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Résumé. Le groupe de travail « Bilirubine néonatale » a réuni des membres
de la SFBC, du CNBH et du CNRHP pour réaliser une étude biologique et cli-
nique sur 'utilisation de la bilirubinémie néonatale dans le cadre du diagnostic
et de la surveillance de I’ictere du nouveau-né. Un résumé des conclusions d’un
sondage national sur les pratiques analytiques et biologiques est fait pour une
évaluation de I’état des lieux en France. Les recommandations de la Société
frangaise de néonatalogie (SFN) sont fondées notamment sur une détermina-
tion fiable de la bilirubinémie totale faite au laboratoire comme indication de
la mise sous photothérapie. Des abaques avec des seuils précis sont proposés,
en fonction du nombre d’heures de vie du nouveau-né. Or, des études montrent
des défauts de standardisation de cette technique en particulier d’un fournis-
seur a I’autre, avec des conséquences probables sur I’interprétation clinique des
résultats. Nous présentons dans cet article les résultats d’une étude nationale
multicentrique d’harmonisation de la bilirubine néonatale réalisée pour pro-
gresser sur cette question. Au-dela des aspects analytiques, les conséquences
cliniques des défauts d’harmonisation observés sont évaluées. Des recomman-
dations pour les laboratoires de biologie médicale sont enfin proposées, a adapter
dans le cadre local.

Mots clés : bilirubine totale, nouveau-né, harmonisation, standardisation,
recommandations, impact clinique

Abstract. The SFBC-CNBH-CNRHP “Neonatal bilirubin” working group per-
formed a biological and clinical study on bilirubin use in neonates for reliable
diagnosis and appropriate management of neonatal jaundice. A brief report of
a national survey on analytical and biological practices in France is shown. The
guidelines of the French Society of Neonatology (SFN) founded the decision of
phototherapy set up upon an accurate lab measurement of total serum bilirubin.
An abacus is proposed with defined thresholds, as a function of neonate life-
time in hours. However, several studies evidenced poor comparability of results
obtained with the different available methods. This situation is partly due to the
lack of reference materials, especially for high bilirubin concentrations. Clini-
cal consequences might be observed. We present in this paper the results of a
national harmonization study to progress on this issue. Beyond the analytical
aspects, the clinical consequences of harmonization defects were investigated.
Finally, guidelines for clinical laboratories are proposed, to be locally adapted.

Key words: total bilirubin, neonates, harmonization, standardization, guide-
lines, clinical impact
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Synthese

Contexte

Besoins cliniques

L’ictere néonatal constitue un probléme quotidien du
pédiatre en maternité chez pres de deux tiers des nouveau-
nés : il est visuellement décelable sur les peaux claires si
la concentration sérique de bilirubine totale est supérieure
a 80 pmol/L. Cette bilirubinémie, témoin de I’intensité de
I’ictere, est quantifiable a1’aide de dispositifs de mesure soit
de fagon non invasive (bilirubinometre transcutané - BTc),
soit de facon invasive par un dosage sanguin de bilirubine
(gold standard).

Chez le nouveau-né, dans 99 % des cas, il s’agit d’une
hyperbilirubinémie non conjuguée, du fait de I’adaptation
post-natale du métabolisme de la bilirubine. Celle-ci évolue
le plus souvent favorablement avec une régression spon-
tanée en 10 a 15 jours. Rarement, I’hyperbilirubinémie
continue sa progression vers la sévérité : dans ce cas,
la toxicité de la bilirubine non conjuguée s’exprime par
une encéphalopathie aigué puis chronique, encore appelée
ictere nucléaire [1, 2].

La survenue de ce type de complications reste rare mais n’a
pas disparu [3, 4]. La prévention des hyperbilirubinémies
séveres est I’objectif de toute la prise en charge des icteres
du nouveau-né depuis le dépistage organisé de ’ictere en
maternité, jusqu’a I’organisation personnalisée de la sor-
tie de maternité et du suivi post-sortie, en passant par le
traitement optimal de 1’hyperbilirubinémie [, 6].

A T’instar d’autres pays, la Société francaise de néonata-
logie (SFN) a émis des recommandations « Ictere » [7]
en proposant des valeurs de référence de bilirubinémie
(nomogramme) et des courbes d’indication thérapeutique
(photothérapie et exsanguino-transfusion) basées sur le
dosage sanguin de la bilirubine totale (BTS). Celles-ci
sont elles-m&mes fondées sur des recommandations de
I’ American academy of pediatrics (AAP), publiées en 2004
et revues en 2009 [8]. La SFN a également publié des clefs
pour I’articulation dans la pratique entre les valeurs de bili-
rubine transcutanée - BTc (quantification non invasive) et
les valeurs de bilirubine totale sérique - BTS (quantifica-
tion de référence invasive) par dosage sanguin de bilirubine
totale (figure 1).

Les indications thérapeutiques de 1’ictere (photothérapie et
exsanguino-transfusion) sont fondées sur le dosage sanguin
de bilirubine totale (BTS), interprété selon I’age gesta-
tionnel, I’Age post-natal en heures et les conditions de
vulnérabilité a la toxicité de la bilirubine (figure 2).

Contexte analytique et défauts d’harmonisation

Pour recenser les pratiques analytiques dans les LBM
francais, le groupe de travail a organisé entre janvier et mai
2019 un sondage en ligne. Soixante-trois réponses ont été
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obtenues avec la répartition suivante : LBM de centre hos-
pitalier ou ESPIC 47 %, LBM de CHU 29 %, LBM du
secteur libéral 24 %. Les automates utilisés étaient four-
nis par : Roche (49 %), Siemens (19 %), Abbott (16 %),
Beckman (9 %), Ortho (7 %). Les techniques utilisées sont
majoritairement fondées sur la diazotation avec des formu-
lations hétérogenes (7 techniques recensées). Concernant
les processus et pratiques analytiques, les réponses des
LBM sont résumées dans le tableau 1, associées aux risques
potentiels en néonatalogie. I convient de noter une hété-
rogénéité importante des pratiques des LBM sur les trois
sous-processus préanalytique, analytique et postanalytique,
une prise en compte insuffisante des spécificités de lanéona-
talogie (valeurs physiopathologiques > 100 wmol/L, zones
de décision clinique > 250 pwmol/L) dans la formulation des
réactifs (nombre et niveaux des étalons ne couvrant pas tou-
jours la zone, raccordement non actualisé, 1 seul point de
calibration souvent trop bas, blanc non systématique, prise
d’essai parfois importante pour les nouveau-nés) et dans
les stratégies CQI-EEQ des LBM (suivi des performances
au-dela de 150 wmol/L).

