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Résume

La détermination quantitative de la calcémie se fait par plusieurs méthodes analytiques
faisant 1’objet de protocole de vérification/validation de performance. La présente étude
vise a vérifier et comparer les performances analytiques de deux automates COBAS
INTEGRA Plus 400 et BIOSYSTEME A15. Le dosage de calcémie par méthode
compléxométrique (NM-BAPTA-COBAS INTEGRA Plus 400) et par méthode
colorimétrique (ARSENAZO- Biosystéeme A15) a été effectué sur 30 échantillons sanguins
appartenant a des sujets anonymes. De modules de fidélité (répétabilité, reproductibilité) et
de justesse ont été effectués sur deux niveaux de contrble (normal et pathologique). Les
résultats présentent une forte corrélation positive (R=0.73) entre les deux systemes avec
des moyennes de calcémie statistiquement similaires. Les deux méthodes ne sont pas
fideles avec des coefficients de variation supérieurs aux normes. La méthode NM-BAPTA-
COBAS INTEGRA Plus 400 et d’une bonne justesse contrairement a la méthode
Arsenazo- BIOSYSTEME A15 qui n’est pas juste comparée aux normes. En conclusion,
I’automate COBAS INTERGA 400 PLUS est apte a doser la calcémie de maniére plus
fiable que le BIOSYSTEM A15.

Mots-clés : Calcémie ; Vérification/Validation de méthodes ; NM-BAPTA-COBAS
INTEGRA Plus 400 ; Arsenazo Ill ; BIOSYSTEME A15.



Abstract

Quantitative determination of blood calcium is performed by several analytical
methods that are subject to performance verification/validation protocols. The present
study aims at verifying and comparing the analytical performances of two automated
systems COBAS INTEGRA Plus 400 and BIOSYSTEME A15. Calcemia determination
by completexometric method (NM-BAPTA-COBAS INTEGRA Plus 400) and by
colorimetric method (ARSENAZO- Biosystem A15) was performed on 30 blood samples
from anonymous subjects. Fidelity (repeatability, reproducibility) and accuracy were
performed on two control levels (normal and pathological). The results show a strong
positive correlation (R=0.73) between the two systems with statistically similar mean
blood calcium levels. Both methods are not accurate with coefficients of variation above
the norms. The NM-BAPTA-COBAS INTEGRA Plus 400 method is accurate, while the
Arsenazo- BIOSYSTEME A15 method is not accurate compared to the standards. In
conclusion, the COBAS INTERGA 400 PLUS is able to measure blood calcium more
reliably than the BIOSYSTEM A15.

Keywords: Calcemia; Verification/Validation of methods; NM-BAPTA-COBAS
INTEGRA Plus 400; Arsenazo Ill; BIOSYSTEM A15.
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Introduction

Dans I’organisme, le calcium joue un réle structurel majeur dans la formation des os,
dans la coagulation sanguine, la fonction neurologique et neuromusculaire et la signalisa-
tion intracellulaire. La majorité du calcium dans I’organisme est localisée dans les os 99%.
L’os est un organe cible endocrinien étendu, car de nombreuses hormones régulent la dy-
namique osseuse a des degrés divers, notamment la parathormone (PTH), la 1,25-
dihydroxyvitamine D (1,25-OH2D), la calcitonine, les hormones thyroidiennes, les sté-
roides sexuels, les glucocorticoides, I’hormone de croissance et le facteur de croissance I

analogue a I’insuline (Winter et al., 2020).

La seule source de calcium provient de I’alimentation qui doit étre fournie quotidien-
nement pour supprimer la résorption osseuse et remplacer les pertes obligatoires.
L’insuffisance calcique (une hypocalcémie) se manifeste par une diminution de la masse
osseuse et une fracture ostéoporotique (Weaver et Peacock, 2019). Par contre, une hyper-
calcémie non controlée peut provoguer une insuffisance rénale , ainsi que des maladies

osseuses graves et des lésions cardiaques (Lumachi, 2012).

