50 ml + 50 ml), il sera possible de générer environ 96 aliguotes de ~0,5
ml chacune plus une aliquote de 2 ml (a utiliser pour fixer les objectifs de
performance). Cela permettra un contréle interne de la performance HIL
pendant environ 48 jours ouvrables (en effectuant le controle interne deux fois
par jour).

Bien que la préparation des matériaux de CQ I-H et I-L semble
relativement simple et directe, la préparation des matériaux de CQ pour le I-I
nécessite l'identification d'un grand nombre d'échantillons ictériques. Cela ne
serait pas facile dans certains laboratoires, de sorte qu'une autre procédure peut
étre utilisée, qui reflete globalement celle décrite pour le I-L. En bref, un pool
d'échantillons de sérum ou de plasma peut étre préparé, puis un stock de
bilirubine exogéne (préalablement dissous dans du NaOH 0,2 N) peut étre ajouté
au pool de plasma ou de sérum, pour atteindre une concentration finale de
bilirubine totale de ~125 umol/L, comme décrit ailleurs. (95)
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Toutes ces procedures sont alignees sur celles suggérées par le document
C56- A du CLSI (76). Notamment, les différentes formes moléculaires de la
bilirubine peuvent générer des interférences hétérogenes en utilisant divers
essais de laboratoire, tandis que les formes moléculaires de la bilirubine peuvent
également produire un biais différent en utilisant une méthode identique sur
différents instruments. La grande majorité des études d'interférence ont été
réalisées par des entreprises commerciales en utilisant des stocks commerciaux
de bilirubine non conjuguee, ce qui peut donc ne pas reproduire directement le
biais possible dd a la bilirubine totale élevée dans le sérum ou le plasma (96).
Les produits commerciaux contenant les deux formes (c'est-a-dire conjuguée et
non conjuguee) sont disponibles sur le marché et sont donc préferables pour

réaliser des études d'interférence. (94)

Les seuils proposés dans ce document sont purement indicatifs, bien qu'ils
aient été adoptés a partir des données de la littérature scientifique disponible
(64,97) et du document C56-A du CLSI (76). Par conséquent, les laboratoires
peuvent ajuster leurs niveaux de CIQ internes en fonction des seuils
d'interférence adaptés a l'instrumentation locale, aux réactifs et aux tests
effectués. Il est important de noter que l'ensemble de la procédure doit étre
repris lorsque le nombre d'aliquotes restants est proche de 10. Cela laisse
suffisamment de temps pour préparer un nouveau matériel CIQ interne qui sera

testé lorsque le premier matériel sera épuisé. (94)
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- Recommandations sur stockage et l'utilisation des échantillons de

ClO:

Les pools devraient étre divisés en aliquotes identiques de ~0.5 mL,
dans des gobelets en plastique bouchés, plus une aliquote de plus
grand volume (~2 mL) qui sera utilisée pour établir les objectifs de
performance des CIQ.

-Tous les bouchons en plastique doivent étre étiquetés de maniere non
équivoque afin d'éviter les erreurs de correspondance.

Placer les aliquotes dans une boite, a I'abri de la lumiére et étiquetée
avec le type de flacons contenus et la date de préparation
-Les aliquotes peuvent étre conserveées a -20 °C (ou -80 °C) pendant 6
mois. -Avant l'utilisation quotidienne, les aliquotes doivent étre
décongelées a température ambiante ou a 37 °C pendant au moins 30
minutes.

Les aliquotes doivent étre mélangées avec précision a l'aide d'un
vortex avant d'étre utilisées.(94)

- Recommandations pour I'évaluation des CIQ :

Les tests de CIQ doivent toujours étre effectués pour valider la
performance des indices HIL dans des conditions de routine et
d'urgence.

Les CIQ doivent étre effectués au moins deux fois par jour,
conformément aux réglementations et protocoles locaux idéalement
avant de commencer la session d'analyse du matin et 8 a 12 heures
plus tard (ou a la fin de la session d'analyse pour les laboratoires qui
ne travaillent pas sur place).(94).
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- Contrairement a la mesure des CIQ pour d'autres types de tests de
diagnostic, I'évaluation des indices HIL n'implique pas I'utilisation
d'étalonnage ou de réactifs spécifiques.

- Tous les résultats quotidiens des indices HIL doivent étre enregistres
et stockés avec précision, en particulier si ces tests sont inclus dans
I'accréditation 1SO 15189:2012. (88)

- Objectifs de performance des CIO :

-Selon la Conférence stratégique de Milan, les objectifs de performance
pour les phases extra-analytiques devraient en principe étre basés sur les mémes
modeles que pour la phase analytique. Par conséquent, les objectifs de
performance des indices HIL doivent étre estimés en utilisant les données des
indices HIL collectées avec 20 mesures consécutives en une seule fois le méme
jour pour chaque aliquote de CIQ HIL congelé et décongelé. L'utilisation
d'aliquotes congelés-décongelés pour fixer les objectifs de CIQ (c'est-a-dire
I'aliquote de 2 ml) peut étre préférable, car la congélation initiale peut générer
un biais dans les valeurs mesurées des indices HIL. (94)

-Les tests permettant de fixer des objectifs de performance peuvent alors
étre effectués apres 24 heures de congélation. Des statistiques spécifiques
doivent alors étre réalisées, notamment le calcul de la valeur moyenne et de son
écart-type (ET). Avant d'effectuer ces calculs, il faut verifier que les données
présentent une distribution normale (ou gaussienne). En cas de donnees
asymetriques, il peut étre nécessaire de les corriger en utilisant des méthodes de
transformation logarithmique, Box-Cox ou autres. Les valeurs aberrantes
peuvent étre identifiées et éliminées a l'aide des tests correspondants (par
exemple, le test de Grubbs). Cependant, il doit rester au total au moins 20
mesures valides pour le calcul des limites cibles. (94)
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--Le CIQ des indices HIL doit étre intégré dans la pratique de routine du
laboratoire pour le contréle du CIQ, c'est-a-dire par la représentation graphigue

des donnees sur des cartes de controle Levey-Jennings ou similaires.

Les résultats sont inacceptables lorsqu'une seule valeur des matériaux DE
CIQ dépasse de £+ 3 ET sa valeur cible moyenne (violation de la régle de
Westgard 13S). D'autres regles de Westgard peuvent étre appliquées pour une
surveillance continue et une action opportune en cas de dégradation des mesures

IQC (par exemple, regle 15, regle 225, 135, Rus, ..., etc).(98)

Comme I'a approuve le CLSI, I'objectif de performance possible pour les
indices HIL peut étre défini en utilisant la regle 13S (c'est-a- dire que les
résultats seront inacceptables lorsqu'une seule donnée de CIQ est supérieure a 3
SD par rapport a la valeur cible moyenne). Lorsque les résultats de l'un des
matériaux de CIQ utilisés pour contréler la performance des indices HIL sont
supérieurs a 3 SD par rapport a leur valeur cible moyenne, les résultats générés
par cet indice sérique spécifique sont donc inacceptables et ne doivent pas étre
pris en compte pour decider si I'échantillon peut étre testé ou non. (94). La
décision d'utiliser la regle du 13S est soutenue par la preuve que les résultats des
indices HIL générés par certains analyseurs commerciaux sont basés sur des
échelles étroites et semi-quantitatives (c'est-a-dire 5 a 6 points), de sorte que le
calcul de l'ecart-type peut étre difficile. Une approche de substitution peut
consister a définir des specifications de qualité en fonction du résultat clinique,

de la variation
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Gestion des données de CIO inacceptables

Lorsque les résultats des indices HIL n'atteignent pas les objectifs de
performance fixés, la procédure a suivre reflete étroitement celle de la gestion

conventionnelle des CIQ en laboratoire. (99)

Par conséquent, une autre aliquote (ou plus d'une aliguote selon le nombre
d'échecs des CIQ) doit étre décongelée et retestée, afin d'exclure toute
deterioration potentielle du matériel de CQ. Lorsque la seconde analyse du ou
des CIQ est acceptable, les tests réguliers peuvent étre repris. Néanmoins,
lorsque la seconde analyse du ou des CIQ n'atteint toujours pas les objectifs de
performance, la cause possible peut étre une defaillance de I'analyseur plut6t
gu'une detérioration des matériaux CQ. Par conséquent, les tests HIL doivent
étre immédiatement arrétés et le dépannage doit étre initié. En attendant, puisque
le contrGle de la qualité des échantillons est pratiquement inévitable pour
genérer des données de laboratoire fiables, I'évaluation automatique des tests
HIL doit étre remplacée par une inspection visuelle, en comparant I'apparence
de I'echantillon avec un point de référence fiable. Celui-ci est généralement
représenté par des photos couleur, reproduisant des échantillons de sérum ou de
plasma contenant des quantités croissantes de substances interférentes. Les
photos peuvent étre prises localement ou celles reproduites dans le document
C56-A du CLSI peuvent étre imprimées .(76)

