CH.

de Liege

Les valeurs de référence d du Laboratoire
Comment les établir?
Les facteurs impactant?

Caroline Le Goff
Service de Chimie Clinique
Université de Liege, Chu Sart-Tilhlaran.



CH./

de Liege

Le laboratoire...



de Liege

VR N O T B N mA N AR A TA RN
P e s P

- MEACT TN (oW
e ——— Tl fa NS S

T W wssay P
CLATANCIE DN LA ST XML
R .

- e
LT TN
o e o e VoS . ey Wl - e R
CLATFRANCE oot imée selon COCKROPT
L. F. G. selon MDRD

-
-

€3 .86 wi e

E’

3, A wk [ woo
| fraisus augmencde de 1% dans i= cas 3"un patient 4" ocigine T T e T
[
4 CHemes e de Ja rrecaleredies refnanle chronigue en 5 des xel lex r clath
- =cads 2 ,

atceinte rénale avecs DFS normal ou augmenté ( GVFG = A -"Ig b}
= #tade 2 : acceinte rdnale avec légare

2 diminuction du DFS L 60 = BYPE = a%
= #tade } : insurrfisance rénale chronig

ue modérée ( 30 « DPG = BB 3
- Stade 4 : insurfisance rénale chronigque mévare (| 1% < TY¥G < 29 )
~ Ftade 5 : insuffisance rénale chronigue

terminale | DFGS = 1% 3
TRANSAMINASE TGO (ASAT) Ao sl
(IFLE. sans phosphate de pyridoxal - Cobas Roche) '
o ﬂz‘ “"ATA &Y AT P e fmam

Lt
»



CH./

de Liege

Testing Response

Laboratory Workflow

Pre-analytical Analytical Post-analytical

« Test Request = Testing Re = Reporting

« Patient preparation = Lab Interpretation _, gecord Managment
= Sample Collection

= Sample Transport

= Sample Receipt
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Les erreurs au laboratoire...

Phases
| |
Pre-Pre-Analytical, very high
frequency, high risk

Pre- Pre-Analytical,

Analytical high frequency
|

Post- Post-Analytical,

Analytical high frequency

Post-Post-Analytical, very
high frequency, high risk

Plebani M CCA 2009
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L'objectif d'une analyse de biologie médicale estd e mesurer in-
vitro (dans un tube ou un flacon), la réalité in-vi ~ vo (dans le
corps) du patient.

L'analyse de I'eéchantillon de sang d'un patient comporte trois étapes distiact
savoir :

« La phasepréanalytiqu: cette phase couvre de nombreuses étapes : de la prép
du patient (demande du test) jusqu'a I'analyse ou de nombreux factearstien
peuvent se produire.

« La phase analytique proprement dite: c'est-a-dire le momerobiditilion est
analyse, par un instrument ou par une technique manuelle.

« La phase postanalytique: quand le resultat du test est validéepdisau clinicien
gui a demandé ce test ainsi que le traitement final de |'ébbiasti la conservatior
de I'échantillons.
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Les erreurs au laboratoire...

Erreurs introduites au laboratoire

Fowtanalylsgue
9%

Praiuhlyl higlie
BB

Conséquences des erreurs

13%
dApalyugue
Erveairy e traement
du patient
[ i

s

Trawa| de diagnosis
pamiplamentalia
sl 5%
Pas d'elfet sur be pationd

Source ; Plebans of al

Adaptation de Plebani M CCA 2009



i/ Définition d’'une erreur de

Laboratoire:

« Toute erreur depuis la prescription des
analyses jusqu’au rapport des resultats, la
mauvaise interprétation de ceux-ci et la
réaction inappropriee devant eux. »

ISO/WD TS 22367
Laboratoires médicaux -- Réduction d'erreurs par sur veillance
de risque et amélioration en continu.
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Les variations pré -analytigues



CcH

de Liege

Les erreurs: ou???

