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Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
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Anesthésie-Réanimation
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Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
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Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Urologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
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Pr. ISMAEL Farid
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Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*
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Pr. JABOUIRIK Fatima
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Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
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Le cancer de la prostate, maladie tumorale de la glande prostatique, est une
prolifération anormale des cellules de cette glande qui commencent ainsi a se
multiplier de facon désordonnée. 1l fait certes débat au sein de la communauté

urologique, mais intéresse en réalité toute la communauté médico-scientifique.

Cette pathologie néoplasique constitue un probléme majeur de santé publique.
Elle représente, en effet, une cause importante de mortalité par cancer dans le monde,

avec pres de 85000 déces tous les ans en Europe et aux Etats-Unis [1].

Le cancer de la prostate est ¢galement la 2éme cause de déces par cancer chez
I’homme, aprés 60 ans. Son incidence est en forte augmentation, en faisant le ler
cancer de I’homme en France. Cela s’explique par I’effet combiné du vieillissement de
la population, de I’amélioration de la sensibilité du diagnostic et de la diffusion du

dépistage par le dosage du PSA (Prostate Specific Antigen) [2].

Cancer rare avant 50 ans, sa fréquence croit fortement avec 1’age. La cause en
reste inconnue mais 1’origine ethnique et les antécédents de cancer de la prostate ou du
sein dans la famille constituent des facteurs de risque établis [4]. Avec une survie
relative a 5 ans estimée a pres de 80 %, c’est un cancer de trés bon pronostic. L’age

moyen au diagnostic est de 71 ans [2].

Sa détection précoce, basée a ce jour, sur le dosage sanguin du PSA, marqueur
diagnostique de référence, demeure un sujet tres controversé. En effet, le PSA possede
des limites et des imperfections en rapport avec les différents facteurs liés a son
interprétation. De plus, sa spécificité insuffisante génere un grand nombre de biopsies
prostatiques entralnant un sur-diagnostic avec des effets secondaires parfois

invalidants et un sur-traitement avec de lourds enjeux €éthiques et économiques [3].

Par ailleurs, I’utilisation d’autres paramétres, dérivés du PSA, notamment le %
free-PSA, la densité du PSA ou encore sa vélocité, ne semblent pas répondre

pleinement aux attentes des urologues. Le test moléculaire urinaire PCA3 (Prostate

2
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Cancer Gene 3) montre, certes, une supériorité sur le PSA en termes de valeur
prédictive et de spécificité, mais exige une phase pré analytique délicate et semble trés

couteux.

Cela a conduit a rechercher et ¢tudier de nouveaux marqueurs, comme les formes
tronquées du PSA libre, dans le but d’améliorer la spécificité du PSA dans la zone
grise, comprise entre 2 et 10 ng/ml, de mieux caractériser le cancer de la prostate, et
enfin de mieux sélectionner des patients a haut risque pour une prise en charge adaptée

au profil de I’individu, a moindre cofit.

Ces nouveaux marqueurs, particulierement le [-2] pro PSA, sont retrouvés en
quantités ¢élevées dans le tissu cancéreux de la zone périphérique comparativement aux
tissus de I’Hyperplasie Bénigne de la Prostate. Le résultat de ce marqueur, le [-2] pro
PSA, rentre dans le calcul d’un index, appelé¢ phi pour Prostate Health Index ou
indice de santé de la prostate développé par la sociét¢ Beckman Coulter, qui
combine dans une formule mathématique d’autres parametres dans le but d’augmenter
la spécificité du PSA améliorant ainsi la détection du cancer de la prostate dans cette

plage ou zone grise [1].

Le laboratoire de Biochimie et de Toxicologie en collaboration étroite avec le
service d’urologie de I’Hopital Militaire d’Instruction Mohammed V de Rabat, projette
de réaliser une ¢tude visant a évaluer I’apport de ce nouveau parametre dans le
diagnostic, la prédiction du pronostic et le suivi du cancer de la prostate. Ce travail
prospectif vise essentiellement a intégrer ce nouveau parametre biochimique dans
’arsenal biologique actuel, en vue d’améliorer la satisfaction des besoins implicites de
la patientele de PHMIMV (en termes de diagnostic juste, de soins adaptés et de
traitement pertinent), comme le recommandent les normes internationales et les

exigences réglementaires.
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Pour ce faire, une évaluation analytique de ce parametre au laboratoire de

biochimie doit précéder cette étude et constitue 1’objet de la_présente thése de

doctorat en pharmacie. Cela consiste a procéder a une vérification de la méthode de
dosage du [-2[proPSA comme stipulé¢ dans les référentiels qualité notamment le
GBEA (Guide de Bonne Exécution des Analyses), devenu opposable au sein des
laboratoires de Biologie Médicale Marocains depuis Novembre 2010 ainsi que les
normes [SO, et représente le principal objectif du présent travail. Cette démarche de
vérification comporte 1I’ensemble des procédures a mettre en ceuvre pour s’assurer que
la méthode évaluée présente la fiabilité requise pour répondre aux exigences de qualité

dans 1’état actuel de I’art [5].

Elle permet de connaitre les caractéristiques de la nouvelle méthode pour définir
et juger sa qualité, d’en préciser les limites de validité et de s’assurer qu’elle convient

a I’utilisation prévue [6, 7].

Les résultats doivent, en effet étre suffisamment fiables pour ne pas entrainer
d’erreur d’interprétation dans le cadre du diagnostic, du pronostic, de la surveillance,

de la prévention, du dépistage et de 1’épidémiologie de la pathologie étudiée.

Par ailleurs, 1’utilisation d’un protocole rationnel et standardis¢ comme celui
¢labor¢ et publi¢ par la Société Francaise de Biologie Clinique (SFBC) [20] permet de
simplifier le travail d’évaluation, d’uniformiser la présentation des données en vue de
permettre un jugement comparatif des résultats obtenus par des évaluateurs ou des

laboratoires différents.

En ce qui concerne 1’évaluation clinique du nouveau marqueur parmi les outils
existants de dépistage et du suivi du cancer de la prostate, elle sera réalisée, en
concertation avec I’équipe des urologues de ’THMIMYV dans le cadre d’un autre travail

de thése.
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1. PSA/ [-2] pro PSA /INDEX phi

A.PSA/ [-2] pro PSA

Le PSA est une protéine de 237 acides aminés a activité sérine protéase
appartenant a la famille des kallicréines tissulaires, la hK3 (human Kallikrein 3) [9]. 1l
est sécrété principalement par les cellules épithéliales de la prostate. Quelques
expressions ectopiques ont €té décrites dans le tissu mammaire et le tissu ovarien
cancéreux sous forme de pré-proPSA, activé ensuite par des protéases en proPSA puis

en PSA mature.

Le role physiologique du PSA est la liquéfaction du liquide séminal. En
revanche, son rdle dans les pathologies prostatiques reste encore inconnu.
Physiologiquement, les concentrations de PSA dans la circulation sont tres faibles. 11
circule soit sous forme libre, soit sous forme complexée, essentiellement a I’al-
antichymotrypsine et a 1’a2-macroglobuline. Il existe en fait trois formes de PSA
Libre : le PSA Inactif (iPSA), le PSA Bénin (BPSA) présent essentiellement chez les
patients ayant une Hypertrophie Bénigne de la Prostate et le proPSA dont

I’augmentation est en lien direct avec la présence d’un Cancer de prostate.

Le séquengage et le clonage du génome humain révelent un total de 15 geénes
codant pour les kallicréines tissulaires. Ces genes se situent sur le bras long du
chromosome 19 (19q13.2-19q13.4). IIs comportent 5 exons de tailles similaires avec
40 a 80 % dhomologie de séquences, s'expriment dans différents tissus et sont, pour
bon nombre, régulés par les hormones stéroidiennes. Parmi ces genes, le gene hKLK3
produit au moins 15 transcrits de 0,7 a 6,1 kb dans la prostate. Ces transcrits sont le

résultat d'un épissage alternatif des introns et des exons.
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Le transcrit majeur qui a une taille de 1,6 kb code pour le PSA. En réalité ce sont
huit protéines différentes qui sont synthétisées a partir de ce transcrit : le PSA, le PSA-
Tr (PSA tronqué), 5 variants de PSA (PSA-RPs : PSA related peptides), et une
protéine sans relation avec le PSA: le PSA-LM.

Dans un premier temps, ce transcrit majeur est traduit en précurseur inactif : le
pré-proPSA constitué de 261 acides aminés. Dans un deuxieme temps, celui-ci est
clivé au niveau de son extrémité N-terminale en proPSA contenant 244 acides aminés,

précurseur €galement inactif.

Enfin, c'est ce proPSA qui, suite a un clivage extracellulaire par 1’hK2 ou la
trypsine du peptide pro-leader de 7 acides aminés (APLILSR) en position N-terminale
situé entre l'arginine en position 7 et 1isoleucine en position 8, aboutit a la forme

active : le PSA composé de 237 acides aminés [8, 9].

L'¢tude de cette étape de maturation du PSA a permis de mettre en évidence
différentes formes dites "tronquées" du proPSA, qui sont inactives. Celles-ci possedent
un peptide leader de 1 a 7 acides aminés et n’ont pas d’activité enzymatique. On les
nomme en considérant le nombre d'acides aminés présent au niveau du peptide leader:
par exemple, la forme native qui possede les 7 acides aminés est ¢galement notée [-7]
pPSA, celle qui posséde seulement 2 acides aminés (arginine et sérine) est notée [-2]

pPSA.

La vitesse de transformation du proPSA en PSA différe selon la forme du
proPSA: il faut moins d'une heure pour les formes [-5] et [-7] pPSA, 2 heures pour la
forme [-4]. Les formes [-2] et [-1] ne sont quant a elles converties ni par la hK2, ni par
la trypsine. Le [-5] pPSA et le [-7] pPSA ne sont pas différenciables biochimiquement.
Cette difficulté explique le manque de spécificité des processus analytiques employés.

C’est pourquoi ’on parle de [-5/-7] pPSA [12].




Vérification de la méthode de dosage du [-2] proPSA (Hybritech p2PSA) sur le DXI 600® (Beckmann Coulter)

Par ailleurs, il semble que c’est le [-2] pPSA qui a attiré le plus 1’attention de la
communauté scientifique en raison de son taux €levé dans les extraits tumoraux et de

sa grande stabilité in vitro.

