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INTRODUCTION

Importance desonditions pé-analytiguesur la qualk et la
flabilité des esultats en biologie clinique

Difficult és lieesala preparation du patient, au recueil,
I’étiguetage et au transportum échantillon biologique




A) Patient
) Préparation du patient
1) Invariables
2) Variables
II) Echantillons sanguins
1) Antiseptiques cutares
2) Garrot

[Il) Echantillons urinaires

I\V/) Echantillons salivaires

V) Liguide céphalo-rachidien



A) Patient

) Préparation du patient

1) Invariables

Invariables

Parametres

Age

Hormones, enzymes (PAL)

Sexe

Hormones, enzymes

Race

25 hydroxy vitamine D
Ostéocalcine

Grossesse

Protéines, thyroxine




2) Variables

Variables

Parametres

Recommandations

Stress

Hormones (GH, prolactine..), proeines
(transferrine..) enzymes

Sujet au repos

Exercice physique

Hormones, enzymes

Sujet au repos

Alimentation
(repas)

lonogramme (glucose), lipides, pradines,
hormones (insuline..)

A jeun (depuis
minuit)

Tabac

Hormones (calcitonine, insuline)
Enzymes (PAL), ACE, IgE

Ne pas fumer
depuis minuit

Alcool

Ferritine, enzymes lepatiques

Absence dalcool
depuis minuit

Posture

Syseme renine-angiotensinealdosterone

2h décubitus
1h déambulation

Examen nedical

PSA (toucher rectal), CK (injections M)

A distance

Horaire

Rythme circadien (cortisol, prolactine..)
Pulsatilité (GH, LH)

Le matin sinon en
tenir compte

M édicaments

Tres nombreux




Médicaments

Interf érence

M écanisme

Exemple

Interaction directe

Réaction croisee

Corticoides etcortisol

Interaction directe

Effet additionnel

Biotine (Vit B9) sur parametres
dosss par immunoanalyse utilisan
sysieme avidine-biotine

Interaction
iIndirecte

" Synthese

Psychotropes, antemétigues et
prolactine

Interaction
Indirecte

“\.Synthése par
_“clearance

Carbamazepine, phenobarbital,
Rifampicine etthyroxine (T4)

Interaction
Indirecte

/" par inhibition aux
proténes porteuses

Héparine et T4

Interaction
indirecte

~~  par inhibition de
la 5 désiodase

Amiodarone, lithium, propranolol
produits iodes etT4

Interaction
Indirecte

~ par inhibition de la
5 désiodase

Amiodarone, lithium, propranolol
produits iodes etT3

Importance des renseignements cliniques




II) Echantillons sanguins
1) Antiseptiques cutares

Nature Interf érences Recommandations

Alcool 1) Hémolyse Asscher la peau
2) Surestimation du K avant de prelever

Povidone iodze 1) Surestimation du phosphore, | A éviter

(Betadine®) K, acide urigue,
thyroxine (T4)
2) Faux positifs (certains dosages
- Hemoglobine fecale
- Glucose urinaire
Chlorure de Surestimation du sodium A éviter

benzalkonium




lIl) Echantillons urinaires

En général urines de 24h apes avoir ecarté la premiere miction
du matin

I\V/) Echantillons salivaires
Bien imbiber la salivette etéviter tout ecrasement du coton

V) Liguide céphalo-rachidien
Ponction lombaire (entre L3 et L4) sérile atraumatique




PLAN (suite)

B) Recuell deséchantillons biologigues

) Echantillons sanguins
1) Mateériel de ponction
2) Choix du tube
a) Matiere
b) Nature (sec ou anticoagulant)
c) Avec surfactants

d) Avec activateurs de la formation du caillot
e) Avec gels eparateurs

|l Echantillons urinaires

lIl) Echantillons salivaires

V) LCR




B) Recuell deséchantillons biologigues

) Echantillons sanguins

1) Matériel de ponction
2) Choix du tube
3) Reglesa respecter




1) Matériel de ponction
a) Aiguilles

o) Calibre(trop étroit): hemolyse
* Surestimation: transaminases, LDH, P, Mg, K
* Sousestimation: albumine, phosphatase alcaline

Recommandations:

1) ne les utiliser gue pour nouveanes et patients difficilea
prelever

2) Adapter si possible la taille daiguille ala veine du patient




B) Lubrifiants utilisés pour faciliter la gnétration de ‘laiguille
Silicones+++

Déplacement de mécules de leurs prénes porteuses
Interference dans les dosages par immunoanalyse

Recommandations:
1) utiliser aiguilles correctement lubpeés avec des traitements

appropres evitant toute interrence (lubrifiants polaires, agents
gélifiants...)