Il est important de noter que toutes les données des indices HIL remontant
au dernier CIQ valide déja publié doivent étre réévaluées ou corrigées, en

particulier si elles ont déja été incluses dans le rapport du laboratoire.
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Figure 12 : procédure de gestion du controle interne de la qualité CIQ pour les
indices HIL (94)
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La vérification de la sensibilité des systemes analytiques aux interférences
HIL fait partie du dossier de vérification / validation exigée par la norme 1SO
15189. Cette vérification est bibliographique en général mais peut étre effectuée
par le laboratoire en cas d’absence ou d’insuffisance des données des
fournisseurs. En cas de vérification sur site, I’utilisation d’un protocole rationnel
et standardisé permet de simplifier et d’optimiser le travail d’évaluation,
d’uniformiser la présentation des données et de permettre un jugement

comparatif des résultats obtenus par des différents évaluateurs.
A- Recommandations CLSI

Les recommandations du CLSI préconisent afin de tester les potentielles

interférences :

- De I’hémoglobine : I’utilisation d’une concentration maximale de
29 /L d’hemoglobine (soit 312 pmol/L). Ces recommandations

préconisent la préparation de I’hémolysat par choc osmotique

- De la lipémie : de surcharger les échantillons avec une solution
d’Intralipid® et de tester une concentration maximale de 1000 mg/dl
d’Intralipid®. L’Intralipid® est une solution de nutrition parentérale qui
contient principalement des petits liposomes relativement denses et
riches en phospholipides ainsi que des chylomicrons enrichis

artificiellement en triglyceérides.

- De VPictére: [Iutilisation de ditaurate de bilirubine (bilirubine

conjuguée) a concentration maximale de 342 umol/L (20 mg/dL)
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B- Protocole Valtec (100) :

En 1986, un protocole de validation de techniques a été suggeré par la

SFBC fournissant des normes d’acceptabilité définies pour plusieurs analytes.
Protocol expérimental :

- Un spécimen de concentration connue de I’analyte a doser (niveau
moyen) est surchargé par une solution concentrée de la substance
susceptible  d’interférer pour obtenir plusieurs niveaux de

concentration.

- Pour [I’étude de [Iinfluence de [I’hémolyse: Une solution
d’hémoglobine est préparee a partir d’hématies lavées, hemolysees et
diluées afin d’obtenir une concentration d’environ 50g/L soit 3
mmol/L d’hémoglobine. On effectue les surcharges du spécimen
incluant I’analyte étudié (pool) par dilution selon les indications du

tableau suivant :

Tableau 5 : solutions surchargées avec un hemolysat

Tube N° 1 2 3 4 5 6 7
Pool (uL) 900 900 900 900 900 900 900
Hémolysat (uL) 0 5 10 20 40 60 80
NaCl 150 mmol/L (uL) 100 95 90 80 60 40 20
Taux de surcharge en hémoglobine 0 15 30 60 120 180 240
(umol/L) / (mg/dL) * 24,17 4834 96,68 19337 290 386,74

* A vérifier par dosage
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- Pour I’étude de I’influence de la bilirubine : A partir d’une solution de
bilirubine de 5,1 mmol/L préparée par 30 mg de bilirubine, 2,5 ml de
NaOH a 0,1 mmol/L et 7,5 ml d’eau distillée, on réalise des dilutions

comme indiqueées dans le tableau suivant :

Tableau 6: solutions surchargées avec de la bilirubine

tube n° 1 2 3 4 5 6 7
Pool (uL) 900 900 900 900 900 900 900
Solution de bilirubine (uL) 0 5 10 20 50 75 100
NaCl 150 mmol/L (uL) 100 95 90 80 50 25 0
Surcharge de bilirubine (umol/L) / 0 25 50 100 250 375 500
(mg/dL) * 147 294 588 1470 22,06 29,41

* A vérifier par dosage
- Pour I’étude de I’influence de la lipemie : on dilue au 1/10, 1/20, 1/40,

1/80 une solution d’Intralipid® & 20%, puis on prépare les solutions

comme indiqué dans le tableau suivant :

Tableau 7: solutions surchargées avec de I’Intralipid®

Tube n° 1 2 3 4 5
Dilution Intralipid® / 1/80 1/40 1/20 1/10
Volume (pL) / 100 100 100 100
NaCl 150 mmol/L 100 / / / /
Pool de sérum ou plasma (uL) 900 900 900 900 900
Aspect Clair ~ Opalescent Lactescent Lactescent Lactescent
Equivalent triglycérides (mmol/L) / 2,00 3,00 4,60 5,00 7,00
(mg/dL) * 176,99 265,48 407.08 442.47 619.46
Absorbance 4 600 nm 0,020 0,040 0,080 0,120 0,240

* A vérifier par dosage
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Les dosages sont effectués en double pour chacune des dilutions préparées.
La valeur moyenne observée pour le spécimen non surcharge est soustraite de la
valeur moyenne observée pour chaque spécimen. Les différences observées
(négatives ou positives) sont reportées sur un graphe en fonction de la substance
susceptible d’interférer et comparées aux limites acceptables correspondant a la

norme d’interprétation du protocole de validation de technique.
C- Protocole EFLM

L'évaluation de l'interférence HIL implique l'utilisation d'un protocole
expérimental qui reproduit au mieux les effets de l'interférence tels qu'ils se
produisent dans les échantillons de patients et l'interprétation des résultats en

fonction de criteres rationnels(79).

Deux modeles expérimentaux de base sont utilisés pour évaluer
I'interférence HIL. La substance potentiellement interférente peut étre introduite
dans les échantillons et les résultats sont comparés aux échantillons non
introduits. On peut également obtenir des échantillons de patients contenant la
substance interférente et comparer les résultats de I'essai évalué avec ceux d'un
essal hautement spécifigue non susceptible d'interférence(79). Cette derniere
approche présente lI'avantage de montrer les effets de I'interférence tels qu'ils se
produisent dans les échantillons de patients. Cependant, cette conception est
moins couramment utilisée en raison de la nécessité d'identifier de nombreux
échantillons de patients présentant un large éventail d'hémolyses, d'ictéres et de
lipémies, et de la nécessité d'une procédure de mesure hautement spécifique(79).
Un certain nombre de considérations doivent étre prises en compte lors de la
planification des tests d'interférence HIL utilisant des protocoles bases sur

I'introduction de [linterférent. Au total, un échantillon contenant une
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concentration prédéfinie de la substance a doser est surchargé par une solution
concentrée en substance interferente afin d’obtenir un gradient de
concentrations. (100) Dans le cas d'une hémolyse, il est important d'ajouter le

contenu des GR aux échantillons plutdt que simplement I'hémoglobine (101).
a. Préparation de I’hémolysat et surcharge en hémoglobine :

Les héemolysats peuvent étre préparés en soumettant le sang total a un
traumatisme mécanigue, a un choc osmotique ou a la congélation. L'utilisation
d'un traumatisme mécanique, qui peut étre réalisé en faisant passer un
échantillon plusieurs fois a travers une aiguille de calibre fin, imitera le plus
fidelement le mécanisme de la plupart des cas d’hémolyse ex vivo(101). Un
inconvénient de cette technique est la difficulté de produire les augmentations
souhaitees de l'indice hémolytique. Le choc osmotique des GR lavés, suivi de la

congeélation, est la procédure recommandée par le CLSI(19).

- Le matériau utilisé pour étudier I’indice d’hémolyse I-H peut étre
préparé en interne en hémolysant des échantillons de sang total
anticoagulés avec du lithium-héparine (LH) ou de [acide

éthylénediamine-tétraacétique (EDTA)

- Preparer un pool de 200 ml en utilisant des échantillons de sang total
anticoagulés avec de la LH ou de I'EDTA.
- -Générer une fausse hémolyse du pool de sang total par des moyens

chimiques, mécaniques ou physiques.

- -Centrifuger le mélange pour obtenir du plasma EDTA, comme dans
les procedures de laboratoire habituelles (par exemple, 10 minutes a

1500-2000 xg a température ambiante).
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Mesurer I-H dans le pool hémolysé et le diluer avec du sérum ou du
plasma présentant des valeurs pratiguement indétectables de tous les
indices HIL, jusqu'a une concentration finale d'hémoglobine d'environ
4 gll.

Effectuer des dilutions sérielles 1:2 du mélange avec du plasma
présentant des valeurs pratiqguement indétectables de tous les indices
HIL.

Les niveaux possiblement éleves, moyens et faibles de I’indice H sont
respectivement de 4,0 g/l, 0,5 g/l et 0,125 g/l. (94)

b. Surcharge en bilirubine :

Le matériau utilisé pour étudier I’indice ictérique I-I peut étre préparé
en interne en regroupant des échantillons de sérum ou de plasma a forte

concentration de bilirubine endogéne.

-Préparer un pool de 100 ml en utilisant des échantillons de sérum ou
de plasma avec une concentration de bilirubine supérieure a > 125
umol/L (c'est-a- dire 7,3 mg/dL).