En réponse a ces pratiques et devant les besoins cliniques,
les LBM doivent désormais faire face a un probléme ana-
lytique important [9] : les difficultés de standardisation de
la mesure de la bilirubine totale par un raccordement au
matériau de référence NIST SRM 916 (aujourd’hui indis-
ponible pour I’étalonnage de la méthode de référence de
Doumas) s’accompagnent de différences inter techniques
importantes [10, 11]. Celles-ci peuvent aussi €tre constatées
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Figure 1. Recommandations de la Société francaise de néona-
talogie (SFN) pour la surveillance quotidienne de lictére a l'aide
du bilirubinometre (Btc ou flash). Référentiel des bilirubinémies
« normales » pour le nouveau-né > 35 SA classées en percen-
tile. Nomogramme d’aprés Bhutani VK, et al. Pediatrics 1999 ;
103(1) : 6-14. La réalisation d’un prélévement invasif pour mesurer
la bilirubinémie est indiqué si Btc > 250 wmol/L et/ou si Btc > 75°
percentile. |l est réalisé en urgence si Btc > 95¢ percentile.
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Figure 2. Recommandations de la Société francaise de néonatalogie (SFN) concernant les indications de photothérapie intensive (PTI) et
d’exsanguino-transfusion (EST) pour le nouveau-né de 35 SA et plus (d’aprés [8]). Indications selon le dosage sanguin de bilirubine totale ou
BTS (sans soustraction de la bilirubine conjuguée) exprimée en umol/L pondéré par I'age post-natal et la présence ou non de conditions
a risque aggravé de neuro-toxicité de la bilirubine. Précisions sur http://www.cnrhp.fr/docs/Arbres-outils-decisionnels-icterenouveaune-

CNRHPv0319.pdf .

dans les études statistiques (données non montrées) pro-
duites par les organismes de comparaison inter laboratoires
(OCIL) en France et particulierement marquées dans les
zones de concentrations élevées correspondant aux seuils
de décision cliniques en néonatalogie.

Réponse biologique et interprétation/conseil

Concernant les prestations d’interprétation/conseil des
LBM, des lacunes sont mises en évidence lors du son-
dage réalisé par le groupe (tableau 1) : connaissance
encore insuffisante des recommandations cliniques pour
Iinterprétation des résultats, décision clinique de mise
sous photothérapie non concertée avec le LBM, pas de
continuité ni de coordination des pratiques en néonatalo-
gie entre les TROD (Btc), les EBMD (BT) et les dosages
de laboratoire(BT), confirmation des TROD avant décision

Ann Biol Clin, vol. 78, n° 4, juillet-aot 2020

thérapeutique non réalisée ou non connue, comparabilité
Btc-BT non évaluée.

Objectifs du groupe de travail

Le groupe de travail, composé de biologistes représen-
tant les différentes disciplines et les différents modes
d’exercice, privés et publics, a permis de réunir des biolo-
gistes médicaux en relation avec des unités de néonatalogie.
La représentation des sociétés savantes (SFBC, CNBH,
SEN) et des laboratoires de référence (CNRHP, LNE) a
été assurée pour un recueil d’avis pertinents.

Les objectifs de ce travail sont les suivants :

— progresser dans I’harmonisation des méthodes de mesure
de la bilirubine totale en utilisant un étalon dont la valeur
assignée est raccordée au matériau de référence internatio-
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Tableau 1. Bilirubinémie et pratiques analytiques en France : risques en néonatalogie — Sondage Groupe SFBC-CNBH-CNRHP 2019.

Avec blanc échantillon (80 %),

sans (20 %)

Valeur point haut < 80 umol/L (54 %),
> 150 pmol/L (33 %)

Processus Item Pratique majoritaire Risque en néonatalogie
ou pratique
Préanalytique Type d’échantillon Plasma — héparine Li (2/3) Sérum (1/3)
Analytique Prise d’essai 2-200 plL (2-50 pL le plus souvent) Prélevement invasif
chez le nouveau-né
Calibration En 2 points (81 %), en 1 point (19 %) Quantification incorrecte

dans les valeurs > 150 wmol/L
(seuils de décisions
en néonatalogie)

Domaine de mesure

> 400 pmol/L (95 %)

Performances de la méthode
non adaptées aux besoins
en néonatalogie

Contréle qualité interne
(cal

2 niveaux (54 %), 3 niveaux ou + (46 %)
Niveau haut < 80 pmol/L (76 %), > 150
pmol/L (24 %)

Suivi des performances
(imprécision) de la méthode non
réalisé au niveau des seuils de
décision en néonatalogie

Evaluation externe
de la qualité (EEQ)

Nombre d’échantillons testés : 12 — 40
Cible bilirubine > 100 umol/L : 4 (45 %)

Suivi des performances
(inexactitude) de la méthode non
réalisé au niveau des seuils de
décision en néonatalogie

Postanalytique

Valeurs de référence
en néonatalogie

Connaissance :

- de I'existence de valeurs de référence
spécifiques pour les nouveau-nés 73 %
- de ces derniéres en fonction de I'age
en jours 65 %

- de ces derniéres en fonction de I'age
en heures 10 %

- des recommandations de la SFN 10 %

Interprétation des résultats et
alertes par le LBM ne prenant
pas en compte les besoins
cliniques en néonatalogie

Indications thérapeutiques

Connaissance :

- des seuils de mise sous photothérapie
30 %

- des recommandations des sociétés
savantes 20 %

Prestations de conseils

par le LBM ne prenant pas

en compte les besoins cliniques
en néonatalogie

TROD - EBMD

Bilirubine transcutanée (Btc) -
TROD

Connaissance :

- de I'utilisation d’un dispositif de mesure
de la Btc 30 %

- de la nécessité de confirmation

par le LBM d’une valeur d’alerte avant
décision thérapeutique 20 %

- de la comparabilité des résultats
locaux Btc-BT 10 %

Partenariat clinicobiologique
ne répondant pas aux besoins
cliniques en néonatalogie

Bilirubine totale - EBMD

Pas de dispositif connu 75 %
Implantation en projet 3 %
Dispositif suivi en néonatalogie
(salle travail, réa...) 16 %

Partenariat clinicobiologique
ne répondant pas aux besoins
cliniques en néonatalogie

nal et des échantillons de contrdle commutables possédant
une valeur assignée ;

— évaluer I’incidence clinique des différences analytiques
observées et proposer des recommandations aux biolo-
gistes médicaux pour une interprétation optimisée des
résultats et une prestation de conseil adaptée aupres des
prescripteurs.

