ProBioQual
9 Rue Professeur Florence 69003 LYON
Association régie par la loi du 01/07/1901

Section Contrdle de Qualité
Tél: 04 72 65 3493 -
Fax : 04 78 8597 77 PrOBIOQllal VERSION 2000
Courriel : cidm@probiogual.com
http ://www.probiogual.com

Centre lyonnais pour la Promotion de la Biologie et
du contréle de Qualité
R01-03/07/CIDM

CONTROLE DE QUALITE DES IMMUNODOSAGES AVEC MARQUEUR
STEROIDES : RESULTATS CUMULATIFS OBTENUS EN 2007
Sérums 71 IA-712A-71 3A-71 4A-T71 5A - 71 6A
Cortisol — Estradiol — Progestérone - Testostérone

Lyon, le 17 décembre 2007

Comme les années précédentes, les résultats cumulatifs sont présentés sous forme de
graphiques.

Pour chaque stéroide, trois graphiques différents rassemblent les résultats obtenus sur les six
spécimens de contréle (71 1A, 71 2A, 71 3A, 71 4A, 71 5A et 71 6A) analyses en 2007
(variabilité totale exprimeée par les CV Tr toutes techniques, reproductibilité par technique et
moyenne des différentes trousses exprimée en pourcentage de la valeur CPG-SM).

Les serums sont classes par concentration croissante et les concentrations indiquées entre
parentheses sont celles obtenues par CPG-SM.

Andrée BEAUDONNET Richard COHEN Anne-Claude RENARD



CORTISOL

Parmi les méthodes de dosage représentées, une seule est basée sur la polarisation de fluorescence en phase
homogeéne (technique DJ utilisée par environ 7% des laboratoires), toutes les autres méthodes sont basées sur le
principe de la compétition en phase hétérogéne.

Les concentrations analysées s’échelonnent de 75 a 790 nmol/l (valeurs CPG-SM).

L’analyse des trois graphiques montre :

>

Une bonne concordance de résultats entre la plupart des immunodosages représentés, en particulier pour
les concentrations comprises entre 385 et 788 nmol/l (CV Tr toutes techniques de I’ordre de 10%). Pour le
sérum 71 1A de concentration plus basse (75 nmol/l), la variabilité totale est plus importante (CV Tr toutes
techniques = 18,4 %).

Une précision par technique satisfaisante : CV Tr < 10% avec la majorité des systémes automatisés pour
les sérums 71 2A, 71 3A, 71 4A, 71 5A, 71 6A

Pour les concentrations les plus basses (sérum 71 1A : 75 nmol/l et sérum 71 6A : 148 nmol/l), la dispersion
des résultats est plus importante avec la méthode DJ utilisant la polarisation de fluorescence (CV Tr
respectivement = 15,1 et 12,4%) qu’avec les autres immunodosages.

Des moyennes par technique pour la plupart comprises entre 90 et 120% de la valeur CPG-SM ;
cependant, pour certains spécimens de contrdle, on peut noter un biais positif plus important (30 a 40%)
avec le réactif SI (sérums 71 1A, 71 6A et 71 4A) et QE (71 1A)

Récemment, I’AFSSAPS a publié un rapport portant sur I’évaluation des notices de 23 dispositifs de dosage du
cortisol au regard des exigences essentielles de la directive 98/79/CE. Ce « Rapport du contrble de marché des
dispositifs médicaux de diagnostic in vitro de dosage du cortisol » est disponible sur le site Internet
www.afssaps.sante.fr (rubrique DM/DMDIV — 14/11/2007).

Le texte de ce rapport a été reproduit dans la revue Immuno-analyse et Biologie Spécialisée 22 (2007) 202 — 208

L’AFFSAPS et le groupe d’experts ont diffusé certaines recommandations.