La figure 1 donne une représentation plus détaillée des formes moléculaires du PSA.

(-2)proPSA

6%
(4)proPSA
10%

PSA complexé e / -st A
84 % & 28%
PSAlibre {-51-T)proPSA
16% 17%
- e 2 o PSA mature
al-antichymotrypsine . entier (activable)
a2-macroglobuline s i R 39%
PSA total PSA libre

+ variants de glycosylation

Figure 1 : Composition du PSA total et du PSA libre [10].

B. Prostate Health Index (Index phi)

Le dosage du PSA est actuellement 1’un des piliers du dépistage du cancer de la
prostate chez 1I’homme de plus de 50 ans. Pourtant ce dosage apporte peu
d’information lorsqu’il se situe entre 2 et 10 ng/mL. Un excés d’examens
complémentaires induit alors un surcolt pour la société, voire des effets secondaires
parfois invalidants. Dans ce cadre, le rapport PSA libre/PSA total, ainsi que d’autres

parametres ne répondent pas pleinement aux attentes des urologues.
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L’indice phi est calculé a partir des dosages du PSA total, PSA libre et [-2]
proPSA (p2PSA) [10, 11, 13] Selon la formule suivante :

tPSA PSAL [-2]proPSA

YT 3 " 4

([-2]proPSA/PSA L)*\tPSA

~~_ phi

—

—

Pour une sensibilit¢ équivalente, I’index phi permet d’augmenter de fagon
importante la spécificité de détection du cancer de prostate par rapport aux autres

marqueurs [13].

Des résultats permettent de positionner 1’indice phi comme un indicateur
indépendant des autres parametres. Sa confrontation aux données cliniques permet de
le situer dans cet arsenal biologique et d’en évaluer les performances. Son utilisation
en test de routine pourrait permettre, en augmentant les performances d’une premiere
série de biopsies, de limiter les indications de re-biopsies ainsi que d’éviter certaines
biopsies inutiles. [13]. 1l est utilis¢ comme une aide pour distinguer un cancer de la
prostate d’affections prostatiques bénignes, lorsqu’il est utilis€ conjointement avec les
tests Access Hybritech PSA, free PSA et p2PSA comme une aide dans la détection
d’un cancer de la prostate. Il a montré ¢galement un intérét pour différencier au stade

précoce les cancers potentiellement agressifs [1].
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II. VERIFICATION / VALIDATION DES METHODES EN
BIOLOGIE MEDICALE

Le respect des regles d’assurance qualité des laboratoires oblige a procéder a la

validation des techniques en préalable a leur utilisation et a le justifier.

En effet, le choix de la technique et sa fiabilité est 1’un des facteurs déterminants

des résultats des analyses de biologie médicale.

C’est une responsabilité qui incombe au biologiste. Ce dernier doit sélectionner
ses outils et méthodes et les valider en vue d’assurer la transférabilité des résultats
dans la mesure du possible, comme le recommandent les référentielles qualités. Il
s’agit d’une exigence du systéme « Assurance qualité » et un pré-requis indispensable
dans le cadre d’accréditation des laboratoires selon les normes ISO 17025 ou 15189

[25].
A. Choix et maitrise des méthodes

La biologie médicale est devenue, a la suite d’une évolution profonde de
I’approche médicale et de la connaissance scientifique, un élément crucial du parcours
de soins, déterminant pour le diagnostic, 1’évaluation pronostique, le suivi ainsi que la

prise en charge thérapeutique de la majorité des pathologies.

Pour cela, le choix des méthodes d’analyses ne se fait plus au hasard, mais selon
des critéres définis, relatifs au principe de la technique et sa fiabilité, aux avancées
technologiques intégrant 1’automatisation et 1’informatisation de I’équipement, a la

bibliographie, aux exigences de la clientéle, au coft, ....

10
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>

Par ailleurs, I’exactitude et la fiabilit¢ d’un essai, examen ou analyse réalisé
ne dépendent pas uniquement du personnel (formation, habilitation
formalisée, compétence), des installations et conditions ambiantes (locaux,
qualit¢ de 1’eau, température, stabilit¢ de [’alimentation ¢électrique,
humidité...), des équipements, mesurage, conditions de préparation, de

manutention, mais aussi des meéthodes et leur validation.

Ce qui revient a dire que la maitrise de la méthode oblige a connaitre les SM

(Milieu, Méthode, Matériel, Main d’ceuvre, Matiere), comme le souligne la figure 2.

=

Matiere : matiére premicre, fourniture, pieces, ensemble, qualité, ...

Matériel : machines, outils, équipement, maintenance, etc. recense les

causes qui ont pour origine les supports techniques et les produits utilisés.

Main d’ceuvre : directe, indirecte, motivation, formation, absentéisme,

expérience, probléme de compétence, ....

Milieu : environnement physique, lumiere, bruit, poussiere, localisation,

aménagement, température, législation, ....

Méthode : instructions, manuels, procédures, modes opératoires utilisés,

11
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Ou peut ajouter aux SM deux criteres supplémentaires (Management et Moyens

financiers) pour obtenir les 7M [14].

i
(n

&

Matiére Machines Méthodes

\ \ £
— _— = "
Main
d’ceuvre /

Management ’ ‘w;% 5' ..’—’
A 83

Figure 2 : Facteurs de maitrise d’une méthode (diagramme d’Ishikawa) [15]

Milieu Mesure

B. Définitions et terminologie
1. Validation

Elle correspond a la confirmation par examen et apport de preuves objectives du
fait que les prescriptions particulieres en vue d’une utilisation prévue et déterminée

sont remplies.

«La validation de méthode» correspond a 1’ensemble des procédures a mettre en
ceuvre pour s’assurer qu’une méthode présente la fiabilité requise pour répondre aux

exigences de qualité dans 1’¢état actuel de I’art [16,17].

12
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2. Vérification

Elle correspond a la confirmation par I’examen et 1’établissement des preuves

que les exigences spécifiées ont été satisfaites [16, 17].
3. L’état de art

I représente le niveau de performances analytiques obtenues, a un moment
donné, dans un certain nombre de laboratoires. Il est, en général, établi a partir des
résultats des programmes de controle de qualité intra et/ou inter laboratoires. Le
niveau de performance atteint par un certain nombre de laboratoires parmi ceux qui
favorisent les meilleurs résultats pourrait constituer un objectif a atteindre pour tous

[16].
4. Méthode de mesure

C’est une description générique logique des opérations mises en ceuvre dans un

mesurage [18].
5. Méthode quantitative

C’est une méthode fournissant un résultat chiffré, sur une échelle continue, dont
les limites basses et hautes sont connues, en relation directe avec une quantité ou une

activité donnée de 1’analyte a mesurer [16].
6. Coefficient de variation
Il s’agit du rapport de 1’écart type et la moyenne pour un caracteére non négatif.
7. Erreur

I s’agit de la différence entre la valeur mesurée d’une grandeur et une valeur de

référence.

13



Vérification de la méthode de dosage du [-2] proPSA (Hybritech p2PSA) sur le DXI 600® (Beckmann Coulter)

8. Série
Il s’agit de conditions expérimentales aussi représentatives que possible de la

variabilité de 1’utilisation de la méthode en routine (jour, opérateur, appareillage, etc.)
[17].

9. Fidélité ou précision (Figure 3)

La fidélité ou précision exprime 1’étroitesse de 1’accord entre les indications
d’une valeur mesurée obtenues par des mesures répétées du méme échantillon dans des
conditions spécifiées [16]. La fidélité fournit une indication sur les erreurs dues au
hasard. Elle traduit uniquement la distribution des erreurs al€atoires et n’a aucune

relation avec la valeur vraie ou spécifi¢e. L’étude de la fidélité peut inclure :

v' La répétabilité mesurée dans les conditions : Méme procédure de mesure,
méme operateur, méme systéme de mesure, méme condition de fonctionnement, méme
milieu, méme objet de mesure pendant une courte période de temps. Il est

recommand¢ d’utiliser au maximum deux niveaux de concentration. [16, 17].

v’ La fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) correspondant
aux conditions ou les résultats d’essais indépendants sont obtenus par la méme
méthode en utilisant des échantillons identiques dans le méme laboratoire et des
conditions opératoires différentes (operateur, étalonnage, lot de réactifs, etc..) pendant
un intervalle de temps donné. Elle est établie sur au moins 15 jours avec 30

déterminations et a deux niveaux. [16, 17].
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Waleur waie
* 1 WEleursiobser vees:
] : s —— _ Prérision
i Erreur anal 5,-11!1 Lie a/2aio (Feproducitiit)
i ) _ : Justesse
t Erreur analytique sysiemaique (Biais)

Figure 3 : Schéma illustrant le concept d’incertitude des mesures [20]

C. Vérification/ Validation de méthodes: Une exigence dans les

référentiels de qualité

1. Le Guide de Bonnes Exécution d’ Analyses (GBEA)

Il s’agit d’un référentiel actuellement opposable a tout laboratoire de biologie
médicale au Maroc, depuis 2010.

La parution en France de ce texte réglementaire et obligatoire, défini en annexe
de Dl’arrété du 02 Novembre 1994, a été un événement important pour tous les
laboratoires privés et publics. Cing ans apres, le GBEA a été modifié par ’arrété du 26
Novembre 1999 publié au Journal Officiel le 11 Décembre 1999. Les principales
¢volutions portent sur l’instrumentation, en particulier le suivi métrologique des
équipements, la gestion des réactifs, I’informatique, le transport des échantillons

biologiques et la mise en ceuvre des techniques de biologie moléculaires.

15
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Le GBEA comprend les régles de fonctionnement concernant 1’organisation en
termes de personnel, 1’installation et I’instrumentation. Une partie importante est
consacrée a I’exécution des analyses ; elle précise toutes les étapes a formaliser par les
documents écrits [21].

Le GBEA indique (chapitre 1.1) que «C’est au biologiste qu’incombe le choix
des méthodes optimisées, utilisées dans un grand nombre de laboratoires et
recommandées par les sociétés scientifiques nationales et internationales de biologie
ou, le cas échéant, validées par lui-méme a condition qu’elles permettent, dans la
mesure du possible, le transfert des résultats» et (chapitre IIL. 1) que «des procédures
opératoires doivent étre techniquement validées afin d’assurer la qualité des résultats »
22].