V) Métal
Chrome, fer Mn, nickel
Interference dans les dosages desaux de meéme nature

Recommandations:
Utiliser aiguilles appropees




2) Choix du tube

a) Matiere

Verre utilise pendant des aees

Délais® au profit du plastigue (b et praticabilig)




Faire preuve de vigilance!

* Certains plastiques
Adsorption de molkculesa doser (medicaments, hormones..)

* polypropyl ene ou polyethylene contenant difierentes
substances

( anti-oxydants, antistatiques, lubrifiants, plastifiants...):
Interf eérences dans le dosage de certainsedicaments

* Phtalates et dethylphtalate
Creation de pics arefactuels (chromatographie en phase gazeuse)

Recommandations:
Utiliser les nouveaux magriaux trait es pour usage nedical

(ex: polyethylene téréphtalate de grade nedical)




D) Nature du tube (Avec ou sans anticoagulants)
Codes et couleurs impases par ECCLS (European Commitee for Clinical
Laboratory Standards) et International Standard Organization (ISO)

a) Principaux tubes utilises

Nature Couleur

EDTA potassium Violet
EDTA sodium
Heéparine (lithium) Vert

Heéparine (sodium) Bleu marine

Citrate de sodium Bleu pale
Noir

Fluorure de sodium Gris

Aucun (tube sec) Rouge

Tubes silicores Rose
+EDTA+ aprotinine




B) Crit eres de choix

1- Respecter le dictionnaire des analyses de chaguasapline+++

Nature Couleur Parametre

EDTA potassium Violet NFS

EDTA sodium Rénine

Heéparine (lithium) Vert Biochimie (urgences)
Héparine (sodium) Bleu marine Biochimie (métaux)

Citrate de sodium Bleu pale Coagulation
Noir VS

Fluorure de sodium Gris Glucose, alcool

Aucun (tube sec) Rouge Immunoanalyse

Tubes silicores Rose Peptides fragiles (ACTH,
+EDTA+ aprotinine glucagon,VIP)




2- Avantages et inconenients des anticoagulants en Biochimie

- Avantages
Rapidite pour les urgences

Fluidit € du plasma sans microparticules de fibrine (alarmes didot sur
automates)

- I[nconvenients
* H éparine
L’"exclure

- pour les technigues aveélectrodesa Cl- ( Lie certains
électrolytes)

- pour les techniques par immunoanalyse (Inteere lors de la
I éaction antigene-anticorps)

*EDTA

A bannir pour les dosages (notamment ELISA et chimilunmescence)
utilisant la phosphatase alcaline ( complexe les ionsvélents utilisés comme
cofacteurs)




V) Regles pratiguesa respecter

- Anticoagulant
Bien remplir le tube (velume enticoagulant/velume de sang)
Eviter hemolyse

Retourner lentementa10 fois

Le maintenir vertical

- Tube sec

Attendre 45 minutea temperature ambiante étraction totale du
caillot) avant de le placer4°C pour le transport (mecules fragiles
adoser)




c) Utilisation de tubes avec surfactants
* But

- augmenter la fluide de Iéchantillon sanguin

- diminuer Iadsorption des prenes, des ématies et des plaguettes suls
la surface des parois

* Interférences
1) Silicone
Surestimation du Mg iones du lithium
Immunoanalyse

- Interaction avec le syahe avidinebiotine
utilise en ELISA (prolactine, hCG, TSH)

- Surestimation des taux de T3, vit B12, CA3.,5
CRP

2) Organosilan¢SST de Beckton Dickinson)
Surestimation des taux de T3, vitamine B12, G315




d) Utilisation de tubes avec activateurs de |la airam du cailbt

* But
Permettre un rendu dessultats plus rapide (urgence)

Diverses substances (silice, kaolin, thromboplastin
oxyde de polgthylene...)