Matériels et méthodes

L’étude expérimentale a été conduite entre janvier et juillet
2019.

386

Laboratoires participant a I'étude et automates
utilisés

Trente-six laboratoires de biologie médicale (LBM) se
sont portés volontaires a la suite du sondage en ligne
précédemment décrit, correspondant a 39 couples auto-
mate/technique. La liste des laboratoires participants est
présentée dans le tableau 2. Dans 92 % des cas, les LBM
font partie de structures hospitalieres publiques (CH ou CH
a quasi égalité) (figure 3A).

Les automates utilisés sont représentatifs du marché actuel
(tableau 2 et figure 3B) ; une importante représentation de
la société Roche (automates Cobas) est retrouvée (15 LBM
sur 36), en accord avec les données issues des OCIL.

Ann Biol Clin, vol. 78, n° 4, juillet-aolt 2020
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Tableau 2. Liste des laboratoires participants.

Recommandations pour I'utilisation de la bilirubinémie

8%
M CH

M CHU
|l Libéral

B Automates

M ADVIA Siemens

H ALINITY AbboB

4 ARCHITECT AbboB
M ATELICA Siemens
M AU Beckman

4 COBAS Roche

M DXC Beckman

H INDIKO ThermoFisher
H VISTA Siemens

H VITROS Ortho

Figure 3. Répartition des LBM participant a [I'étude
d’harmonisation, par type de LBM (A) et par automates
utilisés (B).

Ann Biol Clin, vol. 78, n° 4, juillet-aot 2020

Code LBM  Type de LBM Libellé LBM Code LBM  Type de LBM Libellé LBM

001 CH LBM CH Saint-Denis 026 CHU LBM CNRHP - AP-HP

002 CH LBM CH Montlugon 027 CHU LBM CHU Beaujon - AP-HP

005 CH LBM CH Tahiti 028 CHU LBM CHU Bicétre - AP-HP

006 CH LBM CH Aix-en-Provence 029 CHU LBM CHU Tenon - AP-HP

008 CH LBM CH Saintes 030 CHU LBM CHU Biologie Est - HCL

010 CH LBM CHI Créteil 031 CHU LBM CHU Biochimie - AP-HP

011 CH LBM CHI Aulnay-sous-Bois 032 CHU LBM CHU Nice

012 CH LBM CHR Metz 033 CHU LBM CHU Strasbourg

013 CH LBM CHU Toulouse 034 CHU LBM CHU Nimes

014 CH LBM CHU Rennes 036 CHU LBM CHU Brest

015 CH LBM CH Bourgoin-Jallieu 037 CHU LBM CHU Béclére - AP-HP

016 CH LBM Saint-Joseph Marseille 039 CHU LBM CHU Trousseau - AP-HP

017 CH LBM CHU Bichat - AP-HP 049 CHU LBM CHU Nancy

018 CH LBM CH Valence 050 CHU LBM CHU Saint Antoine

019 CH LBM CH Gonesse 042 Libéral LBM CBM - Besangon

021 CH LBM CH Bourg-en-Bresse 043 Libéral LBM Cerballiance - Dijon

024 CHU LBM Conception - AP-HM 045 Libéral LBM CEDIBIO Unilabs - Toulouse

025 CHU LBM CHU Necker - AP-HP 051 CHU LBM CH Lorient

Raccordement, étalons et échantillons de contréle

A Types de LBM Etude préliminaire

Cette étude [12] a permis de vérifier la commutabilité d’un
étalon primaire fabriqué par le laboratoire du CNRHP, ini-
tialement pour le dosage de la bilirubine non liée (BNL)
et d’un matériau de controle fourni par le Laboratoire
national de métrologie et d’essais (LNE) pour 8 couples
automates/réactifs utilisés en pratique courante. Ce travail
aégalement permis d’assigner une valeur al’étalon CNRHP
par raccordement réalisé par le laboratoire de référence
d’Hanovre, en association avec le LNE. La méthode utilisée
par ce laboratoire de référence est candidate au référence-
ment JCTLM [13].

Etalons et échantillons de controles

Lors de notre étude, sont transmis aux LBM participants
pour dosage dans leurs conditions :

— des échantillons de controle commutables avec valeurs
assignées lors de I’étude préliminaire (25,9 + 0,6 wmol/L
«Cl »,254,9 £ 5,6 pmol/L « C2 ») ;

— un étalon secondaire raccordé (étalon CNRHP lot
BE1805 - date de fabrication le 30/01/2018, conservation a
-20 °C durant 2 ans, concentration en bilirubine : 270,6 =+
0,7 pmol/L).

Echantillons de patients

Trente pools de plasmas de patients congelés, provenant de
nouveau-nés ou de patients adultes, permettant de couvrir
I’ensemble des concentrations physiologiques et patholo-
giques ont été préparés par le laboratoire du CNRHP.
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Tableau 3. Répartition des automates utilisés dans I'étude d’harmonisation.