* Feullle de demande

* Prélevement

e Transport

* Réception au laboratoire
* Processus analytique

e Stockage



< l‘d Transport of the  Tourniquet time

de Liege samples

Qualification of the
phlebotomist o

Size of the needle
Stability of the analyte

Choice of the
sampling tube

Choice of the vein

Patient ID

Patient’s

— position

L Fasting status

Indications???
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Demande d'analyse

e Erreurs d’'ID de patients
 |dentification prescripteur manguante
o Erreur sur I'unité d’hospitalisation
 Demande incomprehensible
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Prélevement

e Garrot

o Jeline

e Position du patient
 Rythme circadien

e Stress

e Cycle menstruel
 (Grossesse
 Medicament

e EXxercices physiques

* Erreur sur pic/vallee
e Erreurs de bracelets
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Malils encore...

Facteurs physiologiques
¢ Sexe
 Age
e Poids
e Sport
« Lieu habitation (montagne, plaine...)
o Alimentation
e Etat nerveux
e Conditions de vie
 Habitude de vie (alcool, tabac, caféine..)
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Transport

e Délais

e TO

e Lumiere
 Pneumatique
e Verticale!!



- Réception au laboratoire

 Rejet de I'échantillon

» Echantillon non recu

* Erreur d'étiquetage
 Mauvais tube

» Echantillon abimé lors du transport
« Echantillon coagulé (hémato)
* Echantillon hemolysé

e Accident au labo

* Volume insuffisant

« Erreur identification

» Centrifugation

e TO

 Erreur encodage
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La variation analytigue
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La variation analytigue

e Elle est inhérente a toute détermination
analytique.

e L'Incertitude de mesure est fonction de la
precision de la méethode utilisée.

* Elle est géneralement exprimée par le
coefficient de variation (CV%).
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La variation biologigue
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La variation biologique

* Fluctuations naturelles et physiologiques
des constituants biologiques autour d’un
point homéostatique qui est specifique a
chaque individu.

e 2 composantes importantes: la variation
Intra-individuelle et inter-individuelle.
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Que peut-on faire avec les
données de la variation
biologique?

e Déterminer « the Reference
Change Value »



CH\/ Reference Change Value (or

Least Significant Change)

« Différence entre deux resultats consecutifs
qui représentent un changement
biologiguement significatif pour la santé du
patient.

e La formule est RCV =1.96 X V2 X V(CV,2+CV?)
=~ 3 x CVi
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No. of Specimens to Estimate True Value in
an Individual
Analyte Value CV,, (%) CV, (%) L3C (%) Within 10% Within 20% Within 30%
Albumin (g/L) 3898 = 3.1 1.3 2.8 g 1 1 1
Total calcium 219 = 017 1.4 2.14 7 1 1 1
Phosphate (mmol/L) 1.36 + 0.35 2.6 11.35 32 5 2 1
Total ALP (UI/L) 89 = 38 0.9 b5 16 2 1 1
Bone ALP {ug/L) 160+ 11.8 4.9 6.8 23 3 1 1
2nd-gen PTH (pg/mL) 357 [184-461] 2.3 13.8 39 8 2 1
3rd-gen PTH (pg/mL) 157 [81-234] 45 14.9 43 10 3 1
intact PINP (ng/mL) 124 = 83 4.7 10.5 32 5 2 1
TRAP-5B (U/L) 534 = 1.983 2.6 8.3 24 3 1 1
FGF-23 (U/L) 1.678 [770-2.896] 35 i7.2 48 11 3 1

Note: N = 17 stable patients treated with maintenance hemodialysis. Concentrations given as mean = SD or median [IQR].

Abbreviations and definitions: ALP, alkaline phosphatise; CV,, analytical coefficient of variation; CV,, intraindividual coefficient of
variation; FGF-23, fibroblast growth factor 23; gen, generation; LSC, least significant change (at 95% probability); PINP, N-terminal
propeptide of type 1 procollagen; PTH, parathyroid hormone; TRAP-5B, tartrate-resistant acid phosphatase type 5B.