Le GBEA Marocain [22] est prévu par ’article 55 de la loi N° 12-01, publié dans
le Bulletin Officiel N° 5892 -11 hijab 1431 (18-11-2010). Son application a pris effet,
logiquement des novembre 2010 [23].

2. La norme ISO NF 9001 Version 2008

La norme ISO 9001:2008 est I'une des plus connues. Elle est mise en ceuvre par
plus de 800000 entreprises dans 162 pays. Elle est devenue la référence internationale
des exigences en maticre de management de la qualit¢ dans les relations
interentreprises. La norme ISO 9001 aide les entreprises de tout type et de toute taille a

«manager la qualitéy.

Cette norme est désormais reconnue mondialement comme la «norme générique
des systemes de management de la qualité». Elle peut s'appliquer a n'importe quel type

d'entreprise, petite ou grande, quelle que soit son activité, ses produits ou ses services.

Les termes «systeémes de management» font référence a la structure mise en
ceuvre par l'entreprise pour gérer ses processus ou ses activités commerciales. Cette

structure transforme l'apport de ressources en un produit ou un service satisfaisant les

16
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objectifs commerciaux de l'entreprise, conforme aux exigences de qualité¢ du client et

conforme aux réglementations.

La norme fournit le cadre des conditions de management requises pour satisfaire
le client, pour définir une approche de management et pour favoriser 1'amélioration

continue des performances.

La norme ISO 9001 est basée sur des principes de management qui peuvent
servir de cadre aux dirigeants des entreprises pour favoriser l'amélioration des

performances.
Dans la version 2008, les exigences sont regroupées en six chapitres [24].

C’est au chapitre 7.1 (Planification de la réalisation du produit) que 1’on
retrouve les exigences relatives a la validation : «...Lors de la planification de la
réalisation du produit, ’organisme doit déterminer, les activités requises de
vérification, validation, surveillance, mesure, controle et essais spécifiques au

produit et les criteres d’acceptation du produit » .

Dans le chapitre 7.3.1 de 1a méme norme (Planification de la conception et du
développement), il est ¢galement dit que : « L’organisme doit planifier et maitriser
la conception et le développement du produit. Lors de la planification de la
conception et du développement, ’organisme doit déterminer les activités de revue,
de vérification et de validation appropriées a chaque étape de la conception et du

développement.

Le chapitre 7.3.6 (Validation de la conception et du développement) stipule
aussi que « la vérification de la conception et du développement doit étre réalisée
conformément aux dispositions planifiées (voir 7.3.1) pour s’assurer que les
éléments de sortie de la conception et du développement ont satisfait aux exigences

des éléments d’entrée de la conception et du développement.
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Les enregistrements des résultats de la vérification et de toutes les actions

nécessaires doivent étre conserveés (voir 4 .2.4) ».

Les exigences sont relatives a la fois a D’organisation, a la conformité des
produits ou prestations de services, au bon fonctionnement des équipements, a
I’environnement.... Les axes prioritaires sont : le client, le leadership, les ressources et

I’amélioration continue.

Dans le cas des laboratoires de biologie, les clients sont les médecins
prescripteurs et aussi les patients. Cette norme permet d’accroitre la satisfaction des
clients et de démontrer que les produits sont conformes a leurs attentes et aux

exigences réglementaires applicables.

Elle peut conduire de surcroit a ’obtention d’une certification résultant d’une

démarche volontaire.
3. La norme ISO NF 15189

La norme internationale ISO 15189 [25] est beaucoup plus spécifique comme
son nom I’indique : « Laboratoires d’analyses de biologie médicale. Exigences

particulieres concernant la qualité et la compétence ».

En France, la réforme de la biologie médicale, via I’ordonnance du 13 Janvier
2010, réaffirme la médicalisation de la discipline et souligne le droit de chaque
patient d’accéder a une biologie médicale de qualité prouvée et payée a sa juste valeur

[26].

Dans ce nouveau contexte juridique, le biologiste a un réle médical a part enticre
et réaffirme son role dans le parcours du patient. En liaison avec le médecin clinicien,
le biologiste devient responsable de la totalité de I’acte médical appelé¢ dorénavant
examen de biologie médical [26]. L’ordonnance institue un régime d’accréditation

obligatoire selon la norme ISO 15189 des laboratoires de biologie médicale [26].
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Actuellement, cette norme est adoptée dans le monde entier, comme seul

référentiel pour l'accréditation des laboratoires de biologie médicale.

Elle conjugue les exigences du systeme qualit¢ de la norme NF EN ISO 9001 :
version 2000 et les exigences techniques propres aux analyses de biologie médicale,
avec une partie «exigences relatives au management » et une partie « exigences
techniques » qui prennent en compte I’ensemble de I’analyse y compris les phases pré-
et post-analytiques. Son sommaire est trés proche de celui de la norme NF EN
ISO/CEI 17025. C’est le premier référentiel normatif spécifique qui couvre la totalité

de I’activité des laboratoires de biologie médicale [27, 28].
Ses exigences techniques comptent huit chapitres :

v" 1.PERSONNEL

v’ 2 .LOCAUX
3. EQUIPEMENTS
4. PROCEDURES PRE ANALYTIQUES
5. PROCEDURES ANALYTIQUES
6. MAITRISE DE LA QUALITE DES METHODES D’ANALYSE

7. PROCEDURES POST ANALYTIQUES

D N N N N NN

8. COMPTES RENDUS DES ANALYSES

Dans cette norme, la validation est retrouvée dans le chapitre 5.5.2 qui
stipule: «le laboratoire doit utiliser uniquement des procédures validées pour
s’assurer qu’elles conviennent a I’utilisation prévue. Les validations doivent étre
aussi approfondies que nécessaires pour répondre aux besoins de I’application ou

du domaine d’application concerné(e).
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Le laboratoire doit enregistrer les résultats obtenus et la procédure utilisée
pour la validation. Les méthodes et les procédures sélectionnées doivent étre
évaluées et donner des résultats satisfaisants avant d’étre utilisées pour les analyses
médicales. Une revue des procédures par le directeur du laboratoire ou une
personne désignée doit étre réalisée a l’origine a intervalles définis. Ces revues

doivent étre documentéesy.

La premiére version frangaise de la norme est parue en 2003, et la seconde

édition a suivi en 2007.

C'est la seule norme aujourd'hui reconnue comme spécifique a la profession de

la biologie médicale.
4. La norme ISO NF 22870 [29]

C’est une norme internationale fournissant des exigences spécifiques des
analyses de biologie délocalisées destinée a tre utilisée conjointement a 1’ISO 15189.
Les exigences de cette norme s’appliquent lorsque les analyses de biologie
délocalisées sont réalisées dans un hopital ou une clinique ou encore par un organisme

de santé prodiguant des soins ambulatoires.

L’auto-test par les patients a domicile ou dans un dispensaire est exclu, mais

certains ¢léments de la présente norme internationale peuvent s’appliquer.
Ses exigences comptent deux chapitres important:
4. EXIGENCES RELATIVE AU MANAGEMENT
5. EXIGENCES TECHNIQUES

Dans le chapitre 4.1 (Organisation et management) il est stipulé: « Le
management des laboratoires d’analyses de biologie médicale doit planifier et

élaborer les processus nécessaires pour les analyses de biologie délocalisées. Les
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éléments comme la vérification, la validation, la surveillance requises des activités

spécifiques des analyses de biologie délocalisées doivent étre pris en comptey.

Le paragraphe 5.1.2 (a) de cette méme norme stipule 5.3.2 (b) « Le directeur du
laboratoire, ou une personne qualifiée désignée, doit étre responsable du choix des
criteres et de la fourniture du matériel, des matériaux et des réactifs. Les
performances des réactifs, trousses et matériels doivent étre vérifiées avant

[utilisation de routiney.

D. Conditions et démarches a suivre pour la validation des

méthodes

1. Conditions de Vérification/ Validation de méthodes

La qualité du résultat d’analyse de biologie médicale dépend de nombreux
facteurs dont I’un des plus déterminants est représenté par la fiabilité des techniques de
mesures adoptées (instruments, analyseurs, réactifs, calibrateurs). Pour s’assurer de
leur performance, des évaluations sont nécessaires, comme cela a déja été souligné et
permettent en fonction des critéres définis de les valider, comme le recommande la

reglementation [22, 24, 25].

En effet, les méthodes reconnues (DMDIV marqués CE ou méthodes
« fournisseurs »), sont a priori validées dans leur domaine d’application. Dans le cadre
des normes NF EN ISO 15189 et 22870, le LBM doit, pour ses méthodes, vérifier

qu’elles sont utilisées dans leur domaine d’application, qu’elles correspondent aux

besoins de ses clients (patients/prescripteurs) et qu’elles sont maitrisées au sein du
laboratoire, il s’agit d’une (« vérification de méthodes portée A »). Dans ce cas, il
n’est pas demandé aux laboratoires d’effectuer de nouveau la caractérisation

approfondie des techniques ou des analyseurs.
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Des ¢études ont déja ¢été réalisées par les fabricants qui annoncent les
performances de leurs méthodes. Il est demandé au LBM de procéder a une
vérification lors de la mise en application, appelée vérification de performances sur

site [16].

En revanche, dans le cas de la (« validation de méthode-portée B »), le LBM
doit caractériser les criteres de qualité de la méthode et la valider des lors qu’il ne
s’agit pas d’une méthode reconnue, méthode développée par le laboratoire, ou que
celle —ci est employée hors de son domaine d’application (modification de la prise

d’essai/milieu biologique...).