Fournisseur Automate Méthode LBM Effectif
Abbott Alinity Autres diazoiques 1-6-30-42 4
Architect Dichloraniline + solubilisant 8 5
Beckman AU Diphényldiazonium (DPD) + solubilisant 31 3
DXc Autres diazoiques 21 1
Ortho Vitros TBIL  Réflectométrie 37, 51 2
Vitros BuBc Réflectométrie 37 1
Roche Cobas Diphényldiazonium (DPD) + solubilisant 2-10-11-12-13-14-15-16-18-24-28-32-34-39-43 15
Siemens Advia Vanadate oxydation 5-36 2
Atellica Autres diazoiques 49-50 2
Vista Acide sulfanilique + caféine-benzoate “rose” 17-19-33 3
ThermoFisher Indiko Autres diazoiques 26 1

Pour les nouveau-nés, 15 pools de plasmas de nouveau-
nés (PP), correspondant a 3 niveaux de concentration de
bilirubine totale, sont utilisés : PPB < 150 wmol/L, PPM
150-250 pmol/L, PPH > 250 pwmol/L. Chaque pool est
dosé au CNRHP (LBM 026 — cf. tableaux 2 et 3 pour réac-
tifs/automate) puis réparti en 50 fractions aliquotes de 150
L congelées a -20 °C.

Pour les adultes, 15 pools d’échantillons provenant de
patients adultes avec une bilirubinémie < 50 pmol/L sont
préparés a partir d’échantillons provenant du laboratoire de
biochimie de I’hopital Saint-Antoine. Chaque pool est dosé
au CNRHP puis réparti en 50 fractions aliquotes de 400 L.
congelées a -20 °C.

Dans tous les cas, ces pools ont été constitués a par-
tir d’échantillons de patients pour lesquels des examens
avaient été prescrits dans le cadre des soins pratiqués
(«fonds de tubes »). Aucun prélevement supplémentaire n’a
été réalisé, en accord avec les dispositions réglementaires
en vigueur.

Protocole expérimental

Les échantillons sont préparés par le CNRHP en amont de
I’étude et envoyés un jour donné sous forme de cryoboites
conservés dans la carboglace durant le transport (société
TMS).

Début juillet 2019, chaque laboratoire participant a re¢u
dans la matinée 1 cryoboite contenant :

— 30 pools de plasmas congelés (PP) : libellés « PP1 » a «
PP30 » sur les cryotubes ;

— 2 échantillons de controle de sérum congelé avec concen-
trations basse et haute : « EC1 » et « EC2 » ;

— 1 étalon CNRHP : « BE1805 ».

Les cryotubes sont numérotés selon la nomenclature pré-
vue dans le bordereau de réponse (figure 4) et positionnés
dans la boite dans 1’ordre de passage requis sur I’automate.
Les dosages doivent donc étre réalisés en respectant la
séquence de travail du document joint. Si les analyses ne
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peuvent pas &tre toutes exécutées immédiatement, un sto-
ckage de la boite a -20 °C est prévu. Un formulaire de
tracabilité de réception des échantillons joint avec la boite
est a compléter et a envoyer par courriel au laboratoire du
CNRHP qui centralise 1’étude. Avant dosage, une homogé-
néisation des cryotubes puis une centrifugation (1 500 g -
10 min) est requise. Les dosages de bilirubine sont réali-
sés en simple en respectant 1’ordre de passage prévu dans
le bordereau de réponse (figure 4). Le laboratoire doit
veiller a encadrer la série de dosages de bilirubine avec
ses propres CIQ. 11 était également demandé aux LBM de
renseigner les résultats de leur dernier EEQ. Le rapport
des résultats sur le bordereau de réponse est fait avant fin
juillet 2019.

Détermination des valeurs attendues

Nous utiliserons le terme de « valeurs attendues » et non de
« valeurs de référence ». En effet, la méthode utilisée par le
laboratoire de référence d’Hanovre, mandaté pour nous par
le LNE et utilisée pour 1’assignation des valeurs de 1’étalon
bilirubine utilisé lors de 1’étude, est une méthode candidate
[13] a devenir une méthode de référence, alternative a la
méthode de Doumas. Toutefois, cette méthode ne figure
pas encore sur la liste officielle des méthodes référencées
dans la base JCTLM.

La valeur raccordée de 1’étalon CNRHP BE1805 et celles
des échantillons de contrdles C1 et C2 transmis aux LBM
ont été déterminées par le laboratoire du CNRHP apres
12 mesures par la technique Diazo Beckman sur automate
Indiko et étalonnage avec I’étalon BE1449 (valeur assi-
gnée : 287.4 £+ 6,3 pmol/L — cf. certificat laboratoire de
référence - figure 5) préalablement raccordé lors de I’étude
préliminaire par le LNE.

Les valeurs raccordées pour les 30 pools de patients ont été
estimées par le laboratoire du CNRHP comme la moyenne
de 3 déterminations par la technique Diazo Beckman/Indiko
apres un étalonnage avec I’étalon BE1449 (cf. ci-dessus).
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Recommandations pour I'utilisation de la bilirubinémie

Nomenclature Séquence de travail
Code | Description Matrice Nb ech Position | Echantillon [Valeur pmol/L

PP1 &|Pool de plasmas pool congelé 1 PP1 7,9
BE18( Etalon CNRHP liquide congelé PP2 75
EC1 |Echantillon de contréle niveau bas pool congelé 3 PP3 8,9
EC2 | Echantillon de contréle niveau haut pool congelé 4 PP4 8,8
5 PP5 8,8

Merci de compléter les données LBM dans les cases bleues ci-dessous et de compléter s 3?2105 2:53;;

les résultats des 3 séquences de test dans les cases vertes a droite 5 PP6 8.8

9 PP7 9,3

Libellé Code 10 PP8 9,8

11 PP9 10,6

Laboratoire [CNRHP 26 12 PP10 10,6

Automate |Indiko 8 13 EC1 25,3

Technique |diazotation 2 14 PP11 10,9

15 PP12 12,8

16 PP13 20,8

Données étalonnage 17 PP14 28,3
Etalon utilisé par le LBM (ref.) Synchron 465915 18 PP15 67,7

Valeur assignée (pmol/L) 155,3 19 BE1805 283,5

Incertitude sur I’etalonnage (%) 1,115 pmol/l 20 EC1 25,0

21 PP16 73,3

Résultats CQl encadrant la série de I'étude Avant Aprés 22 PP17 86,1
Valeur mesurée niveau 1 (umol/L) 16,5 16,9 23 PP18 87,3