Cavalier et al, AJKD 2013
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Exemple

A HD patient presents a PTH at 180
pg/mL (6xUL) and a bAP at 19 pg/mL

8 weeks later, PTH raised to 240 pg/mL
(8xUL) and bAP at 22 ug/L

* Are these changes significant?

e PTH: 180 + =40% = 252 pg/mL
e bAP: 19 + 23% = 23.4 ug/L
These changes are not significant.
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Le post-analytique
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Post-analytique

* Erreur de transcription au moment de
preparer le compte-rendu

« Compte-rendu lllisible, parce que le
rapport a ete abimé par exemple

 Envol du rapport a la mauvaise adresse
gui conduit en géneéral a la perte du
rapport

 Pas d’envoi du rapport
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| es valeurs de référence
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Descriptif |+.r'-| WYaleur | Unité | Normes |Val| Date/Heure intro. |
FER ET VITAMINES
Fer - 4.0 prmalil 11.0-24.0 v 11032016 14:33 (C)
ORIENTATION GENERALE
Sodium 136 mrnolfL 135-14R v 11032016 14:33 (C)
Potassium 433 mrnolfL 350-510 v 11032016 14:33 (C)
Chlorures 99 mrnolfL 98-108 v 11032016 14:33 (C)
Calcium 2.3 mrnolL 215-2.60 v 11032016 14:33 (C)
Bicarbonates - 205 mrnolL 23.0-330 v 11032016 14:35 (C)
Trou anionigue calculé + 20 m &g fL 10-20 v 11 032ME 14:35(0)
Phosphates 1.21 mrnolL 095-1.795 v 11032016 14:33 (C)
Glucose + 102 mofdl GO-100 v 11032016 14:33 (C)
G02_com v 11032016 14:33 (C)
Consensus
Glycémie & jeln : &0 & 100 mg/dL
100 - 126 mg/dL : diminution de la tolérance au glucose
> 126 mg/dL (observé sur 2 prélévements distincts) : diabéte
Urée 13 madl 10-35 v 11032016 14:33 (C)
Créatinine 0.26 medl 018-033 v 11032016 14:33 (C)
GFR invalide wioit ci-clessous v 11032016 14:33 (C)
Estimation de la GFR : calcul non walide pour cette tranche de la population.
Acide urigue - 2.0 madl 3E-7.2 v 11032016 14:33 (C)
Frotéines totales 70 ol 64-74 v 1032ME 1433 (0)
Albuming 39 o/l 36-49 v 1103206 14:33(C)
tagnésium 11.96 mrnolfL 0.75-1.00 v 11032016 14:33 (C)
CRP + 238 mfl 00-60 v 11032016 14:33 (C)
EXPLORATION HEPATIQUE
Bilirubine totale - «0.15% mefdl 0.23-1.10 v 114032016 14:35 (C)
Biliruhine conjuguée <0.09 mofdl v 1 032ME 1433 (0)

GGT g LWL 5-50 v 11052016 14:33 (C)
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Introduction Hilad lg

« Aide a l'interprétation: une preoccupation des
biologistes médicaux

* Le concept a vu le jour en 1970 part un groupe
scandinave puis déeveloppé au niveau national
puis international (année 80).

* Documents d’organismes publics ou de
normalisations ont institutionnalisé ces
recommandations.

e GBEA et la norme ISO 15189 et la directive
98/79/CE

= Un nouveau groupe de travall
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Définition Ll
* Un intervalle de reference: intervalle
spécifié de la distribution des valeurs

obtenues a partir de populations de
sujets sains

» Généralement defini par un intervalle
correspond a 95% de la population,
centré sur la médiane.
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Filiation entre les différents termes recommandés
définissant le concept de valeur de référence

| Les individus de référance |

consfituant

| la populaticn de référence |

I
a partir de laquello ast sélacticnné

l

| un échantillon da référance |

gur lequal on détermine does

valeurs de référance
[
a parir desquelles on astime

Pouvant
étra
COMmpasas la distribution da référenca
aux valeurs T
mesuréas chez un 3 . 5 =3

a pariir desquellas est datammind
individu -

l'intervalle de raférance

I
défini par les

l

limites da référance
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La population générale
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référence