Le biologiste doit alors s’appuyer sur la documentation technique du fournisseur,
il doit évaluer et apprécier ces informations a la lueur des recommandations ou des
textes réglementaires, des attentes du prescripteur, des critéres de performance
proposés par les sociétés savantes. Ce travail d’expertise est la base du métier de

biologiste médical. [16, 30]

Le laboratoire doit réaliser un protocole de validation lui permettant de
démontrer, de vérifier que la méthode fonctionne correctement dans les conditions de

laboratoire et qu’elle donne des résultats fiables pour les patients.
2. Démarche a suivre pour la Validation/ vérification des méthodes
2.1 Les étapes a suivre
La wvérification/validation proprement dite comprend 3 étapes :
4 L’¢étude des documents bibliographiques

+ La détermination des critéres de performance pertinents a établir et le choix

des limites d’acceptabilité correspondantes pour la méthode

+ La réalisation des vérifications expérimentales selon la procédure établie

par le LBM
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Le choix de criteres de performance (fidélité, justesse...) et les limites
d’acceptabilité (seuil) pour une méthode donnée doit se faire préalablement a 1’étude

expérimentale.

Il doit refléter I’état de 1’art et la pertinence clinique. Il peut s’appuyer sur des
recommandations de sociétés savantes, de groupes de travail de conférences de
consensus, de publications scientifiques, sur des valeurs limites utilisées pour la
gestion du CIQ, sur des résultats de campagnes de comparaison inter laboratoires,...et

sera confronté aux données du fournisseur.

Les limites d’acceptabilité choisies doivent étre adaptées et notifiées pour chacun
des examens réalisés et pour chacun des niveaux ; elles doivent étre en adéquation

avec les besoins cliniques. [16].

Concernant le choix des valeurs cibles lors de la validation de méthodes, la
conférence de consensus établie en 1999 a Stockholm propose une hiérarchie de
modeles applicables [31]. Les exigences cliniques figurent évidemment au sommet des
possibilités a envisager. La limite de ce modele réside dans 1’hétérogénéité de besoins
des prescripteurs. Un néphrologue n’a pas les mémes attentes qu’un gynécologue
concernant les performances relatives au dosage de la créatinine. Pour de trop rares
analystes (HbAlc, triglycérides, cholestérol total, cholestérol LDL), il existe des

conférences de consensus qui proposent des objectifs analytiques précis.

Cependant, pour la grande majorit¢ des mesures, les laboratoires peuvent se
référer a deux modeles facilement accessibles qui sont mis en exergue dans un
document technique par le COFRAC [16]. Il s’agit de celui des variations biologiques
(Ricos) et celui de 1’¢état de 1’art (SFBC) comparés dans le tableau 1.
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Tableau 1. Principales caractéristiques des référentiels envisageables pour la

validation de techniques [32].

Model du CV Ricos Model du CV Valtec
Avantages v Model international v Refléte la pratique
o ; quotidienne
v’ Pluridisciplinaire (dont hématologie)
) ; ) v" Valeur cible concentration
v' Mise a jour réguliére de la base de
dépendante
données
v Rédigé en frangais
v' Haut niveau hiérarchique selon la
conférence de Stockholm
v Valeurs obtenues avec des effectifs v' Mise a jour & envisager
trop limités (cas de certains analytes) (1999)
v' Valeur cible concentration v' Modgéle franco-frangais
dépendante o o
v' Limité a la Biochimie et
v I’immunologie)

Pas d’objectifs pour les analytes
indétectables a 1’état physiologigue

(ex : troponine, lithium)

2.2 Protocole d’évaluation de la procédure vérification/validation

2.2.1 Référentiel

La commission de validation de techniques de la SFBC a publié¢ un protocole de

validation de techniques en 1986, complété en 1993 puis en 1999. Ce document

permet la définition des normes d’acceptabilité (limites de reproductibilité de justesse

et d’exactitude) pour une centaine d’analystes et des niveaux de concentrations
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pertinents choisis pour correspondre le plus souvent a des niveaux de décisions

médicales différentes.

L’intérét d’un protocole rationnel et standardisé est de simplifier et d’optimiser le
travail d’évaluation, d’uniformiser la présentation des données et de permettre un
jugement comparatif de résultats obtenus par des évaluateurs ou des laboratoires
différents. L’exploitation informatique des résultats est facilitée par 1’utilisation des

logiciels adaptes au protocole de validation de techniques [33].

Ce référentiel est destiné a ceux qui effectuent des évaluations de techniques
pour juger de leur qualité et les valider en fonction de leur reproductibilité et de leur
justesse en comparant les résultats avec ceux d’une technique choisie comme
référence. Pour chaque analyte et chacun des trois niveaux de concentration des
préparations de contréle a utiliser pour une évaluation (bas, moyen, haut) des
spécifications de répétabilité, de reproductibilité, de justesse (erreur systématique) et

d’exactitude sont définies en suivant un protocole commun.

Ce référentiel est un outil qui doit évoluer et constitue un ¢lément de dialogue
propice au développement du partenariat entre biologistes et cliniciens, biologistes et

industriels [20].

Une toute derniere version du protocole de validation élaborée par la commission
de validation de techniques de la SFBC est apparue en 2010 [17]. Elle décrit la
procédure de validation et les différents modules a programmer en fonction de la

stratégie adoptée (tableau 2).
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Tableau 2 : Différents modules a programmer en fonction des stratégies a

déployer [17].

Stratégie 1 : Vérification des | 2 : Vérification 3 : validation 5 : validation | 6 :
rétrospective partielle méthode validation
performances semi- méthode
— quantitative quantitative
Me¢thode quantitative
Modules Ou méthode semi-quantitative
Module 1 : fidélité
Répétabilité BetE B,RouE E BetE E
Fidélité BetE B,RouE E BetE E
intermédiaire
Module2 : justesse
Justesse B et E sipossible | BetR ousi B et sipossible | - E si
possible possible
Module3 : limite
de détection et
seuil de positivité
Limite de
détection Bou Esiintérét | Bou R siintérét | Bet Esi - E si intérét
Seuil de positivité | ) mterct E .
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Module 4 : limites
de linéarité.

Intervalle de

mesure B B E si intérét - E

BouE

Limite inferieure HOLES E si intérét BetEsi E

de quantification intérét
B ou E si intérét _

Effet dilution B, R E si intérét B ou E si BouE si

Intérét intérét

Module 5:

Comparaison avec

une autre | BOUE si R si disponible | Bou E si B ou E si Bou Esi

méthode possible intérét intérét possible

27




Vérification de 1a méthode de dosage du [-2] proPSA (Hybritech p2PSA) sur le DXI 600® (Beckmann Coulter)

Tableau 2 : Différents modules a programmer en fonction des stratégies a

déployer (Suite)
Stratégie 1. 2. vérification | 3. 4. vérification/ 5. validation | 6. validation
vérificatio | rétrospective validation o méthode méthode
n des partielle validation semi- quantitative
performan- méthode quantitative
ces qualitative
Me¢thode quantitative ou
semi- quantitative
Module
Module 6.
Contaminati - ) - ) -
on inter- B ou E si interét BouEsi | BouEsiintérét | BouEsi E si intérét
échantillons intérét intérét

Module 7. Evaluation de I’influence de ’hémolyse, de la bilirubine et de la turbidité des

échantillons

Evaluation
de
Pinfluence
de
Phémolyse,
de la
bilirubine et
de la
turbidité des
échantillons

Bsi
intérét

B si intérét

Bsi
intérét

B si intérét

B si intérét

B si intérét

Module 8. Autres critéres

Fonction de
réponse

Choix de la
matrice

BetE si
intérét

BetE si
intérét

BetEsi
intérét
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Spécificité
analytique

Sélectivité

Stabilité

-réactifs

-étalons

-échantillons
biologiques

Rendement

d’extraction

Exactitude

BouEsi
intérét

BouEsi
intérét

BouEsi
intérét

Bsi
possible

BouEsi
intérét

BouEsi
intérét

BouEsi
intérét

B si possible

BouEsi
intérét
BouEsi
intérét

BouEsi
intérét

Bsi
possible

B ou E si intérét

B ou E si intérét

B ou E si intérét

BouEsi
intérét

BouEsi
intérét

BouEsi
intérét

E si besoin

BetEsi
intérét

BetE si
intérét

BetE si
intérét

E si intérét

E si intérét

E si intérét

E si besoin

E si possible

E : essai a programmer ; B : vérification bibliographique ; R : données rétrospectives
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2.2.2 Etapes techniques

Les étapes techniques du protocole de vérification/validation comprennent une

période de familiarisation et une période d’évaluation [34].

La période d’évaluation d’une durée de 20 jours minimum, peut se décomposer
en différents modules correspondants a [’évaluation de chacune de ces

caractéristiques :

v' Evaluation du module 1: fidélit¢ ou précision (répétabilité et

reproductibilité)

Evaluation du module 2 : justesse

Evaluation du module 3 : limites de détection seuil de positivité
Evaluation du module 4 : limites de linéarité

Evaluation du module 5 : comparaison avec une autre méthode

Evaluation du module 6 : contamination inter-échantillon

N N N N RN

Evaluation du module 7 : évaluation de I’influence de I’hémolyse, de la

bilirubine et de la turbidité des échantillons
v" Evaluation du module 8 : autres critéres

Nous ne détaillerons que les modules 1, 3 et 4 qui ont été étudiés dans notre

travail, pour des raisons que nous évoquerons par la suite.
= Evaluation du module 1 : Fidélité
L’¢étude de la fidélité peut inclure :
- Larépétabilité
- La fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire)

- Etla reproductibilité (inter-laboratoires) : non applicable dans ce contexte.
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e Evaluation de la répétabilité

Cette ¢évaluation a pour objectif de wvérifier, dans les conditions réelles
d’utilisation, le bon fonctionnement du systéme analytique. Les données acquises
peuvent €tre ultérieurement utilisées pour mettre en évidence un dysfonctionnement au

cours du temps. [34]

Les essais sont effectues en suivant la procédure d’analyse conformément aux
indications de la notice d’utilisation du fournisseur (stratégie 1 et 2) ou au mode

opératoire défini par le laboratoire (stratégies 3, 5 et 6).

Les conditions sont standardisées dans la mesure du possible : méme operateur,
méme instrument, méme lot de réactifs, méme ¢€talonnage. Le nombre optimal de
déterminations a effectuer est de 20. Il peut étre réduit a 6 dans certains cas en fonction

de la difficulté de mise en ceuvre de certaines méthodes ou de leur cout élevé.