- Exactitude : le dispositif doit étre corrélé avec la CPG/SM, en couvrant I’ensemble de la plage de mesure
(avec indication du biais éventuel par rapport a la technique de référence); les résultats doivent étre validés
par la mesure de matériaux de référence reconnus et validés sur les différentes natures de prélévement

- Plage de mesure : la limite basse de la plage de mesure est, a minima, la limite de détection fonctionnelle
(LDF); si une concentration inférieure & la LDF est choisie, la précision a cette concentration doit étre
mentionnée

- Interférences pertinentes : prednisolone, prednisone, corticostérone, cortisone, 11-désoxycortisol,
21-désoxycortisol, tétranydrocortisol, tétrahydrocortisone, 6-méthylprednisolone, 17-OH progestérone

- Urines : extraction préalable pour éviter certaines interférences liées aux stéroides de structure proche
(protocole d’extraction indiqué et outil d’évaluation de la qualité de cette extraction).




Cortisol - Variabilité totale 2007
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ESTRADIOL

Les méthodes représentées sont des méthodes directes en phase hétérogene, utilisant le principe de la compétition (en une ou
deux étapes).

Les sérums présentent un taux bas en estrone et estriol et les concentrations en estradiol s’échelonnent de 134 a 3590 pmol/l
(valeurs CPG-SM), concentrations couvrant les différentes phases du cycle menstruel et les débuts de stimulation dans les
protocoles d’induction d’ovulation.

L’analyse des trois graphiques montre que :

> Lavariabilité totale (CV Tr toutes techniques) dépend du niveau de concentration :

- trés importante (CV Tr = 57,1%) pour le spécimen 71 1A de concentration proche de celle observée au cours de
la phase folliculaire (134 pmol/l), variabilité expliquée par les écarts inter-techniques et par le manque de précision de
plusieurs trousses a ce niveau de concentration

- moins importante (CV Tr de I’ordre de 14-18%) pour quatre sérums présentant les concentrations entre 490 et
3590 pmol/l (sérums 71 2A, 71 3A, 71 6A, et 71 5A)

- pour le sérum 71 4A (665 pmol/l), on note une variabilité totale (CV Tr = 32,8%) plus importante que celle
observée habituellement & ce niveau de concentration.

» La précision intra-trousse est également variable selon le niveau de concentration :

- Pour les cing sérums de concentrations comprises entre 498 et 3590 pmol/l, les CV Tr sont < 10 % dans la
majorité des cas, voire < ou = 4,5% (trousses RJ et RD Modular pour ces cing sérums)

- En ce qui concerne le sérum 71 1A, la dispersion des résultats est fonction des systémes analytiques (CV Tr de
6,2 % a 26,1 %), seuls deux systémes analytiques sur huit représentés permettant d’obtenir un CV Tr <10% (Rl Advia
Centaur et RD Modular). Cependant, il faut noter que pour ce spécimen, les moyennes trouvées avec certaines trousses
étaient inférieures a leur limite de détection (absence de calculs de CV Tr, ET et Moy Tr pour les trousses DB, SA et DL) ;
avec les autres réactifs, les CV Tr sont a interpréter en fonction de la valeur moyenne trouvée (dispersion des résultats plus
importante pour ceux donnant des valeurs proches de leur limite de détection).
> Les résultats des immunodosages sont plus ou moins proches de la valeur CPG-SM : variables selon les méthodes et/ou
les niveaux de concentration, les écarts les plus importants entre les 2 types de méthodologies étant observés pour le
spécimen 71 1A (de 24 & 209% de la valeur CPG-SM).

» La meilleure concordance de résultats entre méthodes immunologiques et méthode de référence est observée pour les
autres sérums de contrdle (concentration > 490 pmol/l), avec néanmoins des résultats systématiquement plus bas que la
CPG/SM avec les réactifs DB, SA, P5 et DL.

Pour [I’échantillon 71 1A, par rapport aux résultats 2006 deux constatations inhabituelles dans cette zone de
concentration peuvent étre faites : des valeurs 2 fois plus élevées que la moyenne générale avec les réactifs Sl et RI et des
valeurs plus basses que la CPG/SM avec le réactif QE.

Comme les années précédentes, ces résultats illustrent et confirment les difficultés de dosage de I’estradiol dans le
domaine des faibles concentrations (homme, puberté précoce chez la fillette, femme ménopausée, vérification de
I’efficacité de la désensibilisation de I’axe hypothalamo-hypophysaire dans les protocoles d’induction de I’ovulation avec
désensibilisation).