- -3 -2 -1 1] 1
standard deviations from mean

2 3 4

120 Individus en bonne santé
-2SD a +2SDh
95% de la population
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« en bonne santé »?
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La population pédiatrique
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La regle

ISO 15189 Guideline

« Le Laboratoire doit vérifier les valeurs de
réeference fournies par le Fabricant »

Inserts de kits

« Les Laboratoires doivent etablir eux-
meémes leurs propres valeurs de
reference »
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— établir la hste des facteurs de vanations biologiques et
analytiques (a partir des données de la littérature) ;

— déterminer les critéres d’exclusion et de partition sur la
base d'un questionnaire adapté ;

— rédiger un formulaire de consentement écrit et le faire
signer par les individus sélectionnés ;

— classer les individus de référence potentiels sur la base des
données du questionnaire ou d autres modes d’évaluation
de I'état de santé ;

— exclure les individus de I'échantillon de référence en
fonction de critéres prédéterminés :

— définir le nombre adéquat d’individus de référence ;

— préparer les individus sélectionnés pour la collecte de
I'échantillon en adéquation avec les procédures habituelle-
ment utilisées pour les patients au laboratoire ;

— recuelllir et traiter les échantillons ;

— collecter les valeurs de référence : analyser les spécimens
suivant des méthodes bien définies et décrites ;

— contrdler les valeurs de référence. Etablir un histogramme
pour évaluer la distribution des données ;

— 1dentifier de possible erreurs et/ou des valeurs aberrantes
(outliers) ;

— analyser les valeurs de référence : sélectionner une
méthode statistique puis calculer les limites de référence
et I'intervalle de référence ;

— documenter I'ensemble des étapes et des procédures sui-
vies.

Protocole de détermination des
valeurs de référence

Ann Biol Clin 2011 ; 69 (2) : 229-37
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| es facteurs d’exclusion

 En pratigue, les facteurs d’exclusion

les plus communs sont :

» |la présence d’'une pathologie aigué ou
chronique,

> la prise de médicaments a long terme,
» une surcharge pondérale
» la consommation de tabac et/ou d’alcool.

Ann Biol Clin 2011 ; 69 (2) : 229-37
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Etablissement ou veérification

Pourquol et quand????
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Aldostérone
Sérum/plasma Urinaire

« Selon la Mayo Clinic:
» -30 days: 170-1540 ng/L
» 31 days-11 months: 65-860 ng/L

» 1-10 years:
» < or =400 ng/L (supine)
» < or =1240 ng/L (upright)

» > or =11 years: < or =210 ng/L
(a.m. peripheral vein specimen)

e Selon le CHU de Liege:
(n=173)

» Femme: <225 ng/L

» Homme: <110 ng/L

» Selon la Mayo clinic:

» 0-30 days: 0.7-11.0 mcg/24
hours*

» 31 days-11 months: 0.7-22.0
mcg/24 hours*

» >or =1year: 2.0-20.0 mcg/24
hours

 Selon le CHU de Liege
» <23 ug/24h (n=36)

51
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““t% Valeurs de référence
Aldostérone
Sérum/plasma Urinaire

» >or =11 years: < or =210 ng/L
(a.m. peripheral vein specimen)

» Selon le CHU de Liege :
(n=173)

» Femme: <225 ng/L

» Homme: <110 ng/L

hours

« Selon le CHU de Liege
> <23 ug/24h (n=36) 51
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«Samples from 1072 male and
1116 female participants
(newborn to 18 years)

