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Recommandations et mode opératoire standardisé pour

la préparation d’un sérum humain a partir de sang total

[@loele)

1. Prérequis

Ce mode opératoire détaille la préparation du sérum, obtenu a partir du sang total aprés coagulation
et centrifugation. Il s’inscrit dans une démarche d’harmonisation des pratiques, en accord avec les conditions
pré-analytiques définies par I'état de I'art et les recommandations des fournisseurs. Le tableau ci-dessous
présente les tubes de prélévement adaptés a I'obtention du sérum selon les besoins analytiques.

Couleur du Principales finalités o :
Type de tube T T Délai pré-analytique

Le délai pré-analytique comprend :

_ = Biochimie'?
Tube activateur de = Hormonologic'? 1. le délai entre le prélévement et la
‘ coagulation (CAT) I 129 centrifugation (ie. TTC Time-to-
ou tube « sec » [ Sero °_|9|1'e centrifugation)
urveillance

meédicamenteuse ' 2. le délai entre la centrifugation et

. : la congélation (ie. TTF Time-to-
3-5
Tube activateur de " Meétabolomique freeze).
coagulation avec gel =~ * Protéomique®’ _ . i
séparateur (SST) = MiRNome Ces 2 intervalles doivent étre les plus
ou tube « sec a gel » (MIRNA) courts possible et adaptés au besoin

de I'étude.

Note complémentaire :

Quelle que soit la finalité analytique envisagée, le choix de tube doit bien suivre les directives recommandées dans
le manuel de prélévement de la structure.

Certains fournisseurs proposent des tubes a coagulation rapide (avec microparticules de silice et de la thrombine).
Bien se référer aux recommandations pré-analytiques du fournisseur en cas d utilisation.
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La check-list suivante est un rappel aux procédures générales relatives a la collecte, le transport des
prélevements fluides et plus largement aux principes applicables a la gestion des ressources biologiques,
qui devront étre consultés au préalable.

2.

v
v

<N X X

Réactifs, Consommables et Equipements

Recommandations et guidelines internationales'®"2,

Exigences éthiques et réglementaires respectées (information, consentement ou non-
opposition).

Personnel formé, responsabilités définies, systtme de management de la qualité (SMQ)
appliqué selon un cadre normatif dépendant de la structure (e.g. ISO 20387, ISO 9001).

Conditions de collecte maitrisées (facteurs d’influences, techniques/réalisation, type de
contenant primaire adéquat et respect de l'ordre de leur prélévement, volume de
remplissage...).

Le transport adapté et réglementé (durée, température et modalités).
Echantillons identifiés de maniére unique avec une chaine de tracabilité compléte.
Données associées enregistrées et conservées.

Contréles qualité effectués a toutes les étapes pré-analytiques détaillées ci-apres et systéeme
de gestion des non-conformités en place.

Consommables et petits matériels

Pipettes de transfert stériles = Cryotubes en polypropyléne de type

Micropipettes pour la distribution de

1D, 2D adaptés a l'usage (e.g. exempt
de nucléases, fond conique loBind...)

petits volumes (aliquotage)

® Cryoboites adaptées a l'usage

Pointes stériles

®" Tube de transfert aux propriétés

Portoirs

Gants et autres EPI adaptés

équivalentes a celles des cryotubes

= Container DASRI

Note complémentaire :

L'utilisation d’étiquettes résistantes a de tres basses températures est recommandée lors de l'utilisation de
cryotubes non sérigraphiés. Bien respecter les recommandations fournisseurs et adopter une standardisation
des champs propres a I'étude (a minima ID échantillon).

Equipements

Centrifugeuse avec un rotor a godets oscillants de préférence.

Poste de Sécurité Microbiologique (PSM type 2) si I'échantillon comporte un pathogéne de classe
2 connu.
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3. Delapréparation a la conservation

Le délai pré-analytique fait partie des facteurs critiques de qualité du sérum.
A Il doit étre le plus court possible.

Toute modification de ces conditions hors préconisations (fournisseurs, FrBioNet, bibliographie...) doit relever d’un
protocole spécifique validé et adapté a I'usage final.

Etape 1 — Coagulation | durée estimée : 30 min minimum (2h max)
DATASET = Laisser le caillot sanguin se former dans le tube primaire placé
Date et heure de prélevement en position verticale, a température ambiante (de préférence

entre 18°C et 25°C).

= Vérifier la prise en masse du caillot au bout de 30 minutes,
temps minimal avant centrifugation.'*'¢

z—

Note complémentaire :

g

= Apres les 30 min de coagulation, le TTC doit étre le plus
court possible et ne pas dépasser 2 heures."2°

" Passer a I'étape 2 sans délai.

Vérifier le niveau de remplissage. Ne jamais ouvrir le tube primaire et ne jamais transvaser d’un tube primaire a
l'autre.

Etape 2 — Centrifugation | durée estimée : 10 min

;;@ S DATASET
(]
Date et heure de début de centrifugation

Vitesse de centrifugation

Température centrifugation ® La proposition d’harmonisation des conditions de
Durée de centrifugation . . . )
centrifugation est de 2 000 g pendant 10 minutes, avec frein,
7,13-16,21

Qb a température ambiante.
i = Controler visuellement la conformité du surnageant obtenu

) \ | g (présence de deux phases et index HIL).
| - 7/ |
\k = —

’ !Q " Passer a I'étape 3 sans délai.