Vue I'importance de la calcémie dans la physiologie humaine, il est nécessaire qu’il
soit dosé avec la plus grande précision possible afin de fournir au médecin des résultats
fiables et ainsi lui donner une bonne orientation dans son diagnostic (Omore, 2018).

La mesure quantitative du calcium total dans le sérum a commencé, comme pour de
nombreuses procédures analytiques, par la gravimétrie. La premiére mesure du calcium par
des méthodes physiques au cours des années 1860, et ont été appliquées 70 ans plus tard
(Maclntyre, 1961a). En 1921, une autre méthode pour mesurer le calcium a été utilisé, il
s’agissait de 1’oxydoréduction (Kramer et Tisdall, 1921). Dans les années 1940-1950,
grace au développement des indicateurs métallo-chromiques, une nouvelle méthode qui est
la complexométrie a été introduite (Robertson et al., 1979b). Plus tard, en 1964 le calcium
a été mesuré par une autre méthode qui est la colorimétrie (Willis, 2006).

Le dosage du calcium se fait dans des laboratoires par plusieurs méthodes dont les
plus utilisées sont les méthodes colorimétriques (Arsénazo Il et Orthocrélphtaleine Com-
plexon (0-CPC) (Omore, 2018).



La détermination quantitative du calcium sanguin par différentes méthodes nécessite
une vérification et une validation, afin de simplifier et d’optimiser le travail d’évaluation,
de standardiser la présentation des données et de permettre un jugement comparatif des
résultats obtenus par différents évaluateurs ou laboratoires (Vassault, et al., 2010).

La vérification et la validation des méthodes exige les référentiels de qualité par des
normes qui sont : « la norme 1ISO NF 9001 Version 2008 », « la norme ISO NF 15189 » et
« la norme ISO NF 22870 », qui est beaucoup plus spécifique comme son nom I’indique :
« Laboratoires d’analyses de biologie médicale. Exigences particuliéres concernant la
Qualité et la Compétence » (Yaya, 2015).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de vérifications des méthodes de quantification
quantitative du calcium dans le sang. La méthodologie de travail suivie est basée sur
I’application de quelques modules de vérification sur deux méthodes de dosage du calcium
sérique réalisées par deux systemes analytiques différents Roche COBAS INTEGRA 400
W/ O ISE et Biosysteme A15.

Notre mémoire est structurée en 2 parties. La premiére est divisée en 3 chapitres por-
tant sur quelgques notions de base sur le calcium et la calcémie, suivi des méthodes de do-
sage de ce dernier, nous terminons cette partie par les différents modules de vérification et

validation des méthodes d’analyse.

La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisées ainsi que les résultats

obtenus, leur interprétation et leur discussion, cette partie est achevée par une conclusion.
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Volet théorique Calcium et calcémie : Notions générales

I. Calcium et calcemie : Notions générales

1. Définition et structure du calcium

Le nom de calcium est dérivé du mot latin « calas » qui signifie chaux. Il était connu

deés les premiers siecles (Pravina et al., 2013).

Le calcium, ayant le symbole de Ca, est un élément chimique de nombre atomique 20
(Tableau 1). C’est un métal alcalino-terreux blanc cassé et assez dur qui n’existe jamais
sous forme pure dans la nature. C’est le cinquieme élément le plus abondant de la crodte
terrestre (plus de 3%) et c’est un élément essentiel de la matiere organique (Omore, 2018).
Il est présent dans de nombreux composes, le plus important étant le carbonate de calcium
(CaCO3) (Budesinsky, 1969).

Le groupe IIA du tableau périodique (Figure 1) contient les métaux alcalino-terreux
tels que Ca, St, Ba et Ra. Toutes les substances non métalliques sont insolubles dans I’eau
(Pravina et al., 2013).
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Figure 1 : Localisation du calcium dans le tableau périodique (Weiss, 2006).