*40 biomarkers

Table 2. Ethnic distribution of study population
(1-18 years of age).®

Ethnic group Male, n (%) Female, n (%)
Aboriginal 3(0.5) 2 (0.3)
Arab 19 (3.5) 16 (2.7)
Black 26 (4.8) 21 (3.5)
Chinese 45 (8.2) 55 (9.2)
Filipino 6(1.1) 5 (0.8)
Korean 5(0.9) 2 (0.3)
Latin American 6(1.1) 8(1.3)
South Asian 56 (10.2) 74 (12.4)
Southeast Asian 9(1.6) 8(1.3)
Caucasian 350 (64.0) 382 (64.2)
Mixed race 22 (4.0) 22 (3.7)

Inspect data to ensure there are no missing or incorrect va lues

Inspect for “Partitions”
Plot box plots (at 1+year intervals by sex) and review for trendsin
age and sex (for consideration in outlier analysis)

Remove Outliers
Remove outliers by applying Tukey test twice
(at 2-yearintervals or as per faux partitions observed above)

Determine Partitions
Plot data with a scatterplot and box plots,
and review for trends in age and sex

For each partition, determine the normality of its distribution
[wia skewness statistic)

/\.

Gaussian-Distributed Partitions Mongaussian-Distributed Partitions
Test partitions with the Log-transform data; then test partitions
Harris/Boyd method with the Harris/Boyd method

\‘/

Once partitions have been determined,
calculate the reference interval

/\

Partition Sample Sizes >120 Partition Sample Sizes <120
Calculate reference interval with the Calculate the reference interval with the
nonparametric rank method Horn and Pesce robust method

\/

Calculate 90% Confidence Interval

2 Ethnic groups were based on designations and definitions used by Statis-
tics Canada; numbers represent participants 1-18 years of age. The ethnic
composition of the study participants was based on the 2009 Canadian
census data for the province of Ontario.

Fig. 1. CALIPER study data-analysis algorithm based
on CLSI guidelines document C28-A3.
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LA PAL

F M F M F M
PAL stat 2014-2015 0-14jours |15jours-1lans| 1-<10ans | 10-<13ans|13-<15ans| 13-<15ans|15-<17ans|15-<17ans| <18ans <18ans
moyenne 175.353 289.2431138 | 215.536432 | 234.038333 | 125.188462 | 248.064211 | 77.4628571 | 145.254795 | 70.8194444 | 108.060185
écart-type 66.9652638 | 156.9978411 | 63.7582273 | 74.9260815 | 62.037485 | 84.7401911 | 26.4660819 | 61.1498973 | 23.1752633 | 45.7480605
Percentile 2,5 91.62 129.46 117.5 93.175 57.15 97.22 42.455 67.2625 38.3375 64.915
percentile 97,5 348.135 662.47 364.7 394.335 268.375 404.545 140.795 302.8375 122.0375 274.6075
n 100 167 796 300 156 95 315 146 216 108
categorie actuelle <9ans <9ans <9ans <15ans <15ans <15ans adultes adultes adultes adultes
interval actuel 78 - 430 78 - 430 78- 430 78 - 425 78 - 425 78 - 425 34-117 40- 124 34-117 40- 124
Rang borne inférieure 0 0 0 0.8 18.5 0 0 0 1.3 31.6
Rang borne supérieure 99.4 89.3 99 98.7 99.8 98.9 93.3 45.8 96.3 79.4
Catégorie Estey et al. Cobas 6000 0- 14 jours |15jours-1ans| 1-<10ans | 10-<13ans|10-<13ans| 10-<13 ans | 15-<17ans| 15-<17ans| 17-<19ans | 17 - < 19ans
Interval Estey et al. 83-248 122 - 469 142 - 335 129-417 57- 254 116- 468 50-117 82-331 45-87 55 - 149
Rang Borne inférieure 0 2.1 7.5 7.3 2.2 4 9.3 7.4 7.7 1.9
Rang borne supérieure 92 92 96 98.2 96.1 100 93.3 99.3 82.5 91.2
Catégorie Higgins et al. Modular P 0- 14 jours | 15jours-1ans| 1-<10ans | 10-<13ans|10-<13ans| 10-<13ans| 15-<17ans| 15-<17ans| 17-<19ans | 17 - < 19ans
Interval Higgins et al. 89 - 260 130- 490 150-350 136 - 435 62 - 267 123 - 489 55-124 88 - 346 50-93 60 - 158
Rang borne inférieure 1.8 2.5 10.3 8.4 3.7 4.6 15.8 11.2 13.2 4
Rang borne supérieure 92.3 94 96.8 99.1 97.4 100 94.6 99.4 87.1 93
Medcalc 0- 14 jours |15jours-1ans| 1-<10ans | 10-<13ans|10-<13ans| 10-<13ans|15-<17ans| 15-<17ans| 17-<19ans | 17 - < 19ans
Normalty test (Kolmogorov-Smirinov) rejected rejected rejected Accepted rejected rejected rejected rejected rejected rejected
Non-Parametric interval with potential outliers 88- 361 118-734 117 - 366 *87-381 56 - 302 85-418 42 - 142 63 - 308 38- 126 54 - 278
Jon-Parametric interval without potential outliers (Tukey)| 87-267 116 - 500 117 - 322 *94 - 366 56 - 220 42-113 62 - 245 38-108 54 - 157




