Généralités sur les analyses de biologie

Dr François Boutboul

Boutboul.f@chu-nice.fr
On peut le joindre par mail si on a des questions.

Source documentaire :

· clinical Biochemistery de Allan Gaw, Robert Cowan édition Churchill Levinsgtone (1999)

· biochimie médicale, physiopathologie et diagnostic de William Marshall et Stephen Bangert édition Elservier, campus référence (2005)

I. Présentation du laboratoire de biochimie médical


1. utilisation des tests de biochimie
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Que ce soit en biochimie ou dans les autres spécialités de biologies (bactériologie, hématologie,…), on touche à 4 aspects de la médecine : d’une part ce sont des analyses pour déterminer le diagnostic de la maladie, ensuite ces analyses permettent d’assurer le suivi du patient (son évolution), puis le pronostic (le médecin prescripteur veut connaître la gravité de la maladie afin de mieux prendre en charge le patient) et enfin le dépistage (exemple : dépistage néonataux).


Quelle est la place des analyses de biologie dans la prise en charge d’un patient ? Un patient se présente à l’hôpital ou en ville, il faut l’interroger afin que le médecin prescripteur ébauche ce qu’a le patient puis vient l’examen clinique orienté par l’interrogatoire et souvent (très fréquent) des examens paracliniques (analyse de biologie, radiologie, divers tests) sont prescrits. Ces analyses de biologie prescrites en ville se font dans des laboratoires d’analyse médicale. A l’hôpital à l’inverse il y a une distinction entre les différents laboratoires (biochimie, microbiologie (bactériologie, parasitologie, virologie), hématologie, immunologie, anatomopathologie). En biochimie il ya trois types d’analyses qui peuvent être demandées : analyse de routine, spécialisée et en urgence.


2. analyse standards


Voici un bon de demande de l’hôpital Pasteur. 

Quelques exemples d’analyse :

Gazométrie artérielle : prélèvement de sang artérielle pour déterminer l’état d’oxygénation du sang.

Détermination glucose, acide lactique,…

Des marqueurs cardiovasculaires comme la troponine.

 Analyse extrêmement courante : bilan standard ; CRP pour déterminer l’état d’inflammation du patient.

Analyse de liquides pleuraux et analyse de paramètres dans le liquide céphalorachidien. 

Le professeur nous dit que l’on reverra toutes ces analyses lors de l’étude des différents appareils. Il faut retenir que l’ensemble de ces analyses de biochimie permet de faire le diagnostic de maladie transversale. 
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2.1 Profils biochimiques sanguins

Ne pas apprendre par cœur cette liste, elle sera mis en exergue lors des autres cours. 
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2.2 Profils biochimiques urinaires

Permet de voir le fonctionnement du rein. 

Permet d’obtenir une information sur la glycémie par exemple un patient diabétique excrète du glucose dans ses urines. La clairance de la créatine est un paramètre extrêmement important, notamment pour le suivi des patients qui sont insuffisants rénaux chroniques. C est un ensemble de paramètres qui touchent de nombreuses pathologies et de nombreuses spécialités médicales. 

3. les analyses spécialisées de biochimie
Les maladies métaboliques sont des maladies qui souvent sont à révélation néonatales et graves. Le laboratoire de biochimie est à même de doser des paramètres (qui ne détaille pas aujourd’hui) pour faire le diagnostic très précoce de la maladie.

Le professeur précise que vitamine et neurotransmetteur se dosent aussi bien dans le sang que dans les urines. De plus le dosage des catécholamine est important dans deux types de pathologies : le fluochromocitome (cause d’une hypertension artérielle secondaire) et le neuroblastome de l’enfant.


[image: image5.png]GLUCOSE : TESTS DYNAMIQUES (tube gris)
[ HePO 2 temps [ HePo compitte
O osuman [ Test asgrine-insuine
O Autres (peécmes le test)
Nombee de tubes
Temps de prélévement ©

LA Y A

LIPIDES (tube jaune avec gel)
[ Apotpoprottine A1 [ Apolpoproteine &
[ upigegramme

AUTRE (tube jaune avec gel)
O Isoenzymes de la phosphatase alcaine

SELLES Numérode l'échantilon [J]1 (J2 [J3

[ Recherche dhemagichine h [ sestormie

O Aatres

HEMOGLOBINOPATHIES
(tube violet)