Un rapport a été publié par I’AFSSAPS concernant I’exactitude de 21 méthodes de dosage de I’estradiol pour les
concentrations <37 pmol/l, pour les concentrations entre 47 et 92 pmol/l et entre 256 et 293 pmol/l (méthodes avec
marqueur froid ou radioactif et méthodes automatisées ou manuelles).

Ce document (daté dul8 octobre 2005 et mis a jour en septembre 2006) intitulé : « Rapport du contr6le de marché des
dispositifs médicaux de diagnostic in vitro de dosage d’estradiol » est disponible sur le site www.afssaps.sante.fr (rubrique
DM/DMDIV).

Le texte de ce rapport a été reproduit dans la revue Immuno-analyse et Biologie Spécialisée 22 (2007) 125-134

L’AFFSAPS et le groupe d’experts souhaitent diffuser certaines recommandations.

- Exactitude : le dispositif doit étre évalué par rapport a la CPG/SM, en couvrant I’ensemble de la plage de mesure,
y compris les treés basses concentrations (indication dans la notice du biais éventuel par rapport a la CPG/SM)

- Plage de mesure : la limite basse de la plage de mesure est, a minima, la limite de détection fonctionnelle (LDF) ;
si une concentration inférieure a la LDF est choisie, la précision a cette concentration doit étre indiquée

- Interférences pertinentes : 17a-Estradiol ; 3,17-Estradiol diglucuroconjugué ; androstenediol ; estriol ; estrone ;
estrone-3 B-D-glucuroconjugué ; estrone-3-sulfate; éthinylestradiol ; norgestrel.

Par ailleurs, dans le cadre d’un diagnostic de puberté précoce chez la fillette, seuls les dosages précis et exacts (aux
concentrations <37 pmol/l) doivent étre utilisés (de méme dans les indications ou de telles concentrations sont attendues).




Estradiol- Variabilité totale 2007
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PROGESTERONE

Les concentrations analysées sont comprises entre 3,30 et 70 nmol/l (valeurs CPG-SM), concentrations
observées au cours des différentes phases du cycle menstruel.
Toutes les méthodes représentées sont des méthodes directes par compétition, en phase hétérogene.

L’analyse des trois graphiques montre que :

>

La variabilité totale est importante (CV Tr toutes techniques = 28,6 %) pour le spécimen 71 1A de
concentration proche de celle mesurée au cours de la phase folliculaire du cycle menstruel (3,3 nmol/l).
L’importance de la variabilité totale est expliquée par les écarts inter-techniques et par le manque de
précision de certaines trousses dans cette zone de concentration.

La variabilité totale est moins importante (CV Tr de I’ordre de 8,0% - 12%) pour les spécimens dont la
concentration est supérieure a 10 nmol/l (sérums 71 4A, 71 2A, 71 5A et 71 3A)

La meilleure précision intra-technique (CV Tr <10% avec pratiquement toutes les trousses représentées)
est obtenue dans le domaine des concentrations mesurées au cours de la phase lutéale du cycle
menstruel (sérums 71 4A, 71 2A, 71 5A et 71 3A).

Par contre, en ce qui concerne le spécimen 71 1A (3,3 nmol/l), seuls les systtmes analytiques RJ, SI Advia,
SA, RD Elecsys et RD Modular permettent d’obtenir des CV Tr < 9,0%.

Les moyennes obtenues avec les différents immunodosages sont relativement proches de la valeur CPG-
SM (80 a 122 % le plus souvent) pour les sérums de concentrations supérieures a 10 nmol/l ; mais on
constate une plus grande hétérogénéité de résultats pour le spécimen 71 1A (moyennes de 42 a 128% de la
valeur CPG/SM ; la meilleure concordance de résultats entre méthode de référence et immunodosages étant
observée avec les réactifs RJ, DJ, QE DB et SA dans cette zone de concentration).

Les dosages réalisés au cours de la phase folliculaire des cycles stimulés (dans le cadre de fécondation in
vitro), nécessitent des méthodes ayant une limite de détection fonctionnelle trés basse (voisine de 0,32 nmol/l).