Il est préférable d’effectuer 1’évaluation a deux niveaux de concentrations
différentes. Un seul niveau peut étre suffisant mais doit étre justifiée. Les niveaux sont

choisis en fonction des zones de décision médicale [16, 17, 35].

Pour chaque niveau de concentration, la moyenne (m), I’écart-type (s) et le

coefficient de variation (CV) des résultats obtenus sont déterminés.

Le CV calculé est évalué par rapport au CV limite annoncée dans la notice
d’utilisation(en tenant compte de 1’intervalle de confiance), du dispositif produit par le

fournisseur (stratégie 1 et 2).

Il peut également étre comparé aux CV limites acceptables [17, 20] définis en

fonction de la méthode et du contexte physiopathologique (stratégie 1, 2, 3, 5 et 6).

Dans le cas des mesures effectuées dans la méme série (Série x, n=20), la
dispersion des valeurs (x) autour de la moyenne (m) est estimée par le calcul de

I’écart-type (s) et du CV.

31



Vérification de la méthode de dosage du [-2] proPSA (Hybritech p2PSA) sur le DXI 600® (Beckmann Coulter)

m=>)x/n §$= \/Z (x-m) ?/n-1 CV en % = (s) x 100/m

Le CV ainsi calculé est une expression simplifiée de la répétabilité de la méthode

en pourcentage.

eEvaluation de la fidélité intermédiaire (reproductibilité

intermédiaire)

Conditions ou les résultats d’essais indépendants sont obtenus par la méme
méthode en utilisant des échantillons identiques dans le méme laboratoire et des
conditions opératoires différentes (operateur, ¢talonnage, lot de réactifs, etc.) pendant

un intervalle de temps donné. [17, 35].

Cette évaluation permet de connaitre la variabilité analytique d’une méthode. Ces
données sont exploitées pour le calcul de I’incertitude de mesure utile a I’interprétation

des résultats de patients.

Les matériaux utilisés sont soit des échantillons biologiques « anonymisés »
provenant des patients (échantillons non titrés), a condition d’avoir 1’assurance de leur
stabilité¢ pendant la durée de 1’évaluation, soit des échantillons de contrdle (titrés ou

non titrés).

Les niveaux de concentration sont choisis en fonction des zones de décision
médicale et en fonction du recrutement du laboratoire. Il est préférable d’effectuer
I’évaluation a au moins deux niveaux de concentrations différentes choisis dans une

zone proche des seuils de décision clinique.
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Si la valeur assignée est connue, ces matériaux peuvent étre également utilisés
pour évaluer la justesse de la méthode : moyenne des valeurs obtenues par plusieurs

laboratoires ou valeur obtenue par titrage avec une méthode de référence.

Les essais sont effectués en suivant la procédure d’analyse conformément aux
indications de la fiche technique du fournisseur (stratégies 1 et 2) ou au mode
opératoire du laboratoire (stratégies 3, 5 et 6). Les conditions opératoires (série) sont le
reflet de 1’utilisation habituelle de la méthode. Les résultats obtenus dans la pratique
quotidienne du contrdle interne de qualité (CIQ) peuvent également €tre exploités
(stratégie 2), les essais sont effectués en suivant la procédure d’analyse conformément

aux indications de la fiche technique du fournisseur.

L’analyse de chacun des échantillons en double dans 15 séries différentes 15
jours différents au minimum est nécessaire en privilégiant pour chaque série de fagon
indépendante le changement de plusieurs conditions opératoires «critiques » en
fonction des conditions d’application de la méthode en routine (manipulateur, lot de

réactif, lot d’étalons, etc.) [16, 17].

La moyenne ( m) ; ’écart type (s) et le coefficient de variation (CV) des valeurs
obtenues pour chaque niveau de concentration au cours des 15 séries indépendamment

effectuées, sont déterminés en exploitant les formules suivantes :

m = Ex/n s=E (x- m) ?/n-1 CV=s/nx100

Le CV calculé est évalué¢ par rapport au CV limite annoncé dans la notice
d’utilisation (compte tenu de D’intervalle de confiance) produit par le fournisseur

(stratégies 1 et 2).
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I peut également étre comparé¢ aux CV limites acceptables ou aux CV
préalablement définis en fonction de la technique et du contexte physiopathologique

(stratégies 3 et 6).

L’analyse statistique des résultats est enregistrée. Les conclusions de 1’essai sont

formulées en fonction des critéres définis dans les pré-requis.

La répétabilit¢ moyenne au cours de I’essai peut étre estimée a partir des
différences obtenues dans une méme série pour les 2 mesures effectuées du méme

échantillon.

L’intervalle de confiance de I’écart type est calculé en utilisant la formule

suivante :
ICs =s +/- t—(s/2n)

t = facteur fonction du nombre de degré de liberté et du risque retenu, en général

5%, défini dans la table de Student.
e Evaluation de la reproductibilité

Cette évaluation permet de connaitre la variabilité analytique d’une méthode. Ces
données sont exploitées pour le calcul de I’incertitude de mesure utile a I’interprétation

des résultats des patients.

Les essais sont effectués en suivant la procédure d’analyse conformément aux
indications de la fiche technique du fournisseur (stratégie 1 et 2) ou au mode
opératoire du laboratoire (stratégie 3,5 et 6). Les conditions opératoires (série) sont le
reflet de 1’utilisation habituelle de la méthode. Les résultats obtenus dans la pratique
quotidienne du controle interne de qualit¢ (CIQ) peuvent également étre exploités
(stratégie 2). L’analyse de chacun des échantillons en double dans 15 séries
différentes, 15 jours différents au minimum est nécessaire en privilégiant pour chaque

série de facon indépendante le changement de plusieurs opératoires «critiques» en
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fonction des conditions d’application de la méthode en routine (manipulateur, lot de

réactif, lot d’étalons, etc....).

Les modalités de calcul sont identiques a celles de la répétabilité, avec le calcul
de la moyenne (m), de 1’écart-type (s) et du coefficient de variation (CV) sur les

valeurs expérimentales de chaque série.
= Evaluation du module 3 : Limite de Détection (LOD) [16, 17, 35]

Cette évaluation permet de connaitre la valeur a partir de laquelle on peut
affirmer avec un risque donné que la substance est présente dans 1’échantillon, et de ne

pas communiquer une valeur quin’est pas significative sur le plan analytique.

Cette détermination ne présente un intérét que dans le cas des marqueurs qui sont

normalement non-quantifiables (troponine, hCG, PSA, apres prostatectomie, etc.).

Les matériaux requis sont le Blanc de la réaction, une matrice vierge ou le

calibreur zéro de la gamme d’étalonnage.

La méthode la plus utilisée consiste a effectuer des mesures répétées de
I’échantillon « blanc » soit dans une méme série (30 mesures), soit en double dans 15

séries différentes.
Les résultats sont exprimés en signal (absorbance, aire, etc.).

La moyenne (m) et I’écart type (s) des valeurs exprimées en signal sont calculés
puis 1’écart-type transformé en concentration a partir du point zéro et du premier point
de la gamme étalon. La limite de détection est définie pour un risque évalué a 5 % par

la formule :
LOD =3xS,

L’analyse statistique des résultats est enregistrée. Les conclusions de 1’essai sont

formulées par le biologiste médical.
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Les valeurs inférieures a cette limite n’ont pas de signification biologique et
doivent se traduire sur le compte rendu d’examen par «inferieur a la limite de

détection » (LOD).
=  Evaluation du Module 4 : Limite de Quantification (LOQ) [16, 17, 35]

La limite de quantification correspond a la plus petite valeur mesurée exprimée
en concentration, rendue avec un niveau de confiance acceptable et d’incertitude
connue. La limite de quantification peut aussi étre calculée selon la formule

suivante [16]:
LOQ=10x S,

La limite de quantification peut également étre évaluée a 1’aide des dilutions d’un
¢talon ou de I’¢échantillon de contrdle interne de qualité le plus bas (différent de 0)
avec le diluant, selon le schéma : 100 + 0; 90 + 10; ... 10 + 90; 0 + 100 soit 11

¢chantillons mesurés chacun 10 fois dans une série unique.

On calcule, pour chaque série de mesures de différentes dilutions, 1’écart-type
(s), le coefficient de variation (CV) et 1’écart de la moyenne (m) a la valeur théorique

(réalisation d’un profil de « précision » ou profil de fidélité).

A partir de la courbe des cv en fonction des concentrations (courbe d’Howitz),
est déterminée la concentration correspondant a un CV de 10% et représentant la
limite de quantification.La limite de quantification est la plus petite valeur qui peut

étre fournie pour un échantillon de patient.
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PARTIE PRATIY9UE
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I. MATERIELS ET METHODES

A. Matériels

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé 1’automate Unicel DxI 600®, Access
Immono-assay System, de la sociét¢ Beckmann Coulter que nous allons décrire dans
ce paragraphe. Il s’agit d’un automate acquis il ya deux ans et qui a fait 1’objet d’une
vérification approfondie par la direction du laboratoire de Biochimie et de Toxicologie

HMIMYV, dés sa réception.
1. Descriptif global (Figure 4)

Cet analyseur est développé pour la consolidation en un poste des activités
d’immuno-analyse, pour la routine, mais aussi pour la prise en charge des urgences. Sa
cadence est de 200 tests/heure, avec un aliquotage systématique des échantillons

patients afin de réduire le temps d’immobilisation des tubes dans I’analyseur [36].
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Figure 4 : Auto-analyseur systéme Unicel DxI 600® Access Immuno-assay / Laboratoire

de Biochimie/HMIMYV.

2. Caractéristiques

L’automate comporte une interface utilisateurs, avec €cran tactile et une aide en

ligne intégrée [36].
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Tableau3: Caractéristiques technologiques [36]

Principe Technologique Protocoles et formats de Test Réactifs
Chimiluminescence = Sandwich Packs réactifs
= Compétition Etalons
Support * Immuno-Capture Controles
microparticulaire
Consommable

Sa spécificit¢é se résume en son systeme de chargement en continu des
¢chantillons, des consommables sans avoir a mettre [’appareil en pause et sans

intervention au niveau de |’ Interface Utilisateur.