[ Homocysteina (ube violet + glace)

[ Homocystirrie (monavette + glace)

([ Esuce genssique (rube violat, T ambiante)

Indispensablas: - Renseignements clnigues
- Cormentement du patient

VITAMINES et NEUROTRANSMETTEURS
Vitamines & l'abri de la lumiére + glace

SANG (tube vert)

[ catschommines (+gisce)
O vitamire &

O vitamine £

URINES DE 24H
(& r'abri de la lumiére + HCL)

SANG (tube violet)
[ vitamine 81
O vitamine &5

SANG (tube bleu)
[ sérotonine (+ giace)

MALADIES METABOLIQUES
Prélévements dans la glace
Renseignements cliniques indispensables

O Ajeun
[ Past prandial
O Tratement .

[ survetiance joumés

) Micsion du matin
[ Epreuve ae jedne

[ Miction aprés crise

[ Autres

(Joinare fiche de renssignements prasente dans le serce, SUP)

SANG
0 Pots Redor (lactate-pyruvate-coms cétomiques)
tube hipannd déprotéinisé ot sur ROV
(J chromatographie des acides aminés (hibe vert clai)
[ Acides gras & s longues chaines (hibe jaune)
D Profi des scyl camines (fube vert clair)
[ Enzymes ysosomales (2 tubes viclet, T ambiante)

URINES (monovette + glace)
[ Ciwomatographie des acides aminés
[ chromatographie des acides arganiques

[ ovigesacchanices
[ succimyt adénosine
[ Acide aratique






4. les analyses d’urgence de biochimie
Lorsqu’un médecin veut assurer une prise en charge thérapeutique rapide. Le laboratoire de ville ou  de l’hôpital doit donner les résultats le plus rapidement possible, il y a donc une prise en charge particulière de l’urgence dans les laboratoires de biochimie, avec un circuit spécifique. 
Elles sont nombreuses et recoupent les analyses standards ; exemple de paramètres à analyser : 

· sodium, potassium, chlore

· urée, créatinine

· calcium

· glucose

· amylase, lipase

· marqueurs cardiaques


5. techniques de biochimie (extrêmement succinct) 


Trois types de matériels pour faire les analyses : 
· les automates

· le kit de dosage (aspect plus technique que l’automate)

· méthodes manuelles ( protocole très précis effectué par technicien de laboratoire)

Rendre un résultat n’est pas aussi simple. 


6. personnel de laboratoire


Il y a 3 catégories : 
· technicien de laboratoire : ils rendent un résultats de façon analytique. 

· médecins : ils ont pour mission  d’évaluer la méthode de dosage .Ils testent différents automates, méthodes manuelles pour avoir les méthodes les plus simples, efficaces et justes. Ils déterminent quelle  est la méthode de dosage la plus performante dans un contexte d’urgence.  Ils confrontent les résultats aux contextes cliniques.  Il y a toujours un dialogue entre le clinicien et le biologiste pour s’assurer d’un résultat bon.  

· scientifiques : ils font de la recherche sur les analyses ou de la recherche fondamentale.


7. Analyses délocalisées
Elles ne se passent pas au sein d’un laboratoire mais elles peuvent être faites au lit du malade (exemple : bandelette urinaire , les  gaz du sang (pour savoir comment évolue pression en oxygène dans le sang),  des lecteurs pour le contrôle de la glycémie des patients diabétiques). 

Elles doivent être encadrées d’un certains nombre de précautions pour être exact, elle doivent être simple à réaliser. 


II. L’utilisation des paramètres de Biochimie

En gros le clinicien se pose une question : qu’ est ce que je dois faire pour assurer une prise en charge du patient  et est ce que c’est urgent ou pas ? Les études de médecine sont des études de maladies et permettent de savoir prescrire de façon approprié les bonnes analyses. Le biologiste donne une réponse précise, pertinente et intégrée à la décision clinique. Mais obtenir une réponse correcte peut être semé d’ embûches. 
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Le schéma se lit dans le sens inverse des aiguilles d’une montre. Le circuit d’un échantillon contient 3 phases : une phase pré analytique, une phase analytique et une phase post analytique. 


Le clinicien se pose une question, il remplit un formulaire de demande et donne quelques indications cliniques pour le biologiste. Il prescrit au lit du patient. L’échantillon est transporté dans un laboratoire (possibilité d’utiliser l’avion si l’analyse ne se fait que dans certains laboratoires spécialisés). L’échantillon est reçu et se termine ainsi la phase pré-analytique. 