Progestérone - Variabilité totale 2007
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TESTOSTERONE

Les concentrations analysées s’échelonnent entre 2,80 et 30 nmol/I.

Parmi les méthodes représentées, une seule utilise une extraction préalable au dosage immunologique (trousse
AZ, Immunotech RIA). Toutes les autres méthodes sont des méthodes directes en phase hétérogene utilisant le
principe de la compétition.

L’analyse des trois graphiques montre que :
> Lavariabilité totale est :

- trés importante (CV Tr toutes techniques = 48,6%) pour le sérum de controle 71 1A présentant une
concentration proche de celle mesurée chez la femme (2,81 nmol/l), variabilité expliquée par les écarts inter-
trousses et par le manque de précision de la plupart des trousses a ce niveau de concentration

- importante pour les spécimens de concentration comprises entre 4 et 10 nmol/l (CV Tr toutes
techniques respectivement = 23,4 et 22,9%)

- moins importante (CV Tr toutes techniques entre 9 et 15%) pour les spécimens 71 2A, 71 5A et 71 3A
présentant des concentrations plus élevées observées chez I’homme (entre 12 et 30 nmo/l).

» La dispersion des résultats intra-trousse est variable selon les systémes analytiques et les niveaux de
concentration.
Pour le sérum 71 1A (2,81 nmol/l), seules les méthodes RJ, AZ et RD Modular permettent d’obtenir un CV
Tr < 10,0%.

> Laconcordance des valeurs entre immunodosages et CPG-SM est variable également selon la méthode de
dosage et/ou le niveau de concentration : meilleure concordance entre les deux types de méthodologie pour
les concentrations mesurées chez I’homme et plus hétérogénéité de résultats pour les spécimens de faible
concentration (moyennes de 28 a 141% de la valeur CPG/SM pour le sérum 71 1A).

Les conclusions de I’étude effectuée dans le cadre de la SFBC* en 2001, portant sur [I’évaluation des
performances analytiques de dix trousses de dosage immunologique direct (huit techniques automatisées non
radioactives et deux techniques RIA) sont les suivantes :

- les différentes trousses de dosage direct étudiées peuvent &tre utilisées dans le cadre de I’exploration
biologique des hommes non traités

- par contre, en raison des différences d’exactitude observées pour certaines trousses, il est déconseillé
de les utiliser dans des situations pathologiques particuliéres (exploration des troubles pubertaires,
hyperandrogénie chez la femme, surveillance des traitements hormonaux substitutifs).

* Taieb J, Mathian B, Boudou P et Al. Evaluation analytique de dix trousses de dosage direct de la
testostérone : comparaison a la CPG/SM. Immunoanal Biol Spéc 2001 ; 16 : 338-344

A noter que les résultats présentés, pour ces quatre stéroides, ont été obtenus sur des sérums de controéle,
avec des effets de matrice possibles liés a la nature des spécimens.




Testostérone - Variabilité totale 2007
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Lyon, le 17 décembre 2007

Pour chague anayte, les graphiques indiquent la reproductibilité interlaboratoires (CV Tr %)
obtenue sur les six sérums de contrdle avec les différents systémes anal ytiques représentés par
leur code technique.

A noter :
» Seules les techniques avec au moins 10 résultats sont représentées

» Les serums sont classes par ordre de concentration croissante (I’ ordre des sérums peut donc
varier en fonction des analytes)

» La concentration indiquée entre parenthéses est la concentration moyenne obtenue toutes
techniques confondues

» L’échelledes CV peut étre trés différente selon les analytes
» L’interprétation des CV Tr doit tenir compte du niveau de concentration qui peut varier

selon les méthodes utilisées (en particulier pour les faibles concentrations) et du nombre de
réponses variable également selon les méthodes (de 10 a plus de 100).

Andrée BEAUDONNET Richard COHEN Anne-Claude RENARD

PROBIOQUAL propose des programmes de contrdle de qualité des analyses de biologie médicale depuis 1972 R01-03/07/CIDM
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