* Interferences

- Lithium

- Hormones ( testo&ione)

- Activation de la praVIMP-9 (pre-Matrix Metalloproeinase9)




e) Utilisation de tubes primaires avec gesparateurs

* But
- augmentation du volume deram ou plasma recuellli
- permet de travailler sur tube primaire saesamtation

* Interférences

- Adsorption de certains eédicaments hydrophobes (@iytoine,
phenobarbital, carbamapine, quinidine..)

- Libération substances toxiques ingraint en immunoanalyse
(hCG)




RECOMMANDATIONS GENERALES :

Extréme prudence pour le choix debhes de @evement+++

Toute substance introduite dans les tubes (ggarateur,activateuir.)
peut potentiellementénérer des integrences selon le lot utiks

Prélever les tubes dan®ordre suivant: 1)tubes secs 2) tubes @sat
bleus 3) tubeséparines 3) tubes fluorure de sodium 4) tubes EDTA

5) tubes citras noirs

Raffick ARB et al. Impact of blood collection deggon clinica
chemistry assays. Clin Biochem 2010;4251

Wilde C. Subject preparation, sample collection haddling. InTthe
Immunoassay Handbood. Third Edition. Wild D, Edselier. 2005p.

443-455.




|l Echantillons urinaires

1) Récipients

Pour le recuell primaire utiliser un bocal

- stérile en plastic inerte (polypropylene)

- contenant un conservateur variable selon I'analg2: acide faible
(borique) ou fort (HCL)

(dictionnaire des analyses +++)

2) Le recuell
- collecter en général les urines de 24h (diures&rdlee par la
créatinine urinaire) apres avoir ecarté la prenméiction du matin.

- bien homogeneiser avant de prélever 'aliquot




lIl) Echantillons salivaires

1) Récipients
- Salivette(tube conique contenant un
coton) sans ou avec acide citrigue
Inner Tube (utilisé pour en augmenter la quantité).
Avantage absence de viscosité et facilité de
cotton Roll recueil aprés centrifugation)
(Crachat recueilli dans recipient inerte
comme le polypropylene puis

congelation pour dénaturer la mucine)

Centrifuge

Tube 2) Le recueil
- Bien imbiber le coton de la salivette (30 a
90 secondes)

3) Délais
Attendre 3h apres un brossage des dents




/) LCR

Recueil dans tube stérile apres avoir élimine Ipeiieres gouttes




PLAN (suite)

C) Etiquetage
D) Transport des tubes primaires sur site
E) Traitement du tube primaire

) Centrifugation pour’ bbtention de &ums ou de
plasma

II) Décantation duérum ou plama dans tube
secondaire

lIl) Temperature de stockage
V) Température de transport sur site
F) Transport deechantillons traks




C) Etiquetage

Sur le tube et sur le bon
) Principales causeserreur dues au eranalytiqgue(CSCQ 2004)

- Mauvaise identification du sujet
- Absence de date et heure dé@rement
- Absence dnformations sur les intesfences possibles (prise de

medicaments)
) Indiguer I'heure de @evement eemarger (trgabilite)

lIl) Consentemenkclairé




D) Transport du tube primaire (sur site)

) Delais
- Rapidie
Pour certaines mecules fragiles en biochimifg
et facteurs de coagulationéfhostase)
Importance de la teabilité (heure de
prelevement inscrite sur le bon)

Utilisation de pneumatique si possible

II) Conditions dacheminement

1) Tempgerature
Transporta4°C (glacons dans sacs plastic ou blogfFigérés) pour
preserver lintegrite (Ammonium, acide pyruvigue, acide lactique,
galactose, oxalate , hormones peptidigues, cesatemines)

2) Abri de la lumere
Vitamines A, B, C, E et pigments biliaires




E) Traitement du tube primaire
) Centrifugation pour | “obtention de £rums ou de plasma
1) Vitesse
En general centrifugation (rotor sans angle fixe)
- sang:a 2000 x g pendant 10 minutes
- urine: 400 x g
|| existe des nomogrammes permettant de calculei
calculer la vitesse en rpm ou rotation par mirne
fonction du rayon de la centrifugeuse