Puis se passe la phase analytique : l’échantillon est au laboratoire et il est analysé. Afin d’assurer la qualité des résultats il faut voire si l’automate est bien paramétré pour cela on utilise des « échantillons  tampons ».

Lors de la phase post-analytique : on rassemble les résultats qui sont interprétés par le biologiste (cf collaboration clinicien / biologiste) en fonction du contexte clinique. 

Il ya donc 3 phases dans le circuit d’un échantillon biologique. 

Le formulaire de demande des analyses de biochimie : 


En rouge les analyses sanguines. En vert les analyses dans les liquides céphalo rachidien ou les liquides  péritonéaux,… 

Puis dans cette zone ( cf photo ci dessous) il y a un certains nombre de renseignement clinique (patient à jeune ou pas, patient greffé ou pas, avant ou après dialyse rénale,…). Le prescripteur note également la date et l’heure de prélèvement, si c’est urgent ou pas. On trouve aussi les identifiants des personnes (nom, prénom), leurs âges, sexes, date de rentré dans l’hôpital. 

Il y a aussi le nom du prescripteur, du préleveur et la signature du prescripteur. 
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Les différents types d’échantillons. 

On va parler de biochimie mais aussi d’hématologie.
En biochimie il y a deux types d’échantillons : du sérum ou du plasma. 

Certains automates de biochimie fonctionne sur des analyses sériques ( => tube sec) et d’autre sur plasma (en hématologie pour la numération fraction sanguine on utilise un tube EDTA.)

Le professeur indique : un tube de flurorure d’oxalate permet d’éviter la détérioration du glucose dans le tube. Le tube citrate permet de récupérer le plasma afin de doser les paramètres de coagulation. 

Il faut connaître les définitions du plasma et du sérum. (cf photo ci dessous). [image: image8.png]3 Faut-ilrépéterlesdosages7 sy wihwil IR R B wWEERwWERw wouR I,“II LA 4
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Les échantillons d’urines. 

Il y a deux types d’échantillons : bocal urine des 24heures ou monovette  (chez les enfants difficiles d’avoir échantillon sur 24 heures)

Le bocal urine des 24 heure peut contenir un conservateur pour inhiber la croissance bactérienne car si des bactéries poussent cela peut compliquer des analyses ultérieures.  Il peut contenir un acide pour la stabilisation de certains métabolites. Exemple (dans le cas de neuroblastome de l’enfant où on dose les catécholamine) afin de stabiliser les catécholamines, on utilise l’acide chlorhydrique. 

Autres échantillons biologiques:

Selles (stéathorée), LCR, expectorations, prélèvements tissus/cellules (anapath+), liquides (pleural, d'ascite, articulaires), calculs rénaux (adaptation de règles hygiéno-diététiques).

Leurs conditions de prélèvement et de transport obéissent à des règles particulières.

Echantillons dangereux:

Dans le cas d'atteinte virale grave comme Ebola, VIH, Hépatites... On a affaire à des "échantillons dangereux", qui nécessitent une pièce spécialisée dans le laboratoire, de règles de manipulation spécifiques, et une formation des techniciens et des biologistes particulières. 

Bien souvent, on ne sait pas forcément si le patient dont le prélèvement que l'on va analyser est atteinte par  une de ces maladies, donc il faut toujours considérer les échantillons étudiés comme dangereux.

2.   Les erreurs liées aux échantillons:

Dans chacune des phases, on peut avoir une erreur. 

2.1 Erreurs en phase pré-analytique:

Ici, on prend l'exemple d'un dosage de K.

Après centrifugation, pour une raison X, on a une hémolyse (le sérum devient rouge). Les GR, riches en K, vont donc libérer beaucoup de K dans le tube -> on mesure une fausse kaliémie! On retrouve ce type d'erreurs pour les ALAT et Phosphates. 

Autre erreur: La stase prolongée pendant la prise de sang. Si on doit mesurer les protéines et molécules liées aux protéines du sang, et si l'infirmière laisse trop longtemps le garrot lors du prélèvement, on aura là aussi une mesure trop élevée à cause des facteurs de coagulation.