Valeur cible attendue LBM niveau 1 (umol/L) 18,1 24 PP19 91,2

CV long terme LBM niveau 1 (%) 6% 25 PP20 105,8

26 EC2 261,5

Valeur mesurée niveau 2 (umol/L) 302,2 305 27 PP21 190,2

Valeur cible attendue LBM niveau 2 (umol/L) 311,2 28 PP22 197,3

CV long terme LBM niveau 2 (%) 7% 29 PP23 204,0

30 PP24 192,9

Résultats EEQ le plus proche de la série de I'étude 31 PP25 217,0

Date EEQ 13/06/2019 32 EC2 261,9

Valeur mesurée (umol/L] 275 33 PP26 242,0

Valeur cible attendue groupe pairs (umol/L 260 34 PP27 270,1

Biais absolu (umol/L 35 PP28 291,0

36 PP29 306,2

37 PP30 315,1

38 BE1805 283,5

39 EC2 260,9

Figure 4. Etude d’harmonisation des dosages de bilirubine totale — Exemple de bordereau de réponse des LBM et séquence de travail.

Résultats

Résultats globaux

La figure 6 représente I’ensemble des résultats obtenus
par les laboratoires participants pour tous les échan-
tillons testés, sous forme de médianes et valeurs extrémes.
L’échantillonnage des pools de patients s’avere conforme
aux valeurs attendues et aux besoins de 1’étude. En fonc-
tion des seuils de décision en néonatalogie, situés au-dela
de 150 pmol/L, deux zones de concentrations sont définies
pour la suite de 1’étude : zone verte < 150 wmol/L et zone
rose > 150 pmol/L.

Etude de fidélité

Définitions des limites d’acceptabilité

Les limites d’acceptabilité « répétabilité » (variations intra-
série) choisies [14] sont les suivantes : 5,1 % (C1) et 3,2
% (C2). Pour les limites d’acceptabilité inter laboratoires
par automate/technique, les limites précédemment propo-
sées pour la fidélité intermédiaire ou « reproductibilité »
(variations inter-séries) [14] ont été adoptées : 6,8 % (C1)
et 4,2 % (C2). Nous n’avons pas défini d’objectif analy-
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tique pour la variabilité inter laboratoires toutes techniques
confondues : toutefois, dans 1’optique d’une décision cli-
nique en néonatalogie, un CV limite de 10 % est proposé
pour les valeurs supérieures a 150 pmol/L.

Sur échantillons de controle

Lafigure 7 (A,B,C) montre les résultats des études de fidélité
sur les échantillons de contrdle C1 et C2. Dans tous les cas,
dans les zones de décisions cliniques en néonatalogie, les
résultats sont acceptables pour 92 % des LBM participants
(répétabilité), pour 90 % des automates/techniques étudiés
et pour le niveau haut de controle (C2) pour la variabilité
toutes techniques confondues.

Sur échantillons de patients

La figure 7D présente un profil de précision sur les
pools d’échantillons de patients qui montre pour des
concentrations en bilirubine supérieures a 150 wmol/L des
coefficients de variation acceptables (inférieurs a 8 %).

Etude de l'inexactitude

Définitions des limites d’acceptabilité
Les données de la littérature sont les suivantes :
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Synthese

Code no. 1030

Reference method value

Calibration laboratory
Material of investigation

Period of measurements

Amount of substance concentration of bilirubin

Reference laboratory Il of the RfB

Calibrator for bilirubin

15.12.2014 to 18.12.2014

Lot BE1449
Laboratoire national de métrologie
Manufacturer et d'essais (LNE)
Customer LNE
Method Proposed IFCC reference method

Reference method |  Uncertainty of Number of
Analyte 1 5
value measurement accepted results
6,3 pmol/L 4 Series on
Bilirubin 287,4 umol/L 0,37 mg/dL 2 Days
16,80 m/dL 2,2 %. 12 Single values

One specimen was thawed on the first measurement day for series 1 and series 2.

One specimen was thawed on the second measurement day for series 3 and one for
series 4.
" The reference method value is the mean of all single values of all measurement days

2 The uncertainty of measurement is the combined expanded uncertainty.
The coverage factor is k = 2,0 Degrees of freedom: v = >50
The uncertainty takes into account:

Standard error of the mean of the means

Standard uncertainty of the adjustment of the wavelength

Standard uncertainty of the spectrometric measurement

Standard uncertainty of the volume fraction of sample

Standard uncertainty due to the drift of the baseline

Standard uncertainty due to stray light

Standard uncertainty due to aging, evaporation and time measurements

The estimation of the uncertainty was performed according the "Guide to the Expression
of Uncertainty in Measurement".

Note: The coefficient of variation (CV) of the combined single valuesis 1,0 %.

Hannover, 2014-12-18 Head of the calibration laboratory

ﬁ\ M%_%/v‘“

Dr. D. Grote-Koska R. Strache/R. Klauke

Person in charge

Figure 5. Certificat LNE assignant une valeur de concentration de bilirubine totale a I'étalon primaire BE1449 préparé par le laboratoire
du CNRHP par une méthode raccordée a la méthode de référence (IFCC).

— la limite d’acceptabilité (état de I’art analytique) pour
I’inexactitude proposée par Vassault et al. [14] est de
11,2 % pour les valeurs hautes, correspondant a 22,4
pmol/L a un niveau de décision clinique de 200 pwmol/L.

L’erreur totale acceptable est de 15 % (30 pmol/L a
200 pmol/L) ;

— la limite d’acceptabilité (variations biologiques) pour
I’inexactitude proposée par Ricos et al. [15] est de 8,9 %,
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Recommandations pour I'utilisation de la bilirubinémie
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Figure 6. Médiane et intervalle des valeurs des concentrations en bilirubine totale obtenues pour 'ensemble des LBM participant a I'étude.
BE1805 : étalon CNRHP, EC1-EC2 : contrdles LNE, PP1 & PP30 : pools de plasmas de patients adultes et nouveau-nés. Zone verte :

bilirubinémie < 150 wmol/L, zone rose : bilirubinémie > 150 wmol/L.

correspondant a 17,8 wmol/L a 200 wmol/L. L’erreur totale
acceptable est de 26,94 %, soit 53,9 pmol/L a 200 p.mol/L.
Pour notre part, sur un critere de décision clinique, nous
avons défini pour notre étude une limite d’acceptabilité a 10
% au-dela de 150 pmol/L, soit 15 pmol/L a 150 pmol/L et
25 pmol/L 2250 pmol/L. Ceci est fondé sur I’ interprétation
des résultats en fonction des recommandations de la SFN
déja présentées dans un contexte de décision de mise sous
photothérapie.