2) Temjerature
Molecules fragiles, utiliser une centrifugeuse
refrigeree

II) D ecantation du $rum ou plama dans tube secondaire
1) Matiere
Plastiqgue en&neral




2) Etiguetage

Attention! Source @rreur supgEmentaire ddentite patient
Codes adogs

3) Délais

Controler les dais (infirmiere doit €lephoner avant envoi des
tubes et exiger la tcabilité par accue reception du laboratoire qui
soustraite sur site)

Peptides extréemement fragiles (ACTH, VIP, glucagosmjement ar
place

- prdlevement sur tube aprotinine (bouchon rose)

- placer le tube Imediatement 4°C

- centrifuger dans les 15 minutad°C

- décanter et congeler le plasmestirapidement




lIl) Temp erature de stockage

Court termea-20°C

Pour des protocoles de recherc86°C

Parfois recessié de congeler dansdzote liquide

Controler la temegrature des cor@pateurs (sysEme O&asoft par ex)

I\V) Tempeérature de transport sur site
Transfert des tubes congslisur site danecipients isothermes
Tracabilite en demandant acaeireception de la quakides tubes

receptionres




F) Transport desechantillons secondaires (Eiques ou plasmatigues)
« Guide pratigue surapplication dueglement relatif au transport des
matieres infectieuses 20092010 (OMS)

Mise en vigueur le€Ljanvier 2009
WWW.Wheo.Int/csr/resources/publications/biosafety.

) Reglement international (Recommandations de conmes d experts)
1) Air: Organisation de Aviation civile international¢ OACI)
Association internationale de transpasien (IATA) associeegles

de OACI et autres restrictions

2) Rall: Transport international ferroviaire des marcharglgzEngereuss
(RdID)

3) Route:Accord europen relatif au transport international des
marchandises dangereuses par route (ADR)

4) Mer: Code maritime international des marchandises danges
publié par I Organisation maritime internationale (OMI)

5) PosteManuel de la poste aux lettres pelpar [ Union postale
universelle (UPU)




II) D éfinitions et classement
WWW.Who.Int/csr/resources/publications/biosafety

1) Matieres infectieuses

Caiegorie A pouvant provoguer une invaliéipermanente ou
une maladie mortelle ou potentiellement mortellezcihomme ou
I”animal en bonne saAffectation au i ONU 2814 si homme uo
homme et animal concessy I ONU 2900 si animal seul conce&n

Caiegorie B qui ne epondent pas aux celies de la ceggorie A

Liste: Annexe 2




II) D éfinitions et classement

WWW.Who.Int/csr/resources/publications/biosafety

2) Cultures

« Reésultat d’ opérations ayant pour but la reproduction d’ agents pathognes»
Catéegorie A ou B

3) Echantillons prélevés sur des patients

« Matériaux humains ou animaux y compris les ex@ta, secrétions, le sang et ses
constituants, les tissus et liquides tissulaires , lesganes tansportés a des fins de
diagnostic, enquéte, traitement ou pavention »




II) D éfinitions et classement

WWW.Who.Int/csr/resources/publications/biosafety

4) Exceptions
« Etant donné le faible danger qu’elles presentent, les substances origine
biologique suivantes ne sont pas soumises... »

- Substancese contenant pas thgents infectieux ou non susceptiblede
provoguer une maladie pour ihomme ou les animaux

- Substances contenant desicroorganismes non pathoenes pour I’homme ou les
animaux

- Substances sous une forme telle gieut germe pathogne eventuellement
préesent aeté inactive ou neutralisé et ne represente donc aucun risque pour la
sante

- Le sang et /ou les compes sanguingecuelllis pour la transfusion et/ou la
transplantation

- Les gouttes de sangecheé et les tests de @pistage de sang occulte dans les selles
- Les dechetsmedicaux ou dechets dhopital decontamines




WwWw.Who.Int/csr/resources/publications/biosafety

5) Exemptions pour lesechantillons humains et animaux

...qui présentent un risgue minimal de contenir des agents patheges sont
exempes sils sont transportes dans un emballage cagu pour éviter toute fuite et

poratnt la mention: « Echantillon humain exempe » ou « echantillon
animal exempg »

Jugement par unspecialiste fondé sur les anecedents medicaux,
Ssymptomes...