L’automate est également capable de détecter des obstructions dans plusieurs

compartiments du systeme :

o au niveau du pipetage d’échantillon

O

lors de I’aliquotage dans une cuvette échantillon

O

au niveau des 2 pipettes de précision

o lors du transfert de 1’échantillon d’une cuvette échantillon vers une cuvette
réactionnelle

o lors du transfert du réactif du pack vers la cuvette réactionnelle

o au niveau de la premiere sonde d’aspiration du module de lavage

Il dispose d’un ensemble de capteurs qui vérifient la distribution correcte du
substrat (détection de bulle), les niveaux de liquide (Radio Fréquence et Ultrasons), les

différentes températures, les différents ¢léments moteurs.
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3. La Conception
3.1 Module de chargement des cuvettes [36]

Brievement, ce module se compose d’un chargeur (2 x 1000 cuvettes), dont le
niveau est géré par des capteurs et autorisant un chargement sans arrét et sans
intervention au niveau de I’interface utilisateur. La distribution des cuvettes a lieu dans

le module d’aliquotage.

3.2 Module de chargement des portoirs échantillons

Il possede une autonomie de 15 portoirs, avec une protection par un
capot/couvercle. Les racks sont transférés devant le lecteur code-barres pour leur
identification, puis dans 1’aire de déchargement. Des urgences peuvent étre lancées a

tout instant.
3.3 Module de pipetage échantillon

La détection de niveau se fait par Radio Fréquence et celle d’obstruction par
capteur de pression. Apres chaque prélévement se fait un nettoyage de la sonde. Le
volume aspiré dépend du nombre de tests programmés et d’éventuels ReRun ou

Test(s) Réflexe(s).
3.4 Module d’aliquotage

I peut assurer jusqu’a 288 aliquotes qui sont conservés a +4/10 °C. L’aliquotage

du tube primaire se fait en 9 ou 18 secondes (en fonction du volume).
3.5 Stockage réactifs

Le chargement se fait sans intervention au niveau de I’interface. Sa capacité va
jusqu’a 50 packs réactifs (2500 tests), conservés a 4-10 °C. L’¢élimination des packs

vides est automatique.
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3.6 Pipeteurs internes

L’automate dispose de 2 aiguilles pour un pipetage de précision, chargés de
transférer 1’échantillon de la cuvette échantillon a la cuvette réactionnelle et du réactif
du pack a la méme cuvette réactionnelle. Le mixage de 1’échantillon et du réactif se
fait par ultrason. Les sondes sont nettoyées entre chaque aspiration par du tampon de

lavage et par ultrason.
3.7 Module analytique

I comporte un incubateur, des stations de lavage (3) et un luminomeétre qui

effectue 7 mesures permettant de déterminer la valeur médiane prise en compte.

B. Méthodes
1. Principe de l1a Technique de dosage utilisée

Le test Access Hybritech p2PSA est un test immuno-enzymatique a deux sites
(type «sandwich»). Un échantillon est déposé dans une cuvette réactionnelle avec un
conjugué anticorps monoclonal de souris anti-PSA-phosphatase alcaline, des particules
paramagnétiques sensibilisées avec un anticorps monoclonal de souris anti-[-2]proPSA
et un réactif bloquant. Le [-2]proPSA dans [’échantillon se lie a [’anticorps
monoclonal anti-[-2]proPSA immobilis¢ sur la phase solide alors que, en méme temps,
le conjugué anticorps monoclonal anti-PSA-phosphatase alcaline réagit avec des sites
antigéniques différents sur la molécule de [-2]proPSA. Aprés incubation dans une
cuvette réactionnelle, les matériels li€s a la phase solide sont maintenus dans un champ
magnétique tandis que les matériels non liés sont éliminés par lavage. Puis, le substrat
chimio-luminescent, Lumi-Phos* 530 est ajouté a la cuvette réactionnelle et la lumiére

générée par la réaction est mesurée a 1’aide d’un luminometre.
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La production de lumicre est directement proportionnelle a la concentration de
[-2] pro PSA présente dans I’échantillon. La quantité d’analyte présente dans
I’échantillon est déterminée a I’aide d’une courbe d’étalonnage multipoints mise en

mémoire [1, 35, 39].
2. Réactifs, controles et calibrateurs utilisés

”Réactifs : Le réactif utilisé pour le dosage c’est le p2PSA réactif (lot N° 117972,
Date de Péremption du 30/09/2012, Réf. 46238241).

”Calibrant : Access Hybritech® p2PSA calibrators fournis aux concentrations
0,10, 20, 50, 100, 500 et 5000 pg/ ml (Code A49753, Lot N° 119721, Date de
Péremption du 30/09/2012).

”Contrdle de qualité : Access Hybitech® p2PSA QIC; (19.33+2.90 pg/ml), QIC,
(177426.60 pg/ml), QIC; (911.97+136.80 pg/ml) (Code de référence A56934, lot N’
218650, Date de Péremption du 30/06/ 2013).

3. Protocole d’évaluation

Le protocole d’évaluation s’inspire des recommandations du protocole Valtec de
la SFBC [17], de celles du protocole SH-GTA O4 du COFRAC [16] et du protocole
MABIOTECH [1, 35].

L’évaluation a été faite dans le cadre d’utilisation normale de 1’automate selon

les recommandations de bonnes pratiques de la Société Beckmann Coulter.
3.1Echantillons analysés et prétraitement

Des échantillons de controle de qualité (p2PSA QIC) des niveaux bas, moyen et
haut ont été conservés et utilisés pour I’é¢tude selon les recommandations du

fournisseur [1].
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Les échantillons on été manipulés comme s’ils étaient potentiellement infectieux
en suivant les précautions universelles et les bonnes pratiques de laboratoire.
Cinquante (50) pL d’échantillon suffisaient pour chaque dosage. L’unité de mesure

par défaut du systéme pour les résultats des échantillons est le pg/ ml.
3.2Stratégie adoptée

Dans le cadre de la vérification/validation des performances de ces nouvelles
méthodes, nous avons adopté la stratégie 1 ou portée A (Tableau 2) [17], relative a

I’utilisation d’une méthode DMDIV marquée CE.

Elle consiste en la vérification des performances annoncées par le fournisseur ou
souhaitées par le laboratoire lors de la mise en application d’une nouvelle méthode
d’analyse utilisant notamment des analyseurs automatiques et des trousses de réactifs

préts a I’emploi.

Nous nous sommes ainsi intéressés aux seuls modules 1, 3, et 4 de la stratégie
adoptée, c’est a dire la fidélité (ou précision qui inclut la répétabilité et la fidélite

intermédiaire), la Limite de Détection et la Limite de Quantification.

Nous n’avons pas pu étudier les autres modules (notamment 2, 5, 6, 7 et §8),

premierement a cause de la non disponibilité de coffrets supplémentaires a titre gratuit,

deuxiémement parce que 1I’étude bibliographique pourrait suffire dans ce cas de figure

comme le recommandent les référentiels.
3.3Etude de la fidélité

Pour I’étude de la répétabilité (imprécision intra-séries), nous avons dosé le [-2]
proPSA 09 fois dans la méme série, le méme jour, avec la méme procédure, le méme
opérateur et les mémes conditions de mesure, pour chacun des niveaux de controle :

bas, moyen et haut. Nous avons respecté dans ce volet le protocole Valtec [17]. La
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moyenne, I’Ecart-Type et le CV exprimés en pour-cent, ont été calculés a partir de 09

passages successifs pour chaque niveau.

La fidélité intermédiaire a ¢été étudiée a partir des résultats obtenus sur les
spécimens de contrdles internes de 3 niveaux de concentration dosés quotidiennement
en double dans 15 séries différentes pendant deux semaines, en faisant varier les
conditions opératoires (opérateur, ¢talonnage, lots de réactifs, ...). L’analyse
statistique est la méme que celle de répétabilité. Cette évaluation a été faite par rapport

aux protocoles COFRAC [16] et Valtec [17].

2.4 Etude de la Limite de Détection (LOD) et de la limite de
Quantification (LOQ)

Pour I’étude de la LOD, nous avons effectué¢ des mesures répétées, en double, du
calibrateur zéro et en simple du premier point de la gamme d’étalonnage, et ce dans

15 séries différentes comme le préconise la SFBC.

Pour I’analyse statistique, nous avons calculé la moyenne (m), 1’écart-type (s) des
valeurs exprimées en signal (RLU) puis transformés 1’écart-type ainsi calculé en

concentration a partir du point zéro et du premier point de la gamme étalon.

La LOD est définie par un risque évalué a 5 % par la

[ LOD =3s ]

Pour I’évaluation de la LOQ, nous 1’avons calculé en

formule [17]:

utilisant la formule suivante [13]:

[ LOQ =10s ]
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3.5Analyse statistique

Les données ont ¢€té saisies par le logiciel Excel®” Microsoft® 2007. L’exploitation
statistique des résultats a été effectuée avec le méme logiciel, par le calcul des CV des
valeurs expérimentales de chaque série. Ces derniers seront comparés aux CV limites

admissibles (Fournisseur [1], études scientifiques [35]).
3.6Valeurs cibles des modules évalués

S’agissant d’un paramétre biochimique nouveau, pour lequel les chiffres des
CV relatifs aux différents modules de validation technique ne sont pas disponibles
dans les spécifications du protocole Valtec de la SFBC [20] ou encore de celles de
Ricos [43], la comparaison des résultats obtenus pour les différents modules analysés

ne peut se faire que par rapport aux études récentes se rapportant a ce domaine.
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II.RESULTATS
A.Fidélité
Les résultats des modules évalués (répétabilité et fidélité intermédiaire), pour un

intervalle de mesure allant de 0.5 a 5000 pg/mL sont présentés ci-dessous.
1. Répétabilité
Pour ce module, la moyenne (m), 1’écart-type (s) et le % du coefficient de
variation (%CV) étaient respectivement de 19,85 pg/ml, 0,35 pg/ml et 1,78% pour le
CIQ niveau 1, de 171,29 pg/ml, 4,66 pg/ml, et 2,72% pour le CIQ niveau 2 et de
886,15 pg/ml, 22,36pg/ml et 2,52% pour le CIQ niveau 3. Les résultats détaillés sont

présentés en Annexe 1.
2. Fidélité intermédiaire
La moyenne (m), 1’écart-type (s) et le % du coefficient de variation (%CV), pour
ce module, étaient respectivement de 19,90pg/ml, 0,48pg/ml et 2,43% pour le CIQ
niveau 1, de 172,75pg/ml, 5,53pg/ml et 3,20% pour le CIQ niveau 2 et de

909,35pg/ml, 34,51pg/ml et 3,80% pour le CIQ niveau 3. Les résultats détaillés
figurent en AOnnexe 2.