-

Ambiant

Note complémentaire :

Une seconde centrifugation peut étre nécessaire pour des analyses relatives aux miRNA dans le sérum.
Parmi les principaux fournisseurs, les vitesses de centrifugation suggérées vont de 1300g a 2000g pendant 10
minutes.
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Etape 3 — Aliquotage | durée estimée : 5 min

DATASET = Adapter les volumes d’aliquots a I'usage final (si connu) afin
Volume d’aliquot vz n . . . s . . e s
Contenant de conservation d'éviter toute décongélation repete(—j\. $| la flna|lt? n'est pas
Identifiant unique du tube connue, nous recommandons de réaliser des aliquots d’un

volume compris entre 200uL et 500pL.

= Afin de s’assurer de 'homogénéité des aliquots préparés, il
est recommandé de ftransférer la phase supérieure
correspondant au sérum dans un tube secondaire en
préservant l'interphase (prévoir une marge de sécurité au-
dessus du culot globulaire).

® Homogénéiser et distribuer dans les cryotubes code-barrés
le sérum.

-
=
=
=
=
=

" Passer a I'étape 4 sans délai.

Note complémentaire :

Certains fournisseurs recommandent de ne pas centrifuger le tube primaire une deuxieme fois?>. En cas
d’utilisation de tube primaire a gel (type SST), bien respecter une marge afin de ne pas contaminer le sérum
(impact sur des finalités protéomiques par exemple).

Etape 4 — Congélation | durée estimée : 5 min

DATASET
Date et heure de début de conservation ® Conservation long terme : congeler immédiatement a -80°C.
Température de conservation . . ~ . .
Emplacement de conservation Une conservation en azote peut également étre envisagee.

Cycle de décongélation

" Conservation court terme :

@ — Une conservation a +4°C peut étre envisagée en fonction de
'usage prévu.

[T
[LEL LT

— Une congélation -20°C est tolérée selon la finalité et les
directives projet (ex : déconseillée pour la métabolomique).

J

-80°C

= Eviter tout cycle de congélation/décongélation.

Les cycles de congélation-décongélation et le stockage prolongé entrainent une altération significative de
ﬁ certains biomarqueurs, justifiant leur limitation stricte et le contréle des conditions de conservation pour chaque
projet. Les décongélations doivent étre tracées précisément en nombre et en durée.

Note complémentaire :

Pour une congélation a long terme, une congélation a -80°C est recommandée.
Quelle que soit sa température de consigne, 'enceinte de conservation doit systématiquement étre suivie et ses
performances vérifiées.
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4, Non conformités et recommandations en cas d’anomalies

Nous vous recommandons de vous référer au thésaurus des non-conformités disponible dans le manuel de
laboratoire et de tracer, en complément, les caractéristiques relatives a I'échantillons spécifiques au sérum
dans les situations suivantes :

% Caillot non formé/ coagulation incompléte ;

% Contamination par aspiration du culot.

5. Contréles qualité

Nous vous recommandons de consulter I'outil en ligne de qualification des échantillons biologiques
développé par I'IBBL : https://www.findmyassay.com.

La plupart des contréles indispensables se font de maniére visuelle (intégrité des gels, formation du caillot,
couleur et aspect du sérum par exemple). Le principal dentre eux est [lindex HIL
(Hémolyse/Ictére/Lipémie)® utilisé comme outil de contréle qualité pour détecter les interférences
analytiques :

= Hémolyse : libération de composés intracellulaires, couleur rose a rouge. Légere,
modérée a forte en fonction des taux d’hémoglobine.?

= Ictére : interférence liée a la bilirubine, couleur jaune foncé a brun.

= Lipémie : interférence liée aux lipides donnant un aspect trouble et laiteux.

6. Tracabilité et SPREC

Les outils suivants doivent étre mis en place afin d’assurer la tragabilité compléte des échantillons et la
gestion des données associées :

v Feuille de liaison/ feuille de prélevement (Manuel Laboratoire et sa trame annexe).
v Systeme d’information de laboratoire (LIMS).
v/ Champs a colliger a minima présentés a chaque étape de préparation ci-dessus.

Nous recommandons I'utilisation du codage SPREC ou Standard PREanalytical Code?®® pour standardiser et
qualifier les conditions pré-analytiques des échantillons en complément du systéeme de tragabilité LIMS.
SPRECalc release note permet de guider I'implémentation de I'outil dont la version 4.0%° sera bient6t
disponible.

Un codage SPREC optimal pour la préparation d’'un sérum vous sera prochainement proposé en annexe.
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linnovation en santé via le projet France Innovation Santé 2030. FrBioNet ambitionne d’augmenter la
compétitivité de la recherche académique et industrielle francaise a I'international en s’appuyant sur la mise en
valeur des collections biologiques existantes ou a venir.

Ce document est mis a disposition selon les termes de la licence Creative Commons Attribution CC BY-NC-SA.
Vous étes autorisé a le copier, le diffuser et 'adapter, a condition de citer I'auteur, de ne pas en faire un usage
commercial et de diffuser toute ceuvre dérivée sous la méme licence. Pour plus d’'informations, consultez les
conditions complétes de la licence CC BY-NC-SA.
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