On a aussi les erreurs sur l'étiquetage (identité), la quantité insuffisante de l'échantillon, la collecte (urines+),sur le choix des tubes (cf. diapo plus haut). 
On a aussi des sites de prélèvement inapproprié: une perfusion de glucose en aval de la veine qu'on pique va fausser les résultats de la glycémie. Si le délai de transporté excède 4h, on va perturber les valeurs du K. Pareil pour les vitamines, le tube doit être transporté dans de la glace, à l'abri de la lumière, et rapidement.

Lors du recueil des résultats il faudra donc vérifier la cohérence entre les résultats et le contexte clinique.

2.2 Phases analytique et post-analytique:

En phase analytique on a deux types d'erreurs:

D'abord les erreurs humaines. On va se tromper dans l'identité du patient (on doit s'assurer du respect des règles), la manip elle-même... Et on a les erreurs analytiques (il a rien dit dessus, mais ce doit être les erreurs liées aux machines, et aux manipulations... à vérifier).

En phase post-analytique, on peut avoir des erreurs de transcription entre les intervenants et la transmission des résultats.

On peut minimiser les erreurs, mais jamais les éliminer, on doit donc s'assurer et vérifier que chaque intervenant dans les phases respecte les règles, les protocoles, et on prend le temps de voir si les résultats sont cohérents ou non.

                 3.   Faut-il répéter les dosages?

Aussi souvent que des changements notables peuvent survenir (changement de traitement, altération/amélioration de l'état du patient...) et avoir des conséquences sur la prise en charge du patient.

Ex: Patient en hypoxie, sa pO2 est très basse, alors on le met sous O2, en vérifiant régulièrement par gazométrie son taux d'O2 sans le sang, autant de fois que nécessaire. On doit prendre en compte l'âge du patient, son état pathologique, ses antécédents...

                 4.   Faut-il demander un dosage en urgence?

Oui, si l'instauration d'un traitement immédiat dépend du résultat des analyses.

                 5.   Les dosages non nécessaires:

Encore une fois, les analyses se font lorsque le médecin se pose une question, et que le biologiste peut y apporter une réponse. Forcément, s'il n'y a pas de questions, ben y'aura pas de réponses!  On demande quand même au médecin prescripteur pourquoi il veut faire ces analyses, et si ce n'est pas utile on ne les fera pas.

      III.   L'interprétation des résultats d'analyse en biochimie.

                     1.   Expression des résultats:

Analyses de biochimie quantitatives: μmol/L, mmol/L

Analyses de biochimie semi-quantitatives: bandelettes urinaires par ex.->  on peut observer des paramètres à l'aide d'un code couleur, comme la leucocyturie (rose = infection urinaire), protéines, pH (basique = vert), glucose...

Enzymes: Unité Internationale (Activité)

Grosses molécules: g ou mg

Gazométrie artérielle (PO2 ou PCO2): kPa.

Là on a un petit rappel de conversion sur les concentrations massiques et volumiques. (cf. cours de Magné l'an dernier :). 

                   2.   Variations des résultats:

 En pratique, on doit se rapprocher le plus possible de la méthode analytique idéale, qui doit être précise, exacte, sensible, spécifique, peu coûteuse, simple et rapide.

2.1 Performance analytique du laboratoire:

     a) Précision - Justesse:

Précision: reproductibilité d'une méthode analytique (Une méthode imprécise ne sera jamais reproductible)

Justesse: la valeur obtenue est-elle proche de la valeur réelle et de combien en est-elle éloignée?
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illustrer la précision et la justesse (accuracy ):

1: pas précis (donc pas juste)                     2: précis mais pas juste                       3: précis ET juste

     b) Sensibilité  -Spécificité:

On travaille sur de très petites quantités en biologie/biochimie, d'où l'importance de la spécificité et de sa sensibilité.

Pour rappel, la sensibilité ici c'est la quantité minimale d'analyte que la technique peut détecter, et la spécificité, c'est sa capacité à discriminer cet analyte d'une substance interférente.

     c) Assurance qualité du laboratoire:

On a parlé des règles et des normes à respecter tout au long du processus analytique, car ce sont elles qui vont assurer la qualité du fonctionnement du labo. Pour que ce-dernier soit correct, les labos investissent énormément dans cette assurance qualité. On a vu que la maintenance et l'étalonnage des machines sont importants, et pour s'assurer qu'elles fonctionnent sans problème on effectue des vérifications tous les jours avant chaque passage d'échantillon patient (1 fois/jour ou 1 fois avant chaque série de patients), c'est le contrôle qualité interne. 