B.Limite de détection (LOD)

Nous avons analysé la sensibilité de la méthode de dosage du [-2] proPSA en
¢tudiant la limite de détection (LOD) et la limite de quantification(LOQ). L’ Annexe 3
montre les résultats détaillés de la moyenne (m) et de 1’Ecart-type (Syj). A partir de ces

données, nous avons calculé la LOD selon les recommandations de la SFBC [17].

Le point zéro de la gamme est dosé en double dans 15 séries différentes. 1.’ écart
type (Ss) des différences observées entre les doublets est calculé a 1’aide de la

formule :
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Sq=Y d*/2n

Alors S;; =" 1437698/ 30 = 218,91 RLU

L’écart type S est transformé en concentration en pg/ ml (S.) en fonction
des valeurs moyennes observées au cours des 15 séries effectuées pour le point zéro et
le premier point de la gamme (10 pg/ml=C,) en supposant par approximation que la

zone est linéaire :

) S¢ = (Ci- Cy) X Ssi/ A signal
$oit LOD =3xS, avec

Ou (C; - C,) correspond a la différence obtenue entre les concentrations du

premier point de gamme (CI=10pg/mlL) et celle du point zéro (Cy=0 pg/mL).

(" )

S.=(10-0)x218,91/(21630,73 —8464,47) =2189,1 / 13166,26 =0, 17 pg / ml

Soit LOD =3x 0, 17 pg/ ml

LOD= 0,5 pg/ ml

\_ J

C.Limite de Quantification

Pour I’évaluation de la LOQ, nous avons utilisé la formule suivante :

[ LOQ=10x S,

Soit LOQ=10x0, 17 LOQ=1,7 pg/ ml
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D. Valeurs cibles des modules évalués (Tableaux 4, 5 et 6)

Les valeurs cibles des modules ¢tudiés dans le présent travail sont celles du

fabricant (Beckmann Coulter) [1] et des études menées sur le [-2] proPSA. Celles que

nous avons pris comme référence sont 1’étude de SOKOLL L.J et al. [35] qui a

concern¢ 4 sites différents pour les modules 1, un seul site pour les modules 3 et 4 et

1’étude Stephan C.et al [39].

Tableau 4: Valeurs Cibles de la Répétabilité [35]

Moyenne (pg/mL)/E-T (pg/mL)/CV (%)

Etude multicentrique [35]

Echantillon : :
1"R SITE 2°me QITE 3°me SITE

4°™ SITE

m (pg/mL)/E-T (pg/mL)/CV (%) m (pg/mL)/E-T (pg/mL)/CV (%) m (pg/mL)/E-T (pg/mL)/CV (%)

m (pg/mL)/E-T (pg/mL)/CV (%)

Niveau 1 | 21,90/0,61/2,77 | 20,22/1,00/4,95 20,28 / 0,69/ 3 ,40 20,28 /1,10 / 5,42
Niveau 2 201,92/4,84/2.,40 190,01/4,46/2,35 184,12/3,50/1,90 180,91/8,93/4,94
Niveau3 | 1124,54/28,93/2,57 | 990,06/21,07/2,13 967,44/16,71/1,73 970,89/36,12/3,72
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Tableau 5: Valeurs cibles de la fidélité intermédiaire

(Reproductibilité intra-laboratoire) [35]

Moyenne (pg/mL)/E-T (pg/mL)/CV (%)

Echantillon Etude multicentrique [35]
1"R SITE 2™ SITE 3¢ SITE 4% SITE
Niveau 1 21,90/0,40/1,80 | 20,22/0,39/1,93 20,28/0,71/4,49 | 20,28/0,44/1,80
Niveau 2 201,92/5,50/2,73 | 190,01/4,91/2,58 | 184,12/5,44/2,96 | 180,91/6,91/3,82
Niveau 3 1124,54/23,21/ 990,06/20,41/ 967,44/29,00/ 970,89/41,18/
2,06 2,06 3,00 4,24

Tableau 6: Valeurs cibles de la Limite de détection (LOD) et la Limite de
Quantification (LOQ) [1, 35]

Sensibilité Concentration (pg/mL)
LOD 0,70
LOQ 3,23
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INL.DISCUSSION

Nous avons effectué une «vérification/validation de portée A» ou les méthodes
reconnues (DMDIV marqués CE ou méthodes « fournisseurs »), sont a priori validées
dans leur domaine d’application.

Dans le cadre des normes NF EN ISO 15189 et 22870, le LBM doit, pour ses

méthodes, vérifier qu’elles sont valides, qu’elles correspondent aux besoins de ses

clients (patients/prescripteurs) et qu’elles sont maitrisées au sein du laboratoire. Dans
ce cas, 1l n’est pas demandé aux laboratoires d’effectuer de nouveau la caractérisation
approfondie des techniques ou des analyseurs. Des études ont déja été réalisées par les
fabricants qui annoncent les performances de leurs méthodes. 1l est demandé¢ au LBM
de procéder a une vérification lors de la mise en application, appelée vérification de
performances sur site [16]. Celle-ci comporte plusieurs modules dont les plus

pertinents ont été détaillés dans les parties théorique et pratique du présent travail.
A.Evaluation de la Fidélité

Elle concerne 1’¢tude de la fidélité ou précision, c’est-a-dire la répétabilité et la
fidélité intermédiaire sur trois niveaux de controle de qualité (CIQ 1, 2 et 3).

Cette vérification initiale doit répondre aux exigences du protocole Valtec et
celles du document Cofrac, comme cela a été précisé [17]. Les résultats sont
comparés aux ¢tudes récemment menées sur ce parametre et aux performances

annoncées par le fournisseur dans ses documents techniques [1, 36].
1. Répétabilité

Les résultats de répétabilit¢é sont comparés respectivement aux limites
acceptables du fournisseur et des résultats d’une étude multicentrique dans le Tableau

7. A noter que A et R dénote respectivement Accepté et Refusé.
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Pour un risque alpha préfixé 5%, nous pouvons dire que les coefficients de
variation (CV) obtenus sont excellents pour 1’analyte et répondent aux exigences
émises par le fournisseur. Les résultats objectivés par la présente étude sont
comparables a ceux obtenus par une étude multicentrique [35] ainsi que le travail de

Stephan C. et ses collaborateurs [39].

Tableau 7: Comparaison des résultats de I’étude de la répétabilité
(Spécimens de CIQ niveaux 1, 2 et 3) avec les spécifications du fournisseur et des

études préalablement menées sur ce parametre [35], [39].

Echantillons (0\% CvV CV Etudes CvV A/R
Présent fournisseur 35] Etude
travail 39]
CIQ Niveau 1 1,78 3,08 2,77/4,95/3,40/5,42 <6 A
CIQ Niveau 2 2,72 3,83 2,40/2,35/1,90/4,94 <6 A
CIQ Niveau 3 2,52 3,09 2,57/2,13/1,73/3,73 <6 A

2. Fidélité intermédiaire
Les résultats de la fidélité¢ intermédiaire comparés aux CV annoncées par les

¢tudes préalablement mentionnées ([35] et [39]) sont résumés dans le Tableau 8.

La colonne intitulée A/R répertorie les décisions prises en fonction du CV limite

calculé au seuil de 5 %.
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Tableau 8: Comparaison des résultats de I’étude de la fidélité intermédiaire

(Spécimens de controles niveaux 1, 2 et 3) avec des études [35, 39].

Echantillons CvV CvV CvV A/R
Présent Etude (4 Sites) Etude
travail 35] 39]
QC1 2,43 1,80/1,93/4,49/1,80 <8 A
QC2 3,20 2,73/2,58/2,96/3,82 <8 A
QC3 3,80 2,06/2,06/3,00/4,24 <8 A

Les coefficients de variation (CV) obtenus pour 1’é¢tude de la fidélité
intermédiaire sont satisfaisants dans 1I’ensemble. Ces résultats semblent concordants

avec ceux d’autres travaux [35, 39].
B.Evaluation de la Sensibilité
1. Limite de Détection

Cette évaluation permet de connaitre la valeur a partir de laquelle on peut
affirmer avec un risque donné que la substance est présente dans 1’échantillon, et de ne

pas communiquer une valeur quin’est pas significative sur le plan analytique.

Cette détermination ne présente un intérét que dans le cas des marqueurs qui sont
normalement non-quantifiables (troponine, hCG, PSA, [-2] proPSA apres

prostatectomie, etc.).

Les résultats de 1’¢tude de la Limite de Détection sont comparés, de fagon

significative, aux valeurs cibles d’autres travaux [35], comme 1’indique le Tableau 9.
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Tableau 9: Comparaison des résultats de I’étude de la sensibilité avec les

valeurs cibles du fournisseur [1] et une autre étude [35].

Résultat en pg/mL
Sensibilité Dans le présent Selon [1, 35]
analytique travail
LOD 0,50 0,70
LOQ 1,70 3,23

2. Limite de Quantification

La limite de quantification correspond a la plus petite valeur mesurée exprimée
en concentration, rendue avec un niveau de confiance acceptable et d’incertitude

connue (risque alpha = 5%).

Le résultat de la LOQ dans le présent travail parait plus bas que celui d’autres
travaux [1, 35] (Tableau 9). Cela semble 1i¢ aux méthodes de détermination de ce
parametre qui ne sont pas les mémes (calcul dans la présente étude et mesure

expérimentale dans les autres cas).