Mesurer I-1 dans le pool et le diluer avec du serum ou du plasma
présentant des valeurs pratiqguement indétectables de tous les indices
HIL, jusqu'a une concentration finale de bilirubine de ~125 pumol/L
(C'est-a-dire, 7,3 mg/dL)

Effectuer des dilutions sérielles 1:2 du pool avec du sérum ou du
plasma contenant des valeurs pratiquement indétectables de tous les
indices HIL
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- Les niveaux élevés, moyens et faibles possibles de I’indice | sont de
125umol/L (soit 7,3mg/dL), 37umol/L (2,2mg/dL) et 4 pumol/L (0,2
mg/dL), respectivement. (94)

Cependant, il est important de tester Il'interférence des deux formes de
bilirubine, non conjuguée et conjuguée. Certains tests ont montré une
interférence avec l'une de ces formes, mais pas avec l'autre(50); d'autres tests ont
montré une interférence positive avec une forme et une interférence négative

avec l'autre(79).

Les études d'interférence sont genéralement réalisées en utilisant la
ditaurobilirubine comme alternative stable aux formes de bilirubine conjuguéees
monoglucuronide et diglucuronide trouvees in vivo. Cependant, des inquiétudes
ont eté soulevées quant au fait que la ditaurobilirubine ne produise pas toujours

les mémes effets d'interference que les formes conjuguees glucuronide(76).
c. Surcharge en intralipide

- Le matériau utilisé pour étudier I’indice lipémique I-L peut étre préparé
en interne en dopant un pool d'échantillons de sérum ou de plasma de
routine avec avec de I'Intralipid® ou d'autres solutions contenant des

lipides.

- Preparer un melange de 100 ml a partir d'échantillons de sérum ou de

plasma, en fonction de leur teneur respective en triglyceérides.

- Mesurer le I-L dans le pool et ajouter de I'Intralipid®, jusqu'a une
concentration finale de triglycérides de ~11mmol/L (c'est-a-dire 973
mg/dL)
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- Effectuer des dilutions en série 1:2 du pool avec du sérum ou du plasma
présentant une concentration pratiquement indetectable de tous les
indices HIL.

- Les niveaux éleves, moyens et bas possibles de I’indice lipémique sont
de 11 mmol/L (c'est-a-dire 973 mg/dL), 2,8 mmol/L (c'est- a-dire 248
mg/dL) et 0,3 mmol/L (c'est-a-dire 27 mg/dL). (94)

L'utilisation de [I'Intralipid® présente des limites. Il est composé de
liposomes riches en phospholipides et de chylomicrons artificiels riches en
triglycérides d'une taille de 200 a 600 nm (345 nm en moyenne)(102). Par
consequent, les particules d'Intralipid® sont plus grosses que les particules de
VLDL et ont une gamme de tailles plus réduite que les chylomicrons. De plus,
I'indice de réfraction de I'Intralipid® differe de celui des particules de
lipoprotéines(102). Par conséquent, les échantillons dopés a [I'Intralipid®
peuvent ne pas présenter les mémes effets que les échantillons de patients
lipémiques. En effet, certaines études ont montré que les échantillons de patients
lipémiques, mais pas les échantillons enrichis en Intralipid®, ont montré une
interférence négative pour la céruloplasmine, la créatinine, I'naptoglobine et la
préalbumine(103,104).
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D- Choix du seuil ou limite d’interférence

SH GTA 01 5.5.3 : « Les éléments concernant les interférences peuvent
étre apportés par les fiches fournisseurs, une etude critique bibliographique ou/et

par une étude expérimentale »

Les indices ou seuils limites sont définis pour un paramétre, comme les
plus hautes concentrations en hémoglobine, en Intralipid ou en bilirubine
pouvant étre ajouteées a un échantillon plasmatique ou sérique limpide sans en
modifier le résultat du dosage. Il n’existe pas de consensus sur le moyen de
détermination des seuils a partir desquels un résultat est considérée comme
erroné. Une interférence est généralement exprimée par le fournisseur comme
un biais pour une concentration donée d’interférent (Intralipid, hémoglobine ou
bilirubine dans le cas du HIL) et/ou une concentration donnée d’analyte. En
genéral, un biais supérieur a +/-10% est jugé comme significatif (normes
americaines). La plupart des laboratoires(95%) s’appuient sur ces valeurs de
biais fournisseur pour maitriser les interférences de I’hémolyse (105) . C’est
pourquoi le CLSI a publié en 2012 des recommandations a I’attention des
fournisseurs : ainsi, une fiche technique doit mentionner les concentrations
d’hémoglobine étudiées (qui doivent aller jusqu’a 1000 mg/dl), et il faut étudier
au moins deux concentrations différentes d’analyte (76). Une étude a éte réalisée
pour evaluer la conformité de I’industrie a ces directives (106) et a revélée
I’absence de respect de ces recommandations. Ainsi, aucune information sur le
biais et les valeurs d’hémoglobine pour certains analytes (remplacés par une
consigne insistant a éviter les prélevements hémolyseés), test allant jusqu’a 1000
mg/dl chez un seul prestataire sur 7, tests rarement effectués sur 2 niveaux

distincts d’analyte...
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Plusieurs approches différentes ont été adoptées pour établir des critéres

plus spécifiques pour définir qu’une interférence est significative si elle excéde :

Une variation de 10% est observée (normes américaines, CLIA)

La précision selon Westgard, Ricos: 1.96 x 0.5 x CVi avec CVi

variation biologique intra individuelle.
La précision analytique : 2.77 x CVa

L’erreur totale acceptable (TEa) : 0, 25(CVva2 + CVg2)1/2 + 1, 65 (O,
50 CVw) ou CVa est la variation analytique, CVg la variation
biologique inter individuelle et CVw la variation biologique intra

individuelle

la limite d’interférence (LI) selon la norme ISO 5725: z x V2 x CVa

avec z = 1,96 pour une probabilité bidirectionnelle de 95 % [12].

L'équation |1 < 1,96 x (CVA2 + CVI12)1/2 specifie que l'interférence (I)
est inférieure a la partie centrale de 95% de la variation du résultat
causée par la variation analytigue (CVA) et la variation biologique
intra-individuelle (CV1)(83,107)

L'équation 1 < 0,375 x (CVI2 + CVG2)1/2, ou CVG est la variation
biologique interindividuelle(79). Cette équation a été dérivée en
utilisant des statistiques gaussiennes considérant la proportion d'une
population avec des resultats en dehors de lintervalle de référence
(idéalement 5%). Elle identifie une interférence comme significative si

elle augmente la proportion de résultats anormaux a 6,7% ou plus(108)

L'équation TCL (total change limit) I < [(2, 77 CVa)2 + (0, 5 CVw)2]
1/2
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(CVa) : la variabilité analytique qui correspond au CV de reproductibilité
(exprimeé en %), selon les données de la SFBC et choisi pour le niveau moyen
d’analyte. (109)

Dans un objectif d’harmonisation des pratiques, les recommandations du
groupe de travail sur la phase pré-analytique de I’EFLM, préconisent deux
seuils(93) :

- ACL (Analytical Change Limit), permet de définir si la variation est
significative sur le plan analytique: ce score est donc basé sur la
variation analytique CVa. ACL =2 x 1.96 x CVa

- RCV (Reference Change Value), est utilisé pour définir si la

variation est cliniguement importante (110). RCV = 277 X

J(CVa2 + CVi2)

Le RCV dépend donc de la variation analytigue CVa, mais également de la
variation intra-individuelle CVi : celle-ci représente la variation aléatoire d’un
analyte par rapport a un point homéostatique de base, sous I’influence de I’age,
le rythme circadien, la situation pathologique et bien sur le sexe. Cette variation

est connue pour divers parametres. (111)

L’EFLM fournis des recommandations pour la prise en charge des
échantillons hémolysés du fait de la fréequence quotidienne de cette
interférence(112) :

- Analytiquement important formulé en ACL

- Biais cliniquement important formulé en RCV
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Par conséquent, lorsque la variation due a I’hémolyse (V) est (112):

o V < ACL : absence d’interférence, résultat retourné sans

commentaire

0 ACL < V < RCV : interférence mais absence de répercussion
clinique, résultat rendu avec commentaire indiquant le sens de

I’interférence

o V > RCV : interférence significative sur le plan clinique, résultat non

retourné et remplacement par un commentaire

Sur le plan graphique, ces recommandations concernant la gestion des
interférences liés a I’hémolyse peuvent étre décrites comme dans la figure
suivante. (112)

Ahsence ! Interférence sans ~- Interférence cliniquement
oo e ACL Kooyl i e
d’interference | impact clinique | significative
. . | ! '
Vaniation due 2 | E | k
['hémolyse (V) Rendu sans | Rendu | Non 1~erfrlt1,
commentaire I mmentan | remplacé par
i ; commentaire

Figure 13 : Représentation graphique des recommandations de I'EFLM

concernant le traitement des interférences liées a I'némolyse (112)
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E- Gestion des échantillons soumis aux interférences HIL