Le calcium a 24 isotopes connus avec des nombres de masse allant de 34 a 57, mais
aucun isomére nucléaire connu. Cing de ces isotopes sont stables, 4°Ca, #’Ca, “3Ca, **Ca et
%Ca, mais “°Ca et “°Ca sont soupgonnés d’étre des radio-isotopes a durée de vie
extrémement longue, mais aucune désintégration n’a été observée. Le “Ca est un radio-
isotope avec une demi-vie si longue (43 x 1018 ans, soit prés de 3 milliards de fois I’age de
I’'univers) qu’il est considéré comme stable dans les applications pratiques. Le “°Ca

représente 97% du calcium naturel (Bishop et al., 2005).
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Tableau 1 : Propriétés atomiques et physiques du calcium (Perrone et Monteiro, 2015).

Numéro atomique 20

Masse atomique 40.078(4) Da [Ar]
Configuration électronique [Ar] 4s2

Rayon atomique 197 pm

Rayon covalent 231 pm

Rayon de Van der Waals 176 £ 22 h

Etats d’oxydation +2,+1,0

Potentiel d’ionisation ler: 589,8 kJ mol—1

2éme : 1145,4 kJ mol—1

3éme : 4912,4 k] mol—1

Affinité électronique - 0,02455 eV
Electronégativité 1.00
Point d*ébullition 1757 K, 1484 °C

Point de fusion 1115 842 °C
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2. Localisation et rdles du calcium
2.1. Localisation

Un adulte en bonne santé contient environ 1 a 1,3 kg de calcium, et 99 % du calcium
se trouve sous forme d’hydroxyapatite de calcium Caio [PO4]6[OH]. dans les os. Le 1 %
de calcium restant se trouve dans les tissus mous et le liquide extracellulaire (Klemm et
Klein, 2011 ; Goldstein, 1990).

Le squelette est un réservoir majeur de calcium pour les pools extracellulaires et

intracellulaires.

Dans le plasma, environ 50 % du calcium est libre ou ionisé, 40 % est lié aux protéines
plasmatiques et 10 % est complexé a des anions tels que le bicarbonate, le phosphate, le

lactate et le citrate.

L’albumine est la protéine prédominante dans la fixation du calcium, 1 g/dL
d’albumine fixant environ 0,8 mg/dl de calcium. La fixation du calcium par I’aloumine
dépend du pH. A un pH plus faible, I’albumine a moins de sites de liaison pour le calcium,
ce qui entraine une augmentation de la concentration de calcium libre. Lorsque le pH est
plus élevé, la concentration de calcium libre est plus faible. L apport et I’absorption
alimentaires sont essentiels pour fournir suffisamment de calcium afin de maintenir des
réserves corporelles saines (Song, 2017a) . Il a été démontré que I’absorption moyenne de
calcium (absorption fractionnelle de calcium) chez les hommes et les femmes non
enceintes dans une large tranche d’age est d’environ 25% de I’apport en calcium. La perte
urinaire moyenne est de 22% et la perte fécale de 75% du calcium absorbé, avec des pertes
mineures par la sueur, la peau, les cheveux, etc (Hunt et Johnson, 2007).

2.2.  Roble du calcium

Le calcium joue un rdle structural au niveau du squelette et des dents Grace a sa
solidification (formation de cristaux), il assure la résistance mécanique de ces tissus. Il joue
aussi un role majeur au niveau neuromusculaire. Il est essentiel a la contraction musculaire,
a I’activation des ovocytes, a la formation d’os et de dents solides, a la coagulation du
sang, a I’influx nerveux, a la transmission, a la régulation du rythme cardiaque et a
I’équilibre des fluides dans les cellules. Le calcium participe notamment au processus

d’activation de la prothrombine en thrombine. Il stimule au niveau intracellulaire I’activité



Volet théorique Calcium et calcémie : Notions générales

sécrétoire des cellules glandulaires, notamment en activant le mécanisme d’exocytose, le

calcium joue aussi un rble d’activateur enzymatique.