De plus, il est important de considérer qu’une inexactitude
par défaut peut étre source de préjudice pour le patient en
raison d’un possible retard a la mise sous photothérapie,
a la différence d’une erreur par exces qui n’aura en regle
générale pas de conséquence.

Evaluation des biais par fournisseur

Les figures 8 et 9 présentent, pour chaque couple auto-
mate/technique étudié, les valeurs des biais absolus,
c’est-a-dire les différences entre les valeurs mesurées par
les LBM participants, pour les échantillons de controles et
les pools d’échantillons de patients, et les valeurs attendues
établies par le laboratoire du CNRHP (cf. infra), en fonction
de la valeur attendue.

Une synthese des résultats obtenus est présentée dans le
tableau 4. 1ls sont globalement acceptables par rapport a
nos criteres cliniques d’acceptabilité précédemment défi-
nis, notamment pour les pools d’échantillons de patients.
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Toutefois, les résultats obtenus avec 1’automate Cobas
(Roche) montrent une erreur proportionnelle par défaut sur
I’ensemble des 15 LBM de I’étude utilisant cette technique
(figure 8). Dans le but de tester la possibilité d’une correc-
tion in silico des valeurs obtenues, nous avons calculé un
facteur de correction fondé sur le rapport entre la valeur
obtenue par le LBM pour I’étalon commutable BE1805 et
celle mesurée par le laboratoire du CNRHP (figure 10).
Les valeurs corrigées sont également présentées dans la
figure 10.

Discussion

Aspects analytiques

Fidélité

Les performances des LBM en matiere de répétabilité
et de variations inter laboratoires (méme couple auto-
mate/technique) sont acceptables.

Les variations inter techniques sont acceptables pour des
valeurs de bilirubinémie supérieures a 150 wmol/L (7 a4 8 %
sur échantillons de contrdle et de patients) mais la prédomi-
nance des LBM utilisant la technique Roche (15/36), tres
reproductible, n’a pas été prise en compte.

L’imprécision des méthodes employées dans 1’échantillon
de LBM étudié est globalement acceptable y compris dans
les zones de décision clinique en néonatalogie.
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CV intra laboratoire
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Figure 7. Etude de fidélité sur échantillons de contréle (A, B, C) et de patients (D). A : coefficients de variation intra laboratoire, B :
coefficients de variation inter laboratoires par automate/technique, C : coefficients de variation inter laboratoires toutes techniques, D :
coefficients de variation inter laboratoires pour chaque pool de plasmas. Les lignes pointillées indiquent les objectifs analytiques choisis.

Exactitude

L’exactitude des résultats de bilirubine a été évaluée par
rapport aux valeurs de référence sur des échantillons de
contrdle et sur des pools de patients congelés provenant
d’adultes et de nouveau-nés. Le comportement des échan-
tillons de contrdle est le plus souvent comparable aux
résultats sur pools de patients, ce qui constitue une indica-
tion de la bonne commutabilité des échantillons de controle
comme déja montré dans 1’étude préliminaire et étendue.
Une étude de commutabilité est toutefois a finaliser pour
les techniques Beckman Au et DXc.

Les biais retrouvés pour certains couples automate/méthode
sont le plus souvent acceptables avec des valeurs parfois
légerement surestimées sans conséquence sur la décision
clinique de mise sous photothérapie.

Dans un cas (automate Cobas - Roche), une erreur propor-
tionnelle par défaut est retrouvée dans les 15 LBM utilisant
cette technique avec des biais pouvant excéder fréquem-
ment les 10 % dans les valeurs > 150 pmol/L avec des
potentielles conséquences sur la prise en charge rapide des
nouveaux nés.

Dans ce cas, un reciblage de la valeur de I’ étalon par rapport
a I’étalon CNRHP raccordé ou bien une correction de +10
% environ permet de corriger cette erreur. Il est important
de considérer que cette technique est majoritaire en France
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au vu de notre effectif mais aussi en regard des données
des OCIL. Une prise en compte de ce biais proportionnel
par défaut par les LBM utilisant cette technique est donc
requise : correction des valeurs, déciblage de 1’étalon ou
bien interprétation/conseil spécifique pour le contexte
néonatal.

Conséquences cliniques

Les possibles conséquences cliniques d’un biais par défaut
supérieur a 10 % pour des valeurs supérieures a 150 wmol/L
peuvent étre illustrées a 1’aide du cas clinique suivant
observé en 2019 sur le site de I’hopital Armand Trousseau
(encadré).

Une étude clinique rétrospective plus complete sera entre-
prise pour simuler sur des cas réels une sous-estimation
de plus de 10 % de la bilirubine totale de confirmation.
L’impact sur les décisions prises et la fréquence de ces
situations sera également évaluée.

Recommandations

Le groupe de travail, au vu des résultats des études et son-
dages réalisés préconise, pour accroitre et fiabiliser le role
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Figure 8. Etude d’'inexactitude sur échantillons de contrbles et de patients. Les diagrammes représentent les valeurs des biais absolus
(différence entre valeur mesurée et valeur attendue) en fonction de la valeur attendue pour chaque automate/technique évalué. Pour
I'automate Roche Cobas, la comparaison valeurs mesurées - valeurs attendues est également présentée avec I'équation de la droite de
Deming correspondante.
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Figure 9. Etude d’inexactitude sur échantillons de contrles et de patients. Les diagrammes représentent les valeurs des biais absolus
(différence entre valeur mesurée et valeur attendue) en fonction de la valeur attendue pour chaque automate/technique évalué. Pour
'automate Indiko/technique Beckman, la comparaison valeurs mesurées — valeurs attendues est également présentée avec I'équation de

la droite de Deming correspondante.

critique du laboratoire en néonatalogie et pour donner une
valeur exacte et rapide de bilirubine, les actions suivantes
a réaliser par le LBM en charge des examens prescrits en
néonatalogie.