Face a une interférence analytique, il faut étre capable de répondre aux
questions suivantes : pourquoi I’échantillon a été collecté ? Un report du rendu
du résultat est-il dommageable pour la prise en charge du patient ? Est-il facile
d’obtenir un nouvel échantillon ? Les résultats rendus ont-ils a étre précis pour
prendre une décision clinique ? Quelle est I’erreur totale pouvant étre acceptée
avant que le résultat soit inutile et dangereux en termes de prise de décision ?
(56) Il est souhaitable de privilégier, dans la mesure du possible, le rendu des
résultats accompagnés d’un commentaire explicatif. Pour certains auteurs (57),
une suppression du résultat accompagnée d’un appel téléphonique pour
déterminer la cause de I’hémolyse et demander un nouveau prélevement reste la
conduite la plus sdre. Une harmonisation des pratiques parait encore
compliguée, ce qui est dommageable a I’heure des objectifs analytiques et autres

normes d’acceptabilité. (57)

1. Gestion des échantillons hémolysés : recommandations du groupe de
travail de la Fédération Européenne de Chimie Clinique et de
Médecine de Laboratoire (EFLM, WG-PRE)sur la phase

préanalytique

Le groupe de travail de la fédération européenne de chimie clinique et de
médecine de laboratoire (EFLM) pour la phase préanalytique propose des
recommandations pratiques pour la gestion des échantillons hémolysées dans les

tests de chimies clinique. Les recommandations sont les suivantes :

e Evaluation systématique des indices sériques
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e Définition des seuils de I’indice d’hémolyse (indice H) pour

signaler, alerter ou supprimer les résultats des tests

e Communication des résultats des tests marqués ou alarmants (93):

Les résultats de tests mesurés dans des échantillons ou les valeurs
d'indice H sont associées a un biais se situant entre les seuils
analytiguement et cliniquement significatifs doivent étre signalés aux

cliniciens demandeurs.

Si le résultat d'un test est rapporté a partir d'un échantillon hémolysé
(quil soit ou non dans la plage de reférence), le rapport de
laboratoire doit étre accompagné d'un commentaire indiguant

"Valeur éventuellement diminuée/augmentée par I'hémolyse.

Envisager de prélever un autre échantillon™.

Si le résultat du test est rapporté a partir d'un échantillon hemolysé
(qu'il soit ou non dans l'intervalle de référence), un commentaire peut
étre placé immédiatement sous la valeur numérique, ou ajouté sous
forme de note a la fin du rapport de laboratoire. 3.4 Les
commentaires doivent toujours fournir une indication claire de la
direction dans laquelle le resultat du test est potentiellement biaisé

(c'est-a-dire augmenté ou diminug).

eSuppression des résultats des tests sensibles a I'némolyse(93) :

Les resultats des tests sensibles a I'némolyse mesurés dans des
échantillons ou les valeurs de l'indice H sont associées a un biais
depassant les seuils cliniquement significatifs calculés selon la VRC

spécifique au test doivent étre supprimes.
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Au lieu d'un résultat, un commentaire doit étre ajouté au rapport
d'essai, indiguant : "Hémolyse dépassant les spécifications de qualité
du test. Envisager de prélever un autre échantillon”.

Les résultats des tests mesures sur des échantillons, pour lesquels les
valeurs de l'indice H ne sont pas associées a un biais dépassant les
seuils cliniqguement significatifs, doivent étre communiqués au
clinicien demandeur (comme déja défini en 3).

e Suppression de tous les résultats des tests (93):

Dans les echantillons contenant >10 g/L d'hémoglobine acellulaire,
tous les résultats des tests de chimie clinique doivent étre supprimés
et un autre échantillon doit étre demandé.

Si les résultats des tests effectues sur un echantillon grossierement
hémolysé (>10 g/L d'’hémoglobine acellulaire) sont supprimés, le
rapport de laboratoire doit étre accompagné d'un commentaire
indiquant : "Echantillon hémolysé. Envisager de prélever un autre
échantillon”.

e Correction des donneées pour I'indice H (93) :

L'utilisation de formules correctives pour ajuster les résultats des
tests sensibles a I'hémolyse a partir de la concentration sérique ou
plasmatique d'hémoglobine acellulaire est inexacte et trompeuse, et
est fortement déconseillée.

¢ Inclusion des données de I'indice H dans le rapport de laboratoire
(93):

Le degré d'hemolyse doit étre converti des unités arbitraires propres
a l'instrument en g/L d'’hémoglobine acellulaire pour améliorer
I'narmonisation.

Le degré d'hemolyse (exprimé en g/L d'hémoglobine acellulaire) doit

étre indiqué dans le rapport d'analyse du laboratoire.
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- Les laboratoires cliniques doivent utiliser des matériaux de controle
spécifiques pour les indices H afin de surveiller en permanence la

performance analytique de l'indice H.

La figure suivante résume les recommandations du groupe de travail phase
préanalytique de la fédération européenne de chimie clinique et de Médecine de

laboratoire pour la gestion de I’hémolyse dans les échantillons biologiques :

-G -GG
= E=
= E=
R

Figure 14 : résumé des recommandations pratiques pour la gestion des spécimens hémolysés

pour les tests de chimie clinique. (93)



La figure suivante présente un exemple de stratégie de gestion de la

kaliémie sur différents échantillons hémolysés : (93)

Figure 15 : application de la stratégie suggérée pour gérer les résultats de

potassium obtenus dans des échantillons hémolysés. (93)

*Les valeurs seuils sont fictives et doivent étre calculées pour chaque

parametre individuel de I'instrument et du test utilise.
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2. Gestion des échantillons lipémiques :

Dans la plupart des cas, la lipemie peut étre eliminée de I'échantillon et la
mesure peut étre effectuee dans un echantillon clair sans interférences. Il existe
plusieurs facons d'é¢liminer les lipides, et les experts de laboratoire doivent
choisir soigneusement celle a utiliser en fonction des tests qui doivent étre

mesurés dans I'échantillon. (56)

Centrifugation

Une procédure recommandée pour traiter les échantillons lipémiques est la
centrifugation a l'aide d'une ultracentrifugeuse qui élimine efficacement les
lipides et permet de mesurer un grand nombre d'analytes (76,113). Cependant,
en raison de son colt éleve, cet équipement n'est pas disponible dans un grand
nombre de laboratoires. L'ultracentrifugeuse peut obtenir des forces allant
jusqu'a 100 000-2 000 000 x g. Dans son article recemment publié, Dimeski et
al. ont prouvé que la centrifugeuse a grande vitesse avec une force de 10 000 x g
peut étre presque aussi efficace que l'ultracentrifugeuse pour éliminer la couche
lipidique (114). Cependant, les centrifugeuses générant des forces plus faibles
ne seront efficaces pour éliminer I'échantillon que si la lipémie est causée par
I'accumulation de particules plus grosses, les chylomicrons. Si la lipémie est
causée par I'accumulation de particules VLDL, le processus est moins efficace et
la centrifugation doit étre répétée plusieurs fois afin d'obtenir un échantillon
clair.(56)Aprés centrifugation, une couche lipidique sur le dessus du tube est
retirée et la mesure est effectuée dans l'infranageant. Cette approche n'est donc
pas acceptable pour la mesure d'hormones, de médicaments et d'autres
substances hydrophobes, car ils seront distribués dans la couche lipidique, et la

mesure dans l'infranageant entrainera un résultat faussement diminué.(56)
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Extraction

Les lipides peuvent étre extraits a l'aide de solvants polaires. Certains
laboratoires utilisent encore des protocoles manuels avec du polyéthylene glycol
ou de la cyclodextrine (115), alors que ce principe est désormais utilisé dans les
kits disponibles dans le commerce. D'apres les rapports de la littérature, le
produit Lipoclear (StatSpin®, Norwood, MA, USA) est largement utilise. Ce
réactif contient un polymere non toxique et non ionique qui fixe les lipides (56).
Apres centrifugation, ces particules sont précipitées au fond du tube, et la
mesure est effectuée dans un surnageant clair. Bien qu'il s'agisse d'une méthode
tres rapide et efficace d'‘élimination des lipides, qui ne nécessite aucun
équipement spécial, elle ne peut pas étre utilisée pour tous les parameétres. Alors
que les fabricants déclarent que seuls les phosphates inorganiques ont une faible
récupération, d'autres chercheurs ont identifié plusieurs autres analytes
inacceptables dans les études de vérification. Vermeer et al. ont trouve que les
parametres suivants avaient une récuperation inférieure a 85% : GGT - gamma-
glutamyltransférase, CK-MB - isoenzyme MB de la créatine kinase et CRP (en
utilisant les réactifs Beckman Coulter), et ne peuvent donc pas étre mesurés dans
I'échantillon apres traitement avec le réactif Lipoclear(116). Une récupération
inférieure a 85 % a également été confirmée pour les mémes parametres dans un
article recemment publié par Saracevic et al. (117). Cette étude a en outre révélé
une récupération inacceptable pour la troponine T (124,7 et 121,5 % pour 300 et
500 mg/dL de concentration d'intralipide ajoutée), ce qui indique que le
Lipoclear ne peut pas étre utilise pour nettoyer les échantillons lorsque ce
parametre doit étre mesuré. La raison d'une telle divergence entre les

déclarations du fabricant et les etudes de vérification pourrait étre que le
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fabricant a testé l'effet de I'ajout de Lipoclear dans I'échantillon clair, alors que
les deux études mentionnees ont effectué des expériences de récupération dans

les échantillons lipémiques.(56)

Dilution de I'échantillon

Pour les analytes distribués dans la couche lipidique, les méthodes qui
éliminent la fraction lipidique ne sont pas acceptables. Dans ce cas, la mesure
peut étre effectuée dans un échantillon dilué du patient. L'échantillon peut étre
dilué juste assez pour eliminer l'interférence de la turbidite, mais pas trop pour
s'assurer que la concentration de I'analyte reste dans les limites analytiques des
méthodes testées (2 ou 3 fois). Il s'agit probablement de la meilleure approche
pour la mesure des medicaments thérapeutiques dans les échantillons

lipémiques. (56)

F- Enquéte sur les pratiques de gestion des interférences HIL par

les laboratoires européens

Cette enquéte réalisée par le groupe de la phase préanalytique de I’EFLM a
pour objectif d’évaluer les pratiques de gestion des interférences HIL par les
laboratoires européens en vue d’établir des recommandations permettant

I’harmonisation des pratiques.