Il y a aussi les contrôles qualité externes développés par des organismes, au plan national. Ces organismes envoient des échantillons similaires à différents labos, régulièrement (tous les 3 mois par exemple), et ils compareront les résultats pour déterminer si ces labos sont dans la norme, un peu comme une note.

     d)Intervalles de référence:

Pour définir des normes, par exemple les normes de la glycémie, du taux de sodium, etc... un fournisseur d'automates va choisir une population saine et mesurer le paramètre choisi afin de fixer un intervalle qui va englober 95% de cette population (donc en exclure 5%) -> On a une distribution Gaussienne du paramètre.
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Les valeurs se distribuent donc autour de la moyenne +/- 2 écart-types. 

-Le premier graphique montre donc cette distribution de valeurs pour une population saine. Le problème, c'est que en pratique, on va avoir les 5% de sujets sains qui ne sont pas comptés dans la normes, mais on aura aussi une partie de la population malade qui aura des valeurs situées dans la norme. Les limites entre les deux ne sont pas rigides. 

-C'est ce que montre le deuxième graphique, avec la courbe 1 des sujets sains et la courbe 2 des sujets malades: on va avoir un intervalle (foncé) où se mêlent les deux populations.

Comme on résonne en probabilités, on doit retenir que plus les résultats se trouvent proches des bornes de l'intervalle de référence, plus il sera probable de présenter un état pathologique.

Il est donc important d'avoir en tête que des analyses biologiques/biochimiques ne suffisent pas pour établir un diagnostic, elles s'inscrivent juste dans la prise en charge du patient.

Si les résultats semblent suspects mais que l'on ne peut pas tout à fait être certain qu'ils caractérisent un état pathologique, on va parler d'actions limites: c'est surtout se baser sur l'expérience clinique et  interpréter ces résultats de manière intuitive qui va orienter le reste de la prise en charge du patient (ttt, examens complémentaires...). Inversement, des résultats d'analyse normaux n'excluent pas forcément l'existence d'une maladie.

2.2   Facteurs biologiques affectant les résultats:

Facteurs biologiques indépendants de l’état pathologique:

•Sexe (stéroïdes sexuels)

•Age (phosphatases alcalines)

•Régime alimentaire : à jeûn ou post-prandiale (glycémie)

•Heure de prélèvement (cortisol)

•Stress et anxiété (prolactine)

•Position du patient au moment du prélèvement (protéines)

•Effets de l’exercice physique (créatine kinase)

•Histoire médicale (infection ou traumatisme)

•Grossesse (thyroxine totale)

•Cycle menstruel (hormones sexuelles)

•Prise de médicaments...

2.3   Autres facteurs:

A la fin, on a alors notre compte-rendu. 

Ici, le clinicien va se demander si les résultats concordent avec l'interrogatoire et l'examen clinique (collaboration clinicien-biologiste ++), si les résultats sont conformes à ce qu'il attendait, comment il peut les expliquer.

Si les résultats sont fiables, il peut aussi se demander si son diagnostic initial est toujours valable, et comment ils influeront sur la prise en charge du patient, quels examens complémentaires peut-il faire, quel traitement entamer... Car la finalité c'est le traitement ("Traiter le patient plutôt que de traiter le compte-rendu d'analyses"...)

Conclusion:

Points importants à retenir

•Examens biochimiques : diagnostic, suivi des patients,

dépistage et pronostic;

•Réalisation et conditions de transport des prélèvements;

•Variabilités analytique et biologique des résultats;

•Résultats comparés avec des valeurs de référence et avec

les résultats précédents;

•Nombreux facteurs pouvant influencer les résultats :

*un résultat « anormal » n’indique pas nécessairement un

état pathologique

*un résultat « normal » ne permet pas d’exclure la

présence d’une maladie;

•Dialogue clinicico-biologique.

Voilà, première Ronéo de BMPC de l'année (et première de notre vie, aussi! ), on espère qu'elle vous plaira et qu'elle vous sera utile ( wééé...)

Si vous avez des remarques ou des questions, direction le forum ou dans la vraie vie aussi tant qu'à faire, on vous répondra comme on peut!
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