Valeurs de référence de
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de Liege PAL fournies par
différentes sociétés
EXPECTED VALUES
Serum  (Adults) 80-290 U/L at 37°C
(Children) 245-770UIL at 37°C

It is recommended that each laboratory establish its own normal range
representing its patient population®.

EXPECTED VALUES
Reference Range
Serum/Plasma’?
Range (U/L)
Male
1 to 12 years < 500
12 to 15 years < 750
> 20 years 40 to 150
Female
1 to 12 years < 500
> 15 years 40 to 150

Valeurs de référence
(mesure & 37 °C)

Adultes™

Hommes (n = 221) 40-129 UL (0.67-2.15 pkat/L)
Femmes (n = 229) 35-104 UL {0.58-1.74 pkatiL)
Valeurs consensuelles™

Hommes 40-130 UL (0,67-2.17 pkat/L)
Femmes 35-105 UL {0.58-1.75 pkat/L)
Enfants®

1jour <250 UL (< 4,17 pkatiL)

de 245 jours <231 UL (< 3,84 pkatiL)

de 6 jours 4 6 mois <449 UL (< 7.49 pkat/L)

de 7 moisa1an <462 UL (< 7.69 pkatiL)
defaldans <281 UL (< 4.67 pkat/L)
dedabans <269 UL (< 4.48 pkat/L)
de7a12ans <300 UL (< 5.00 ykat/L)
de13a17ans (f) <187 UL (¢ 3.11 ykat/L)
de 13417 ans {m) <390 UL (< 6.51 pkat/L)

a) Valeurs calculées & partir des domaines de référence publiés pour la
méthode ALP opt. DGKC (Société Allemande de Chimie Clinique)', en
utilisant le facteur 0.417 issu d'une comparaison de méthodes.

Les intervalles de référence pour la population pédiatrique n'ont pas eté
evalues par Roche.

Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au
besoin ses propres domaines de référence selon la population examinée.

It is recommended that each laboratory determine its own reference
range based upon its particular locale and population characteristics.
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Les « cut-offs »
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Cut-offs prédictifs d’outcomes

 Exemple: Cholestérol
« sans risque cardiovasculaire »: <190 mg/dL
« avec risque cardiovasculaire »: <175 mg/dL

Recommandations OMS

Pas du tout les valeurs obtenues dans la population
generale

Cholesterol plus élevé est plutdt parfois un facteur de
bon pronostic (nutrition)

e |dem HbAlc
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Cut-off « statistique »

 Exemple: hs-troponine

* Encore pire car correspond au p99 d’une
population « en bonne santé »

 Purement statistique, pas médical

* Ne tient pas compte de la diminution du
DFG (idem NT-Pro BNP)
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Merci pour votre attention.