39 questions, dont 17 concernaient la mesure, I'évaluation et les actions de
suivi des HIL dans les échantillons sanguins de routine ont été adressées aux
laboratoires(118). Les questions ont été dynamiquement cachées ou montrées
aux participants en fonction des réponses fournies aux questions précédentes en
utilisant un outil d'enquéte en ligne automatisé (LimeSurvey, LimeSurvey
GmbH, Hambourg, Allemagne). Aprés avoir été approuvée par le comité
scientifiqgue et le comité exécutif de I'EFLM, l'enquéte a été envoyée aux
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membres de I'EFLM par le biais du réseau de I'Organisation européenne des
prestataires externes d'assurance qualité en médecine de laboratoire (EQALM)
ou des sociétés nationales de I'EFLM (lorsqu'une organisation EQALM n'était
pas disponible dans le pays). L'évaluation des résultats a éteé réalisée a l'aide de
IBM SPSS Statistics V.24 (IBM, Armonk, New York, USA). (119)

Au total, 1416 participants de 45 pays ont répondu a I'enquéte. Onze de ces
réponses ont été supprimeées car elles provenaient de pays non membres de
I'EFLM, ce qui laisse 1405 réponses provenant de 37 pays. Parmi les répondants
restants, 58 ont declaré qu'ils n'étaient pas impliqués dans Ianalyse
d'échantillons sanguins et n‘ont donc pas été initiés aux questions concernant
I'HIL. L'hémolyse, lictere et/ou la lipémie ont été surveillés par 1160
répondants, soit 92% des 1265 répondants qui ont déclaré surveiller/documenter
les erreurs préanalytiques et 86% des 1347 répondants qui ont déclaré analyser
des éechantillons de sang. Cela signifie a nouveau que 14% (N = 187) des
répondants qui ont déclaré analyser des echantillons de sang ont déclaré ne pas
surveiller les erreurs préanalytiques en général ni les HIL en particulier. (119)

Parmi tous les repondants effectuant des contréles HIL, la plupart ont
déclaré le faire pour les échantillons de chimie clinique. Dans les échantillons
recus pour la coagulation, la toxicologie/la surveillance des médicaments
thérapeutiques (TDM) et la sérologie/les analyses de maladies infectieuses, les
controles HIL etaient effectués moins fréqguemment (figure 16). La mesure des
HIL a été effectuée soit automatiquement par les indices HIL, soit par inspection
visuelle des echantillons, soit par une combinaison de méthodes automatiques et
visuelles par 43% (N = 493), 30% (N = 348) et 28% (N = 319) des répondants,
respectivement. (119)
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Parmi les répondants utilisant des mesures HIL automatisées, 25% (N =
203) ont déclaré que la qualité de ces mesures était régulierement vérifiée a
I'aide de contrbles de qualité internes (CQI). Les réponses a la question de savoir
comment les répondants utilisent les informations sur les échantillons HIL pour

rejeter ou signaler des analyses sont également présentées par la figure 16.
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Pour quelles analyses surveillez-vous I'hémolyse, la lipémie, l'ictére 7

30%
i .
1 i 11—

Hémaolyse Analyses non réalisées dans mon
laboratoire
| Slsh L n -
Chimie clinique Coagulation Toxicologie, TOM Sérologle, maladies Infectieuses

Comment utilisez-vous les informations sur les échantillons hémolytiques, lipémigues et ictériques dans votre laboratoire ?

letérique
Lipémique

Hémalytique

L'ensemble de I'échantillon est rejeté.
Seuls certains tests affectés sont rejetés (avec un commentaire approprié).

Tous les tests sont rejetés avec des informations générales sur Phémolyse, la lipémie, ictére.

Tous les tests sont validés. Aucun rapport sur 'hémolyse, Ia lipémie, I'ictére — seulement documenté (par exemple pour des raisons
statistiques).

Figure 16 : Réponses aux questions relatives au suivi
et a la poursuite de I'utilisation de HIL (119)
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La plupart des répondants ont utilisé des seuils spéecifiques a lI'analyte pour
definir les échantillons comme hémolysés, soit fournis par le fabricant du test
(54% ; N = 624) ou dérivés en interne (7,2% ; N = 83) (Figure 17). Sur les 624
répondants qui se sont engagés a respecter les seuils d'hémolyse du fabricant,
17% (N = 109) et 22% (N = 137) ont déclare qu'ils vérifiaient tous ou certains
de ces seuils, respectivement. Cela a été fait soit selon les recommandations du
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (33% ; N = 81), soit en
utilisant des protocoles locaux (67% ; N = 165)(19).
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Comment utilisez-vous les seuils
Avez-vous verifié les seulls

d'hémolyse déclarés par les
fabricants ?

pour définir les échantillons comme

Utilisez-vous une échelle de 4
hémolytiques 7

couleurs pour a détection visuelle
de I'hémolyse ?

(N=1160)

N=434)

guelgues-uns
Les seulls spécifiques aux parametres tels que fournis par le fabricant.
Les seulls spéeifiques aux paramétres dérivés en interne.
Tous les échantillons au-dessus d'une valeur donnée, quel que solt le paramétre.
Contrile visuel ot décision individuelle sulte 3 un signal d'erreur automatisé par linstrument.
Caritréle visuel et décslon individuelle uniquement.

Dans combien de catégories classez-vous |'hémaolyse 7
Veulllez indiquer quel protocole vous avez
utilisé pour la vérification des indices sériques

A partir de quel seuil général définissez-vous
les échantillons comme hémolytiques 7

(N=310) (N=124)
1% % (N =246)
‘ 0

]
Protocole Protocole
CcLsl local

B35 B> Boigifb M a3ghfb Mosglib
hémalytique n1ghni

Uniguement hémolytique et non

Aucune réponse

Figure 17 : Réponses aux questions relatives a la définition des échantillons comme
hémolytiques. CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute. F
Hb - hémoglobine libre. (119)
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Les seuils définis par les répondants utilisant un seuil universel pour tous
les échantillons, ainsi que l'utilisation d'échelles de couleur dans les laboratoires
effectuant des controles visuels de I'hémolyse, sont également présentés dans la
figure 17. Dans l'ensemble, 28% (N = 329) des répondants contrdlant les HIL,
ont déclaré que les politiques d'acceptation des échantillons présentant une
hémolyse, un ictére ou une lipémie étaient élaborées en collaboration avec les
cliniciens. La majorité de ces répondants (89% ; N = 1034) ont déclaré ne pas
recalculer ou corriger les résultats des tests dans les échantillons hémolysés. Par
ailleurs, 3 % (N = 30) et 8 % (N = 96) des participants ont déclare le faire pour

tous les echantillons hémolyseés ou seulement sur demande, respectivement.

Des mesures réfléchies supplémentaires ont toujours/parfois été effectuées
par 378 (33%) /346 (30%) et 424 (37%) /282 (24%) des répondants pour les
triglycérides dans les échantillons lipémiques ou la bilirubine dans les
échantillons ictériques, respectivement. Les informations sur le nombre de
répondeurs utilisant les techniques de délipidation dans les échantillons

lipémiques sont présentées dans la figure 18.
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Utilisez-vous la délipidation des échantillons pour les échantillons
lipémigues ?

Veulllez indiguer la méthode de délipidation que vous utilisez
(plusieurs réponses possibles)

(N=312)

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Centrifugation
Dilution

Colonnes d'essorage

Réfrigération
Réactifs spécifiques {ex. LipoClear)

Autres

1Oui - tous les échantillons lipémigues

Oui - mais seulement si des paramétres potentiellement affectés ont été commandés

Oui - mais seulement dans des situations particuliéres (décision individuelle) ou pour des échantillons fortement lipémiques.
Oui - mais seulement si demandé

Non

Figure 18 : Réponses relatives aux stratégies de délipidation. (119)
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En raison de la grande hétérogéneéite des résultats publiés, nous avons opté

pour la présentation des résultats de 2 publications, traitant les interférences

HIL :

Pour [Pinterférence de I’hémolyse : une étude multicentrique
frangaise qui a étudié I’influence de I’hémolyse sur les résultats de
26 dosages sanguins d’urgence déterminés sur 13 analyseurs
différents sur 17 sites (85)

Pour [Pinterférence de la lipémie et de [Iictere: une étude
monocentrique francaise qui a etudié I’influence de ces interférents

sur les résultats du dosage de 24 parametres biochimiques. (120)
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G- Principaux parameétres soumis a l'interférence de I'hémolyse

Une liste des parametres qui interferent fréquemment est présentée dans le

tableau 7.