Sur le plan analytique

Bien connaitre, par une vérification pertinente des méthodes
employées et un suivi adapté de leurs performances au cours
du temps, les limites de cette technique afin d’accompagner
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rapidement les résultats par une interprétation et une pres-
tation de conseil aupres des prescripteurs

Faire des choix analytiques pertinents concernant les réac-
tifs et méthodes utilisées, ainsi que les stratégies CQI/EEQ
conformes aux besoins cliniques (précision et exactitude
dans les valeurs > 150 wmol/L).

Remonter aupres des fournisseurs d’automates et de réactifs
les problemes analytiques observés pour contribuer pro-
gressivement a I’harmonisation des techniques de mesure
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Tableau 4. Synthése des résultats de I'évaluation de l'inexactitude.

Recommandations pour I'utilisation de la bilirubinémie

Fournisseur Automate Controle Controle Patients Patients
Cc1 Cc2 < 150 pmol/L > 150 wmol/L
Abbott Alinity A R+ 25 A A+ 10
Architect A R+ 20 A A+ 20 (dispersion)
Beckman AU A R+ 35 A A
DXc A R+ 30 A A+5
Ortho Vitros TBIL A A+ 10 A R+ 30 (pas d’incidence clinique)
Vitros BuBc A R-35 A A-10
Roche Cobas A A A R- 25 (correction possible)
Siemens Advia A A+ 15 A A+ 15
Atellica A A+ 20 A A+ 20
Vista A A+5 A A+5
ThermoFisher Indiko A A+ 15 A A+ 10

A : accepté, R : rejeté, vs objectifs analytiques - + ou — XX : biais moyen en pmol/L.

Facteur de correction calculé pour chaque LBM

a partir de la moyenne des valeurs obtenues

Automate Cobas - Roche

pour I’étalon BE1805
F=1,09+0,03 (1,03 - 1,16)

Facteurs correction Cobas (n = 15)

1.25
1.204
[ ]
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Figure 10. Correction in silico des valeurs obtenues sur 'automate Cobas Roche. Le diagramme de gauche présente les valeurs indi-
viduelles du facteur de correction calculé pour chacun des 15 LBM utilisant 'automate Cobas Roche, établi a partir de la moyenne des
valeurs obtenues pour I'étalon BE1805 lors de I'étude. Le diagramme de droite montre les biais absolus calculés a partir des résultats

corrigés en fonction des valeurs attendues.

de la bilirubinémie, en particulier pour les applications en
néonatalogie.

Pouvoir proposer des alternatives telles que le dosage de la
fraction non liée pour mieux identifier les situations a risque
d’ictere nucléaire et une meilleure orientation du traitement
dans les cas difficiles.

Sur le plan clinicobiologique

S’informer et intégrer dans le systeme qualité du LBM les
recommandations SEN-CNRHP sur le diagnostic et la sur-
veillance thérapeutique de 1’ictere néonatal : criteres de
mises sous photothérapie.

Prendre en compte plus largement le contexte néonatal dans
les listes d’examens réputés urgents et en instaurant une
continuité et une maitrise de la chaine TROD - EBMD -
examens urgents du LBM - examens transmis a des LBM
spécialisés.
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Valoriser I’expertise du biologiste médical dans la conti-
nuité de I’utilisation de la Btc (TROD) et de la bilirubine
totale faite au laboratoire en développant un partenariat
clinicobiologique : comparabilité locale des résultats Btc-
BT, information qualité aupres des sages-femmes pour
I’utilisation des TROD, formalisation d’un circuit de confir-
mation des résultats alarmants.

Possibilité en fonction du contexte d’implanter sous le
controle du LBM un dispositif de mesure délocalisé
(EBMD) de la bilirubine totale (CO oxymétrie par exemple)
en salle de naissance, couplé ou non avec un analyseur
de gaz du sang/lactates utilisable pour 1’évaluation de
I’hypoxie néonatale.

Extension EBMD ou TROD a évaluer en termes de ratio
cout/bénéfice et maitrise de la qualité sur les cabinets de
sages-femmes en ville par le déploiement de dispositifs
de mesure de bilirubine sur sang total (EBMD) grace a
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Figure 11. Evolution de la bilirubinémie chez I'enfant N. Les lignes pointillées vertes (avec conditions a risque) et bleues (sans conditions
a risque) indiquent les seuils de mise sous photothérapie recommandés par la SFN. Les croix bleues indiquent les valeurs obtenues
chez I'enfant N. par mesure transcutanée. Les étoiles montrent les valeurs obtenues au laboratoire sur un automate Roche (jaune) ou
Indiko-Beckman (rouge). Les étoiles bleues figurent les valeurs obtenues aprés une photothérapie efficace.

la dérégulation en 2020 des lieux d’utilisation des EBMD
(LFSS 2020). Ce type d’évolution pourrait constituer la
base d’un travail futur.

Conclusion

Cette étude analytique d’harmonisation multicentrique a
permis de mieux préciser la nature et I’intensité des varia-
tions inter techniques pour la mesure des concentrations de
bilirubine totale en néonatalogie, de proposer des mesures
simples pour corriger ou interpréter les résultats lorsque des
conséquences sur la décision clinique peuvent survenir. Une
bonne connaissance par le biologiste médical des criteres
d’interprétation et de décision thérapeutique recommandés
par la SFN et le CNRHP [16] ainsi qu’un partenariat clini-
cobiologique étroit sont indispensables pour une efficacité
optimale de la prise en charge rapide d’un ictere néonatal.
Une étude clinique complémentaire est également en cours
au sein de I'unité clinique du CNRHP pour analyser plus
précisément les répercussions des variations analytiques
observées sur la prise de décision clinique face a la survenue
d’un ictere néonatal.

Les propositions SFBC-CNBH-CNRHP pour la prise
en charge en urgence des bilirubinémies néonatales
constituent des recommandations qui doivent étre mises
en perspective en fonction des organisations et besoins de
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chaque LBM. Elles sont une base de travail pour engager les
discussions et concertations avec les prescripteurs et entre
laboratoires afin de définir les stratégies partagées de prise
en charge optimale des patients et de réponse aux besoins
des cliniciens.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de
lien d’intéréts en rapport avec cet article.
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Cas clinique — Enfant N.
Hépital Armand Trousseau - 2019

Née a 37 SA, eutrophe par voie basse d’une maman
primigeste de groupe sanguin A RhD positif et RAI
négative. Bonne adaptation. Allaitement maternel exclu-
sif avec difficulté de mise en route. Perte de poids a H72
de 12 %.