Exemple: Analyses desang et durines pour choleseérol, glycemie,
hormones, PSAet examens pour grifier le fonctionnement du ceaur,
fole ou reinsur des étres humains ou animaux atteints de malasli
non infectieuse




a) L'emballage doit étre constitie de trois € ements:

[) un ou plusieurs récipients primaires étanches

) un emballage secondairetanche

i) un emballage extrieur suffisamment robuste comptetenu de sa
contenance, de sa masse et dont un €&u moins mesure au minimum
100 mm x 100 mm

0) pour les liguides du maériau absorbant....

C) pour les recipients primaires fragiles multiplesplaces dans un
emballage secondaire devront étre emb&s individuellement ou
Separes pour eviter les contacts




lIl) Pr éparation génerale des expeditions pour le transport

1) Syseme de base de triple emballage
Un récipient primaire:
- contient la magre
- doit étreetanche
- doit étregtiquee
- doit étre enveloppdans suffisamment de negau absorbant
(si le tube venaia se casser)

2) Cakgorie A
a) Emballage
Triple emballag®lus
- Normes qui garantissent le passage aveeesuesepreuves
requises comportant des chutes libres de 9 m de Unatest de

perforation et un test de pression (Instruction &ihalge P620P1620
pour le mode erien)




0) Marguage

- Nom et adresse dikpediteur

-Numero de eléphone dune responsable au courant Gxpedition
-Nom et adresse du signataire

-Numero de IONU :ONU 2814« matieres infectieuses poumhiomme»
ou ONU 2900« matieres infectieuses pouranimal»

-S| neige carbonigque ou azote liquide: nom scientdidu efrigerant, le
numero de IONU gui convient, la guangétnette

c) Etiguetage

Deux types tiguettes

- de risque: sous formeéuwn losange

- de manutention: diverses formes possibles

(Voir www.who.int/csr/resources/publications/biosafety )




3) Categorie B

a) Emballage
Triple emballage (Instruction @mballage P650) (Annexe 4)

0) Marguage

- Pour le transportenien: Nom et adresse dexpediteur
-Pour le transporteiien: Nunero de géephone dune responsable au

courant de’expedition

-Nom et adresse du signataire

-Designation officielle de transpoBIOLOGICAL SUBSTANCE,
CATEGORY B » acote du losange (Fig 1)

-Prescriptions relativessla temgrature de stockage: facultatif




Dimensions minimale de chaque co6te formant le losange:
- au moins 2 mm
- au moins 50 mm pour transport aérien
Hauteur des chiffres et lettres: au moins 6 mm
Couleur: aucune imposee mais contrastant avec le fdn
et facile a lire
« BIOLOGICAL SUBSTANCE, CATEGORY B »au
moins 6 mm a coté de la marque

Pour le transport aerien

-si utilisation de la neige carbonigue solide (Figur@ apposeée)
ou liquides cryogeniques (Figures 3 et 4 apposées)




c) Documentation
A préparer et a signer par le transporteur

- envols internationaux: liste de colisage/factue forma avec
Adresse de I'expediteur et destinataire
Nombre de colis
Contenu detaille
Poids
Valeur
- permis et /ou declaration d’'importation et/ou giexation

- lettre de transport aérien (ou mer, route, rail...)




Toutes ces recommandations doivent étre respectgasur les pays
ayant adopté le systeme de I' ONU que 'OMS incite gespecter

Dans le cas contraire (Arabie Séoudite, Croatie....)e reglement de
I'IATA relatif aux substances dangereuses impose te une liste de
restrictions concernant

- 'expéditeur
- le transporteur
- le destinataire

www.iata.org mise a jour 2011




CONCLUSION

Difficult es liecesala preparation du patient, au recuell,

al’étiguetage et au transportum echantillon biologique
Nécessie de respecter toutes les consignes

WWW.Who.Int/csr/resources/publications/biosafety
Air OACI:http://www.icao.int/cgi/goto_m.pl

Rail RID: http://www.otif.org/

Route ADR:http://www.unece.org/home.asp

Mer OMI: http://www.imo.org/home.asp

Poste UPU:http://www.upu.int/

www.iata.orgmise a jour 2011