Mais, globalement, le test [-2]proPSA (hybritech p2PSA) présente une excellente

sensibilité¢, comme le soulignent d’autres travaux [39].
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CONCLUSION
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Dans le cadre de la prise en charge du Cancer de la prostate, le [-2]proPSA
apporterait un bénéfice de spécificité supérieur aux dosages existants. Sa
détermination permet le calcul de 1’index phi qui apparait au regard de toutes les
¢tudes réalisées a ce jour, comme le meilleur élément prédictif du cancer de prostate
pour un PSA total compris dans la zone grise (entre et 2 et 10 ng/mL selon le standard
Hybritech), permettant ainsi de réduire de manicre significative les indications de
biopsies. Il a montré également un intérét pour différencier au stade précoce les
cancers potentiellement agressifs. Son utilisation en test de routine pourrait permettre,
en augmentant les performances d’une premicre série de biopsies, de limiter les

indications de re biopsies ainsi que d’éviter certaines biopsies inutiles.

L’intégration de ce nouveau marqueur dans la pratique du laboratoire de
biochimie de ’HMIMV requiert son évaluation a la fois clinique, objet d’un autre
travail en cours de réalisation, mais également et avant tout technique. C’est dans ce

cadre que le présent travail s’inscrit.

En effet, la réalisation d’un dossier de validation des techniques constitue un
¢lément important pour tout laboratoire d’analyses médicales qui souhaite répondre
aux exigences des référentiels qualité. La vérification/ validation d’une méthode est
une ¢étape primordiale a réaliser au préalable avant son utilisation. Elle s’applique a

plusieurs domaines comme il a été précisé dans les différents référentiels.

La présente ¢tude montre des résultats jugés globalement satisfaisants pour les
items ¢évalués, notamment la répétabilité¢, la fidélit¢ intermédiaire ainsi que la
sensibilité analytique, dans les conditions normales de 1’utilisation de 1’automate

UNICEL DXI600®, comparativement aux données du fournisseur et de la littérature.

D’autres items, certes non exigés par les protocoles de validation/vérification des
méthodes, auraient pu étre étudiés si les réactifs et consommable requis étaient moins
coliteux pour étre livrés en quantité suffisante et a titre gratuit par le fournisseur. Cela

constitue la principale limite de cette étude.
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RESUME

Titre: Vérification de la méthode de dosage du [-2[proPSA (Hybritech p2PSA)sur le DXI 600®
(Beckmann Coulter)

Auteur: WAANA-ANG Emmanuel B. S. A
Rapporteur : Pr OUZZIF Zohra
Mots clés: Cancer de la prostate, [-2]proPSA, Vérification technique, Unicel DXI600®.

La détection précoce du cancer de la prostate, basée a ce jour, sur le dosage sanguin du
PSA, marqueur diagnostique de référence, demeure un sujet trés controversé. Cela a conduit a
¢tudier de nouveaux marqueurs, notamment le [-2] pro PSA, dans le but d’améliorer la
spécificité du PSA dans la zone grise, comprise entre 2 et 10 ng/ml. Pour ce faire, une
évaluation analytique de ce paramctre a ét¢ réalisée au laboratoire de biochimie. Cela

consiste a procéder a une vérification de la méthode de dosage du

[-2]proPSA et représente le principal objectif du présent travail.

Nous avons utilis¢é ’automate Unicel DxI 600® (société Beckmann Coulter) et le test
Access Hybritech p2PSA (test immuno-enzymatique a deux sites (type «sandwichy»). Le
protocole d’évaluation s’inspire des recommandations du protocole Valtec de la SFBC, de
celles du protocole SH-GTA O4 du COFRAC et du protocole MABIOTECH. Nous avons
adopté la stratégie 1 ou portée A et nous sommes ainsi intéressés a 1’étude de la fidélité, de la

Limite de Détection et de la Limite de Quantification.

- Pour la répétabilité, le %CV pour le CIQ1, CQ2 et CQ3 ¢était respectivement de
1,78%, 2,72% et 2,52%.

- Pour la fidélité intermédiaire, il était respectivement de 2,43%, 3, 20% et
3,80% pour le CIQ1, CQ2 et CQ3

- La LOD et la LOQ étaient respectivement de 0,5 pg/ml et de 1,70 pg/ ml.

Globalement, les résultats étaient satisfaisants et concordaient avec les données du

fournisseur et de la littérature pour les modules évalués
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SUMMARY

Title: Verification procedure for Quantitative measurement of [-2] proPSA (Hybritech
P2PSA) on DXI 600® (Beckmann Coulter).

Author: WAANA-ANG Emmanuel B.S.A

Supervisor: Professor OUZZIF Zohra

Keywords: Prostate Cancer, [-2]proPSA, Technical Verification, Unicel DXI 600®

The subject of the early detection of prostate cancer is based nowadays on the
quantitative measurement of PSA in the blood, marker of reference of diagnosis, remains
highly controversial subject. This has led to the study of new markers especially the [-
2|proPSA with the aim of increasing the specificity of PSA in the grey area of measurement

falling within 2 and 10ng/ml.

In this light, an analytical evaluation of this parameter was realized in the Biochemistry

laboratory of the Rabat Military hospital. This consist of a quantitative verification of the
[-2]proPSA in the blood which is the principal objective of this work.

We used the Unicel DXI 600® automated machine and the Access Hybritech p2PSA
assay (2-site Chemiluminescent sandwich immunoassay). The protocol for the evaluation was
inspired from recommendations from Valtec of SFBC, SH-GTA protocol of COFRAC as
well as the protocol of MABIOTECH.

We adopted the strategy 1 also called entry A so we therefore placed emphasis on the

study of the Precision, the Detection Limit and the Quantitation Limit.

- Repeatability, the % CV for the CIQ1, CIQ2 and CIQ3 were respectively 1.78%,
2.72% and 2.52%.

- Intermediate Precision, the % CV was 2.43%, 3.20% and 3.80% respectively for
the CIQ1, CIQ2 and CIQ3.

- LOB and LOD was respectively 0.5Spg/ml and 1.70pg/ml.

Globally, the results were satisfactory and in accordance with data from the supplier and

previous documentations on the modules evaluated.
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Annexe 1 : Résultats de I’étude de la répétablité (spécimen de CQ niveaul, 2 et 3)

SERIES QIC1 (niveau QIC2 (niveau QIC3 (niveau

bas) moyen) haut)

1 20,03 165,05 905,32

2 19,58 168,36 877,61

3 20,07 173,02 929,12

4 19,98 176,3 900,17

5 19,64 175,3 877,28

6 20,3 175,08 852,04

7 19,11 169,01 884,76

8 20,02 175,14 875,19

9 19,92 164,36 873,85

n 9 9 9

m (pg/ml) 19,85 171,29 886,15
Ecart type(s) 0,35 4,66 22,36
CV % 1,78 2,72 2,52
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Annexe 2: Résultats de I’étude de la Fidélité intermédiaire

(Spécimen de CIQ niveau 1, 2 et 3)

SERIES CQ1 (Niveau bas) CQ2 (Niveau Moyen) CQ3 (Niveau haut)
B B' B-B' M M' M-M' H H’ H-H’
1 19,87 | 19,86 0,01 177,61| 177,6 0,01 953,68 | 953,66 0,02
2 20,41 20,42 0,01 170,91|170,92 0,01 937,85|937,87 0,02
3 19,71 19,69 0,02 166,69|166,68 0,01 940,1 | 940,08 0,02
4 20,03 [ 20,05 0,02 165,05| 165,06 0,01 905,32 905,33 0,01
5 19,58 | 19,57 0,01 168,36| 168,35 0,01 877,61 877.6 0,01
6 20,07 (20,09 0,02 173,02173,03 0,01 929,12 929,13 0,01
7 19,98 | 19,97 0,01 1763 | 176,2 0,1 900,17 900,17 0
8 19,64 | 19,65 0,01 1753 | 1754 0,1 877,28 877,26 0,02
9 20,3 20,30 0 169,01|169,00 0,01 852,04 | 852,06 0,02
10 19,11 19,1 0,01 175,14 175,17 0,03 884,76 | 884,75 0,01
11 20,02 | 20,03 0,01 164,36| 164,35 0,01 875,19 875,21 0,02
12 19,92 119,91 0,01 1714117142 0,01 873,85|873,83 0,02
13 19,17 19,19 0,02 1774517743 0,02 933,82 /933,85 0,03
14 19,6 | 19,5 0,1 185,49| 185,49 0 929,19/929.,16 0,03
15 21,08 [ 21,09 0,01 175,08|175,09 0,01 970,26 | 970,3 0,04
N 30 15 30 15 30 30 15
m
(pg/ml) 19,9 19,9 172,75 172,75 909,35 909,35
S 0,48 0,02 5,53 0,03 34,51 0,00

CV( %) 2,43 0,11 3,20 0,02 3,80 0,00
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Annexe 3: Résultat de I’étude de 1a LOD

SERIES Point zéro Ier point 10 pg/ml
1(RLU) | 2(RLU) d d’ Valeurs en RLU

1 8828 8348 480 230400 21987
2 8466 8282 184 33856 21641
3 8828 8348 480 230400 20822
4 8273 8085 188 35344 20822
5 8466 8282 184 33856 21396
6 8522 8278 244 59536 21641
7 8273 8085 188 35344 21632
8 8466 8356 110 12100 21632
9 8744 8636 108 11664 21632
10 8522 8278 244 59536 21637
11 8781 8425 356 126736 22083
12 8781 8425 356 126736 22083
13 8789 8374 415 172225 22083
14 8470 82064 206 42436 21685
15 8868 8391 477 227529 21685
n 30 15 15

m 8464,47 95846,53 21630,73

Ssi

Y 1437698(d%)

(Somme)
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Serment de Galien

Je jure en présence des maitres de cette faculté :

- @ ’honorer ceux, qui m'ont instruit dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaisse en restant fidele a leur
renseignement.

- D’exercer ma profession avec conscience, dans ['intérét de la
santé public, sans jamais oublier ma responsabilité et mes
devoirs envers le malade et sa dignité humain.

- D 'étre fidele dans [exercice de la pharmacie a la [égislation en
vigueur, aux régles de [honneur, de la probité et du
désintéressement.

- De ne dévoiler a personne les secrets qui m'auraient été confiés
ou dont jaurais eu connaissance dans [exercice de ma
profession, de ne jamais consentir a utiliser mes connaissances
et mon état pour corrompre les meeurs et favoriser les actes
criminels.

- Que les hommes m’accordent leur estime si je suis
fidele a mes promesses, que je sois méprisé
de mes confréres si je manquais a mes engagements.
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