Pas d’ictere précoce mais ictere franc & H72 avec bili-
rubine transcutanée (Btc) a 270 wmol/L motivant une
bilirubine totale au laboratoire faite a 1’hopital Armand
Trousseau (automate Roche Cobas) a 264 pmol/L et
simultanément de facon imprévue au CNRHP (auto-
mate Indiko/Beckman) a 302 pumol/l. L’évolution des
bilirubinémies est résumée sur la figure 11. Sur la base
du résultat du CNRHP, une photothérapie efficace est
immédiatement initiée et une diminution rapide de la
Btc est observée.

Ce cas illustre I’impact direct de différence inter tech-
niques dépassant 10 % sur la conduite & tenir en urgence
pour la prise en charge pédiatrique. Dans ce contexte
sans conditions a risque, la survenue d’un ictere grave a
H72 doit s’accompagner d’une décision thérapeutique la
plus rapide possible. Un résultat par défaut peut entrainer
un retard dans la mise sous photothérapie de plusieurs
heures.

La cinétique de la bilirubinémie et le contexte clinique
(conditions a risque aggravé de neuro-toxicité : déshy-
dratation, prématurité, hypotrophie. . .) sont également
a prendre en compte dans cette décision.
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Michele (010), Roubille Martine (015), Rousset Arnaud
(042), Roux Thierry (043), Schmitt Francois (051), Serru
Valérie (006), Taibi Ludmia (031), Yerokine Pierre (016).

Références

1. Mollison PL, Walker W. Controlled trials of the treatment of hemolytic
disease of the newborn. Lancet 1952 ;1(9) : 429-33.

2. HsiaDY, Allen Jr. FH, Gellis SS, Diamond LK. Erythroblastosis fetalis

VIII: studies of serum bilirubin in relation to kernicterus. N Engl J Med
1952247 : 668-71.

Ann Biol Clin, vol. 78, n° 4, juillet-aot 2020

Recommandations pour I'utilisation de la bilirubinémie

3. Cortey A. Kernicterus: the comeback. Arch Pediatr2012 ;19(9) : 897-9.

4. Ebbesen F. Recurrence of kernicterus in term and near-term infants in
Denmark. Acta Paediatr 2000 ;89 : 1213-7.

5. Maisels MJ, Bhutani VK, Bogen D, Newman TB, Stark AR, Watchko
JF. Hyperbilirubinemia in the newborn infant > or =35 weeks’ gestation:
an update with clarifications. Pediatrics 2009 ;124 :1193-8.

6. Bhutani VK, Johnson L. A proposal to prevent severe neonatal
hyperbilirubinemia and kernicterus. J Perinatol 2009 ;29(Suppl. 1):
S61-7.

7. Cortey A, Tourneux P, Bedu A, Renesme L, Raignoux J, Casper C,
et al. Management of jaundice in the newborn > 35 GW: from screening
to follow-after discharge. Guidelines for clinical practice - manage-
ment and treatments after diagnosis. Recommendation SFN 2017 ;24(2):
192-203.

8. American Academy of Pediatrics, Subcommittee on Hyperbilirubine-
mia. Management of hyperbilirubinemia in the newborn infant 35 or more
weeks of gestation. Pediatrics 2004 ; 114 : 297-316. Erratum in Pediatrics
2004 ;114 : 1138.

9. Mailloux A. What to expect from a bilirubin analysis for management
of Jaundiced Newborns? Clin Biochem 2014 ;47 :751-2.

10. Lo SF, Jendrzejczak B, Doumas BT, College of American Patho-
logists. Laboratory performance in neonatal bilirubin testing using
commutable specimens. A progress report on a College of American
Pathologists Study. Arch Pathol Lab Med 2008 ;132 : 1781-5.

11. Cobbaert C, Weykamp C, Hulzebos CV. Bilirubin standardization in
the Netherlands: alignment within and between manufacturers. Clin Chem
2010;56(5) : 872-3.

12. Delatour V, Vaubourdolle M, Lasnier E, Mario N, Bailleul S, Haguet
MC, et al. Standardization of serum total bilirubin measurement for
improved diagnosis and management of neonatal jaundice. Euromedlab,
Athenes, juin 2017.

13. Klauke R, Kytzia HJ, Weber F, Grote-Koska D, Brand K, Schu-
mann G. Reference measurement procedure for total bilirubin in serum
re-evaluated and measurement uncertainty determined. Clin Chim Acta
2018;481:115-20.

14. Vassault A, Grafmeyer D, de Graeve J, Cohen R, Beaudonnet A,
Bienvenu J. Quality specifications and allowable standards for valida-
tion of methods used in clinical biochemistry. Ann Biol Clin (Paris)
1999 ;57 : 685-95.

15. Ricos C, Alvarez V, Cava F, Garcia-Lario JV, Hernandez A,
Jiménez CV, etal. Current databases on biological variations: pros,
cons and progress. Scand J Clin Lab Invest 1999;59:491-500,
http://www.westgard.com/biodatabase1.htm.

16. Cortey A. Ictere et hyperbilirubinémie non conjuguée du nouveau-né :
arbres décisionnels, courbes d’indication et principes thérapeutiques.
http://www.cnrhp.fr/docs/Arbres-outils-decisionnels-icterenouveaune-
CNRHPv0319.pdf.

397


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=11083378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=19177062
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=24854697
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=20185619
http://www.westgard.com/biodatabase1.htm


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 15%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Coated FOGRA27 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Remove
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Coated FOGRA27 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (FOGRA27)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /FRA <>
    /ENN ()
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        28.346460
        28.346460
        28.346460
        28.346460
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Coated FOGRA27 \(ISO 12647-2:2004\))
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName <FEFF005B004800610075007400650020007200E90073006F006C007500740069006F006E005D>
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [566.929 822.047]
>> setpagedevice