Tableau 8: Interférence de I’némolyse sur le dosage des principaux paramétres (23,34,35,40,41,121)

Paramétre

Aspartataminotransf
erase (ASAT)

Bilirubine

Creatinkinase (CK)

Fer

Proteins totales

Acide urique

Potassium

Phosphate inorganique

electrophorese des
proteins sériques

immunodosages

Commentaires sur I'interférence

L'activité de I'ASAT dans les érythrocytes est 40x plus élevée que dans le plasma. Chez les patients dont
I'activité de I'AST se situe dans la plage de référence, une hémolyse avec des valeurs d'hémoglobine de
1,5 g/L entraine une activité élevée de I'AST.

Des concentrations faussement faibles sont mesurées par la méthode de Jendrassik-Grof, car I'activité
pseudo-peroxydase de I'némoglobine inhibe la formation du colorant azoique. L'inhibition peut étre
observée si la concentration d'hémoglobine libre dans le sérum est supérieure a 0,8 g/L12.

L'adénylkinase érythrocytaire libérée augmente les activités CK- et CK-MB mesurées enzymatiquement.
L'adénylatkinase ajoutée au mélange de réaction chimique ne peut pas étre inhibée par I'AMP et le
diadénosinpentaphospate. Par conséquent, il y a une augmentation du signal de mesure.

Potentiellement, I'némoglobine est une énorme source de fer. Cependant, l'effet additif du fer est
insignifiant, car la liaison fer-porphyrine est plus forte que la liaison fer-transférine et les méthodes de
détermination du fer ne mesurent que le fer libéré par la transferrine.

L'effet additif de I'némoglobine sur la concentration totale de protéines est faible, mais significatif

Seules les concentrations élevées d'hémoglobine entrainent une baisse des valeurs sériques. La méthode
uricase-catalase (réaction de Kageyama) est plus sensible aux interférences que la méthode uricase-
peroxydase.

La concentration de potassium dans les globules rouges est environ 25 x plus élevée que dans le plasma.
La concentration de potassium est augmentée, méme si I'némolyse in vitro n'est pas visible par une
coloration rouge. Cela peut étre remarqué si un échantillon de sang total avec des valeurs de glucose
basses est conservé plusieurs heures a température ambiante.

Les cellules sanguines ont un taux de phosphate élevé, mais la majeure partie est liée a des composés
organiques. L'ajout d'esters de phosphate organiques au sérum peut produire une libération de phosphate
inorganique qui peut faussement augmenter les concentrations de phosphate. Pour cette raison, le sérum
doit étre séparé des érythrocytes dans les deux heures suivant le préléevement de I'échantillon.

Les complexes hémoglobine-haptoglobine se déplacent entre les fractions a2- et R-globuline.
L'hémoglobine libre migre sous la forme d'une bande rougeétre diffuse dans la fraction B-globuline

Les immunodosages sont évalués par les fabricants de kits de diagnostic pour détecter les interférences
avec I'hémolyse de la méme maniere que les autres tests de chimie clinique. Cependant, les fabricants se
contentent souvent d'ajouter de I'némoglobine (le plus souvent de la méthémoglobine humaine) aux
échantillons. Lorsqu'on soupgonne un facteur d'interférence de I'hémolyse dans un test immunologique,
il ne faut pas confondre hémoglobine et hémolyse. Les cellules sanguines contiennent des composants
autres que I'hémoglobine qui peuvent géner les immunodosages. Il est donc trés important de demander
au fabricant du produit comment le test d'hémolyse a été effectué.
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Hormis [I’impact homogene et attendu de I’hémolyse sur certains
parametres lieé a leur concentration intra-érythrocytaire (interférence d’apport),
un effet variable est retrouvé sur d’autres parametres, en fonction de I’analyseur
et/ou de la méthodologie. D’ou I’importance de maitriser la mesure de
I’hnémolyse sur chaque échantillon. Cette maitrise permettra au biologiste
d’accomplir pleinement son réle d’information des cliniciens et de formations

des techniciens. (85)

Une étude multicentrique francgaise portant sur I’étude de I’interférence de

I’hémolyse sur les examens utilisés en biochimie d’urgence a été réalisée. (85)

L’influence de I’hémolyse sur les résultats de 26 dosages sanguins de
biochimie d’urgence (sodium, potassium, chlorures, urée, créatinine, glucose,
protéines totales, calcium total, magnésium, phosphore, acide urique, C-réactive
protéine, bilirubine totale, ASAT, ALAT, LDH, CK, phosphatase alcaline,
GGT, lipase, alcool, fer, hCG, troponines, peptides natriurétiques) a été

déterminée avec 13 analyseurs différents sur 17 sites. (85)

Quatre pools d’échantillons ont été surchargés avec 6 concentrations
croissantes en hémolysat (concentration finale de 0 a 1 000 mg/dL). Les valeurs
moyennes des dosages, effectués en double, ont été calculées pour tous les tests
pour chaque analyseur. Les indices d’hémolyse ont été mesurés. Le seuil
d’interférence a été calculé pour chague parametre en tenant compte des
variances analytiques et biologiques. Ainsi, la concentration minimale
d’hémoglobine a partir de laquelle une interférence est considérée comme
significative c’est-a-dire amenant a un résultat errone, correspond a la surcharge
pour laquelle la variation liée a I’interférent 1% est supérieure a un seuil limite

calculé en tenant compte des variabilités analytiques et biologiques, la variation
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limite totale acceptable table (VLTA) ou total change limit (TLC) (122) calculée
par la formule TCL déja mentionnée et ou la variabilité analytiqgue (CVa)
correspond au CV de reproductibilité (exprimé en %), selon les données de la
SFBC et choisi pour le niveau moyen d’analyte (109). Lorsque ce critere n’est
pas déefini (ex. : BNP, Tnl, TnT et NT-proBNP), le CVa choisi correspond soit a
I’état de I’art (10 % pour les troponines) soit aux données de precision inter-
laboratoire indiquées par le Contr6le national de qualité 2010 (BNP, NT-
proBNP). La variabilité biologique correspond a la variabilité intra individuelle
indiquée dans les tables de Ricos (CVw) (123) ou dans la littérature (BNP)
(124). Pour les analyses hCG et alcool, la variabilité intra-individuelle a été
considérée comme nulle. Ainsi, si la variation induite par I’interférent | (%), est
supérieure au TCL, alors une interférence est objectivée. Les seuils decisionnels

(TCL) calculés pour chaque dosage sont indiqués dans le tableau suivant. (85)

Tableau 9 : Seuils décisionnels calcules(TCL)pour chaque analyte étudié.
(85)
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Analyse CVa CVw TCL (%)

MNa 1,1 0,7 3.1
K 1,6 4.8 5,0
‘Chlorures 1,6 G P 45
Urée 4 12,3 12,7
Creatinine 4.5 6 12,8
Glucose 2.4 4.5 7,0
Proteines 2.4 2.7 6,8
Calcium 1.6 1.9 45
ASAT 6 11,9 17.7
ALAT 6 18 18,9
LDH (5] 8.6 172
CK 6 22.8 20,2
PAL 6 6.4 16,9
Lipase 6 23,1 202
Bilirubine totale 5,6 23.8 19,6
Ac. urigue 3.2 9 9.9
CRP 6 42,2 26,9
BNP 8.4 22.3 25,8
NT-proBNP 4.7 10 13,9
Alcool 10 (0] 27,7
Tnl 10 9,7 28,1
TnT 10 30,5 31.6
Phosphore 3.3 8.5 10,1
Magnésium 3,2 3,6 9.0
GGT 6 13,8 18,0
Fer 5 26,5 192
hCG 10 0 277

Hormis I’impact homogene et attendu de I’hémolyse sur certains
parameétres lié a leur concentration intra-érythrocytaire (interférence d’apport),
un effet variable est retrouvé sur d’autres parametres, en fonction de I’analyseur
et/ou de la méthodologie. (Tableaul0Q) (85)
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Tableau 9: Interférences de I’hémolyse sur la mesure des analytes en fonction des techniques utilisées. (85)

Analy: Architect © ku:-mm Architect C Dxcan s Cobas c 5o - - iy Modular | Modular P A Advia 16000 e::. RXLmax |AXL*HM | Fusion | Fusion$'t |Fusion 5600
Foumbsseur Anbas bt apmon ‘Beckman Lautter Rache Fachs Rachs. Rachs Rache Roche Rachs Foche Tosah Siemens Siemens. Siemens. Siemens ‘Stemens. ‘Ot CO O O Grha €0
Site 7

Lyen

A
NTproBNP & A HA A Intert, Non % Intert. Non = NA NA Intert. Non A * NA NA NA NA NA intort Non 3 Inted. Mon
Aooel Inerd. Non S 5 Ined. Non | Intert. Non Intert, Non < Interd. Mon | Intert. Non g S = 3 = Intert Non (CPG) = Inverd_Non | Interd. Non = hnter. Hon S5 Interd. Mon
Tnl Inferl. Non ntord. Nony = Intert Non | Inted, Non NA = HA NA NA NA NA NA Inter Non & - = inted, Non = inted. Non

% Intert. Non HA HA Ha Intert. Non 2 = NA = = N S Ha
= 1048 1000 Intert. Non % = = k2 = E: 982 = Inter, Non
2 Intert. Non | Intert Non | intert. Non = = o = Interd Non E = intert. Hon 3 Intert. Non

= 12 663 = 5 = = s : 5

s Intert. Non NA NA % Interd, Non * s inted. Non = s intert. Non A intext. Non

pas dinerférence dans ka gamme tesiss
non applicable
nen fait

non interprétable
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Comme attendu, les interférences par apport du contenu des érythrocytes
font apparaitre des scores d’interferences proportionnels a la concentration
érythrocytaire et sont retrouvés sur tous les analyseurs. Si pour la LDH, K et
ASAT cette regle est respectée, dans certains cas on observe des différences
selon Il’analyseur et la technique utilisée. Ainsi, pour les protéines totales
I’interférence est marquée sur les analyseurs avec indice quantitatif (seuil aux
alentours de 500 mg/dL) et plus hétérogene pour les autres. Pour les autres
analytes, I’impact de I’hémolyse varie en fonction de I’analyseur. Par exemple
I’némolyse interfere sur le dosage de la CK pour tous les systemes sauf

I’ Architect, pour la bilirubine I’interférence est constante sauf pour I’ Advia (85)
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H- Principaux parameétres soumis a I’influence de I’ictere et lipémie

Une étude de l'influence de la lipémie et de I’ictére a été menée pour 24

parametres biochimiques sur le Cobas 6000 de Roche.

La mise en surcharge avec de I'Intralipid® ou du ditaurate de bilirubine a
été réalisee sur différents pools plasmatiques. On définit les indices limites de
lipémie et d'ictere pour un parametre, comme les concentrations les plus élevees
d’Intralipid® ou de bilirubine qui peuvent étre ajoutées a un échantillon de
plasma sans affecter le résultat du dosage. Pour définir une interférence sur la

mesure, la limite de 10% a été choisie.

Un classement des parametres étudiés en différentes catégories a été

effectuée selon que leur mesure était affectée ou non. (120)

Le tableau suivant résume les parametres sur lesquels I’interférence de la

lipémie a été étudiée (120)
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Tableau 10: Interférences de I’hémolyse sur la mesure des analytes en fonction

des techniques utilisées. (85)

Données fournisseur Données expérimentales
Paramétre Valeur Indice de Valeur Indice de Valeur Indice de Valeur Indice de
5 testee Nipémia Studide Nipémie Studide Hpémia Studiée  lipémie
ALAT 0,58 150 0.26 82 3,37 142
{ikatiL}
ALB a5 550 18 278 37 467
giL)
ASAT 0,58 150 0,37 188 263 217
{iekatiL}
AR N7 1 500 183 = 2242 382 = 2308
{iemaliL}
CA 20 1 000 2,14 = 1983 2,76 = 1348
{mmoliL)
CHK 234 1 000 087 1120 413 884 |
{ihatiL}
CRE an 800 43 agd 236 a0 [
{wmaoliL} !
CRP 5 1 000 18 = 2 289 7a = 2377 |
{mgd} |
CT 52 2 000 .87 = 2248 3,79 = 2287
GGT 0,67 1 500 1.05 1120 3,93 = 2395 |
{ikatil} |
GLU 3.8 1000 3.2 1422 149 2645 |
{mmad’L)
HDL-C 1 1 800 0,58 = 2287 0,79 = 2248 |
{mmaliL) [
LDH 3,34 1500 245 1624 7.10 1205 |
{imhkatiL)
LIP 1 2000 0.59 = 2515 348 = 2399 |
{hatL}
Mo MG 2 200 54 = 2 206 1293 = 2 187 |
gL}
Mg 0.7 2 000 0.47 = 2515
mmalil) A P P S VPR s S—— |
MT-pro BMP MG 1 500 s = 2280 1118 = 2215 2 555 = 2320 |
ing/L)
P .87 1250 043 1146
{mmaliL)
PAL 1,67 2 000 .84 = 2515 4,52 = 2 385
{iwkatiL}
FT 66 2 000 29 = Z515 a9 = 1723
{g}
5100 M 1 500 0.09 2209 11 = 3000
legf'L)
TMT hs = 100 1 500 459 = 2208 380,7 = 2215
{ng/L)
UR 83 1 000 3.9 1422 14,0 1 500
{mmodiL)

Pour chagus paramblie sonl présistes - las donndes labricants (valeur du pasamétie pour BEaguelle a 818 détaaming Findics de pdmie ot indice de lipdmis
augual une mberérence &1 signakte), les donndes expéimentales [valeurs testées au laborateirs el indice de Fpémie délemming sxpédmentalement pour
eetle valeur). Lindice de lipémie cormespend & la cancentralion sn Intraipid® la plus faile donnant un résulial supédeus & phus ou mains 10 % par sapgart &
ta wvaleur allendue. En ilaligues, o indices expdrinenlais supdrisurs & seux feurnis par le tabricant, en soulignd les indices sapérimenaus inbriswrs & teux
fournis par e fabricanl En gras, les indces expéimeantaux idemigues & ceux fournis par le fabricanl. NG = donndes man comimuniguées.

Parametres pour lesquels I’influence de la lipémie a été étudiée sur I’automate Cobas 6000 Roche.

(120)
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Quelques parametres ne sont pas influenceés par la lipémie quelle que soit la
valeur du parametre en considération (élevée, normale ou basse). Les parameétres
en question sont le calcium, le cholestérol total, I’acide urique, la GGT, la CRP,
le HDL-cholestérol, la myoglobine, la lipase, le magnésium, les phosphatases
alcalines, le NT-pro BNP, les protéines totales, la troponine T hypersensible et
la protéine S100. Concernant ces parametres, I’ajout de I’Intralipid a des
concentrations atteignant 2200 mg/dL n’a aucun impact erroné sur la mesure.
(120)

Pour la créatine kinase, la créatinine, le lactate déshydrogénase, le glucose,
I’urée et le phosphore, on constate une influence de la lipémie a partir de

concentrations élevees d’Intralipid (supérieure a 1000mg/dL). (120)

Selon cette étude, seulement trois parameétres sont tres affectés par la
lipémie. Il s’agit de I’aloumine, PALAT et I’ASAT : L’ALAT et ’ASAT
reposent sur la mise en ceuvre d’une deétection par variation de la longueur
d’onde a 340 nm sur une cinétique décroissante. L’influence de la lipémie sur
leur dosage est similaire sans que pour autant la longueur d’onde de mesure ne
sois remise en cause du fait gu’elle est aussi utilisée pour doser la CK, le LDH,

le calcium, le glucose, I’urée et le phosphore. (120)

Parallélement, l'interférence de la lipémie sur le dosage de l'albumine ne
peut étre justifiée par la longueur d'onde de détection de 570 nm, qui est

notamment utilisée pour le dosage de la lipase et de la CRP. (120)

L’interférence de la bilirubine conjuguée a été étudiée sur les parametres

cités dans le tableau suivant :
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Tableau 11: Paramétres pour lesquels I’influence de I’ictere a été étudiée sur I’automate Cobas
6000 Roche. (120)

Données fournisseur Données expérimentales

Paramétre Valeur testée Indice d'ictére Valeur étudide Indice d'ictére Valeur étudiée Indice d'ictére
ALAT 0.58 1028 0,23 785 1,93 = 1240
| {pkablL) ) )
ALBR 35 10286 25 = 2059 a8 = 1 322
L tglL)
ASAT 0,58 1028 0,39 T 470 3.85 1 200
| fhukat/Ly . _ _— .
ALUR 417 684 226 B35 353 = F3T
| {umaoliL)
CA 22" 1028 1,74 = 1870 2,16 = 1325
frimol/L)
CK 2,34 1028 1,02 1470 14,95 1 027
(hkat'L)
CRE 80 86 62 101 359 = 805
| ipmaoll)
CRP 5 1028 13 = 1 258 146 = 1324
CcT 5.2 274 2,78 133 4,62 189
| {rmmok/L)
GGT 0,67 ass 0.97 = 1 470 2,64 = T 348
(hkat/L)
GLu 3.9 1028 3.3 = 1470 12,0 = 1281
{rnimol/L)
HOWL-C 1 513 0.73 257 0,85 383
{rimol/L)
LDH 3,34 1028 2.6 = 1347 a8 = 1215
(kat'L)
LIP 1 855 0.58 = 1470 3.1 = 1470
| (ukatiL)
b NC 1112 48 = 1470 1 253 = 1335
| {pgL)
MNT-pro BMNP NC 428 28 = 838 1 847 = 815
(ngfL} ) ! _

AL 1,67 1028 0.8 835 4.3 = 1 380
(kat'L)
PT =11 342 29,9 =297 738 492
{g¥L)
TG 2.3 17 0.65 1] 2,53 112
{rmmol/L)
TNT hs = 100" 428 56 = 832 501 = 772
LingsLy
UR 8.3 1028 4.5 = 1470 16,2 = 1470
{rnmobk/L)

Pour chaguse paramétre sont préciséas | les données fabricants (valeur du peramatre pour laguelle a 88 détarming MNndice d'ictére st indice dictére auguel
une intariérence st signalée), les données expérimentales (valaurs testées au laboratoire et indice dictérs déterming axpérimantalamant pour catte walaur).
L'indice d'ictére comaspond & la concentration en bilirubine conjuguée [a plus faide donmmant un résulat supérieur & plus ou moins 10 % par rapport 8 la wvakeur
attemdue. En italiques, les indices expérimeantaux supérisurs 4 ceux fowrnis par le fabricant, en soulgné les indices expérimentaux nférisurs & ceux fournis
par le fabricant En gras. les indices sxpéanmentaux identiques & ceux fournis par le fabricant. NC = donnédes non communiguess.

Quelques paramétres ne sont pas influences par I’ictére quelle que soit la
valeur du paramétre en considération (élevée, normale ou basse). Les parametres
en question sont ’ALAT, I’ASAT, I’albumine, le calcium, la créatine kinase,

I’acide urique, la GGT, la CRP, le lactate déshydrogénase, la myoglobine, la
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lipase, les phosphatases alcalines, le NT-pro BNP, I'urée et la troponine T
hypersensible. Concernant ces parametres, I’ajout de ditaurate de bilirubine a
des concentrations atteignant 800 pmol/L n’a aucun impact erroné sur la
mesure. Dans cette etude, ils ont retenu le seuil de 800 mol/L de ditaurate de
selon des valeurs pathologiques maximales de bilirubine conjuguée observeées en

cas d’ictére sévere.

Concernant les faibles activités d’ALAT et des phosphatases alcalines, il
est constate I’apparition d’une legére interférence négative non renseignée par le
fournisseur pour des indices d’ictere élevés. Inversement, la limite
d’interférence fournisseur semble avoir été sous-estimée pour la GGT mais sans

conséquence clinique significative.

D’autres parametres, dont 5 essentiellement, sont fortement impactés par la
bilirubine conjuguée : le cholesterol total, le HDL-cholestérol, la créatinine, les
triglycérides et les protéines totales. Au sein des parametres affectés par l'ictere
a bilirubine conjuguée, on compte la créatinine evaluee selon la méthode
colorimétrique par la réaction de Jaffé compensée (utilisation d'acide picrigue en
milieu alcalin). Des un indice d’ictere égal a 196 pour une valeur de créatinine
étudiée normale a 62 mol/L, L’interférence apparait. Elle provoque une sous-
estimation de la valeur de créatinine de 25 % pour un indice d’ictére de 580. Par
contre I’interférence n’est pas rencontrée pour une valeur importante de
créatinine a 359 mol/L. Il faut noter que I’interférence négative de I’ictére sur le
dosage de la créatinine est aussi mentionnée avec des méthodes de dosages
enzymatiques (54). Il est bien connu par les biologistes les conséquences de la
bilirubine sur la mesure de la créatinine. Cependant, les résultats de cette étude

permettent de réduire I’effet de cette interférence pour des concentrations de
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créatinines elevées, ce qui est certainement connu mais non indiqué par le
fournisseur. On peut comparer l'interférence de la bilirubine conjuguée ictere sur
la créatinine a celle de I'némoglobine sur I'ASAT, le CT, la créatinine et les
triglycérides dans la mesure ou ces interférences influencent le dosage
uniquement pour des valeurs faibles ou normales des parameétres testés. La
dilution de I'échantillon afin de réduire l'indice d’ictere (réduction du volume de
I'echantillon, donc réduction de l'indice de jaunisse) pourrait étre une cause
d'erreur, tandis que lI'impact de la bilirubine conjuguée prend de I’importance

dans cette zone de mesure. (116)
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La maitrise de la gestion des interferences liées a I’hemolyse, a I’ictére ou a
la lipémie participent en grande partie a I’amélioration de la qualité du processus
préanalytique. Elle constitue I’un des challenges les plus importants pour le
laboratoire de Biochimie médicale. En effet, la connaissance de la fiabilité des
résultats rendus sur des échantillons hémolyses, lipémiques ou ictériques est

nécessaire a I’activité d’un laboratoire d’urgence et de routine.

La plupart des auto analyseurs modernes assurent la détection par mesures
spectrophotométriques de I’hémolyse, de l'ictere et de la lipémie. Le résultat est
rendu sous forme d’indices HIL interprétés en fonction des seuils spécifiques
fournis par les fournisseurs, le plus souvent sans vérification préalable par les
biologistes. Cependant, la vérification de ces seuils ainsi qu’une définition de
criteres d’acceptabilité basés sur les performances analytiques du laboratoire et
sur I'utilisation clinique permettraient d’adapter les modalités de compte rendu
dans le cas d’échantillons hémolyses, lactescents et / ou ictériques. Cette
démarche permettrait I’harmonisation et la standardisation des processus pré- et
post-analytiques évitant ainsi une prise en charge inappropriée du malade liée
soit a I’annulation abusive des résultats avec un surcodt lié a la répétition des
analyses, soit a un rendu de résultats erronés conduisant a une mauvaise

interprétation.

Cependant, le colt et le temps necessaire a ce type d’étude rend leur
genéralisation difficile. Une alternative consisterait a étudier I’impact de ses
interférences sur les parametres biochimiques les plus demandés en urgence ce
qui permettrait le rendu de résultats des parametres dont la mesure n’est pas
perturbée par la présence de ces interférences assurant ainsi un gain de temps

dans la prise en charge des patients.
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Titre : Interférences de I’hémolyse, de I’ictere et de la lipémie sur les dosages biochimiques
Auteur : CHARIFI FATIMA-ZOHRA

Rapporteur : Pr. BOUHSAINE SANAE

Mots clés : hemolyse, ictere, lipémie, interférences.

La présence dans les prélevements sanguins de certaines substances endogeénes tel que
I’hémoglobine, la bilirubine ou les lipoprotéines peut étre a I’origine d’erreurs pouvant
impacter la fiabilité, la justesse et I’exactitude des résultats. Les fabricants de trousses
diagnostics et de Kits réactifs sont tenus de fournir des informations concernant la sensibilité
de chacun de leur dosage aux principales substances interférentes et ce sur la base d’études
faites par le fabricant. Dans le cadre de I’accréditation des laboratoires, les NM NF EN
1ISO15189 stipulent que I’influence des interférents sur la qualité des résultats doit étre
documentée soit en utilisant les données des fournisseurs soit en procédant a son étude.
L’ appréciation visuelle de I’hémolyse, de I’ictere et de la lipémie est actuellement fortement
déconseillée au profit d’une mesure spectrophotométrique réalisée par la majorité des auto
analyseurs. Cependant, il subsiste une hétérogénéité des pratiques a la fois pour
I’interprétation et la communication des résultats de tests potentiellement affectés par ces
interférences. La standardisation des processus pré- et post-analytiques des échantillons
hémolysés, ictériques ou lipémiques éviterait une prise en charge inappropriée du malade liée
soit a I’annulation abusive des résultats avec un surcodt lié a la répétition des analyses, soit a

un rendu de résultats erronés conduisant a une mauvaise interprétation.
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Title: Interferences of hemolysis, icterus and lipemia on biochemical assays
Author: CHARIFI FATIMA-ZOHRA
Supervisor: Pr. BOUHSAINE SANAE
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The presence of certain endogenous substances in blood samples, such as hemoglobin,
bilirubin or lipoproteins, can cause errors that can affect the reliability, accuracy and precision
of results. Manufacturers of diagnostic and reagent kits are required to provide information
regarding the sensitivity of each of their assays to key interfering substances based on studies
performed by the manufacturer. In the context of laboratory accreditation, the NM NF EN
1ISO15189 stipulates that the influence of interferents on the quality of results must be
documented either by using supplier data or by conducting a study. Visual assessment of
hemolysis, jaundice and lipemia is currently strongly discouraged in favor of
spectrophotometric measurement performed by most autoanalyzers. However, there remains a
heterogeneity of practices for both the interpretation and communication of test results
potentially affected by these interferences. Standardization of pre- and post-analytical
processes for hemolyzed, icteric or lipemic samples would avoid inappropriate management
of the patient, either by improper cancellation of results with additional costs related to the

repetition of the analyses, or by reporting erroneous results leading to a wrong interpretation.
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