Il participe a la formation du potentiel d’action via des canaux calciques au niveau du
tissu musculaire cardiaque et lisse. Il permet le contréle de la contraction musculaire : en
sortant du réticulum sarcoplasmique le calcium se fixe sur les myofilaments minces
(précisement sur la troponine) et amorce le mécanisme de la contraction de la cellule
musculaire striée. Sa réintégration dans le réticulum sarcoplasmique, grace a une pompe

calcique, provoque I’arrét de la contraction musculaire (Pravina et al., 2013).
3. Sources du calcium

Selon le ministére britannique de la santé, I’apport nutritionnel de référence
recommandé pour le Ca est fonction de I’age. Les nourrissons et les enfants ont besoin de
350 - 550 mg/jour ; Adolescents et garcons: 800 - 1000 mg/jour ; Hommes et femmes
adultes : 700 mg/jour (Pravina et al., 2013).

Il est bien connu qu’une nutrition adéquate dépend d’un équilibre entre la quantité de
nutriment absorbée par I’organisme a partir des aliments et la quantité de nutriment perdue

par I’organisme (Titchenal et Dobbs, 2007).

Comme la biodisponibilité du Ca varie considérablement d’un aliment & I’autre, les
informations nutritionnelles indiquant la quantité totale de Ca sont trompeuses (Yang et al.,
2012). Pour qu’un aliment soit une bonne source de Ca, deux critéres doivent étre remplis :
une portion standard doit contenir au moins 30 mg de Ca absorbable et moins de 418 kJ
(100 kcal) de I’aliment doit fournir 30 mg de Ca absorbable (Fleming et Heimbach, 1994).

Les aliments contenant du calcium sont divisés en :

e Bonnes sources de calcium (les deux critéres sont remplis) : Yaourt, lait, lait de
soja, Fromage mozzarella et Cheddar, jus d’orange enrichi en calcium, tofu, feuilles de
chou-fleur, feuilles de moutarde chinoise, feuilles de navet, chou chinois, sardines en

conserve dans I’huile, saumon en conserve

e Sources de calcium potentielles (un seul critere est rempli): créeme glacée,

Rutabaga (type de navet), chou-frisé, brocoli, chou de Bruxelles, chou-fleur, épinards

e Mauvaises sources de calcium (aliments qui ne répondent a aucun des deux

criteres d’une bonne source de calcium) : fromage blanc, haricots blancs et rouges cuits,



Volet théorique Calcium et calcémie : Notions générales

soja cuit, amandes grillées a sec, graines de sésame non décortiquées (Titchenal et Dobbs,
2007).

4. Stockage et transport du calcium
4.1.  Stockage du calcium

Compte tenu du rdle vital joué par les ions calcium dans une grande variété de proces-
sus cellulaires, la capacité de stocker le calcium dans les organelles membranaires intracel-
lulaires doit étre considérée comme I’un des développements majeurs de I’évolution cellu-
laire. Avec I’évolution des systémes de stockage intracellulaire, I’exces de calcium cyto-
plasmique a pu étre absorbé par les systemes de stockage, ce qui a permis de protéger les
cellules contre les variations excessives du calcium cellulaire. Parallelement & ce pouvoir
tampon accru, les cellules ont acquis la capacité d’utiliser des niveaux accrus de calcium

intracellulaire comme mécanisme général de signalisation (Koch, 1990).
4.1.1. Stockage du calcium par le réticulum sarcoplasmique

Le réticulum sarcoplasmique (RS) a été largement utilisé comme modele de stockage
du calcium dans les systemes non musculaires, car il est généralement considéré comme le
prototype de I’organite de stockage du calcium (Carafoli, 1987 ; MacLennan et Holland,
1975) La capacité de pomper le calcium du myoplasme vers I’espace luminal est réalisé
par la présence de concentrations élevées de calcium ATPase. En plus, il y a la présence
d’une concentration élevée de calséquestrine, une protéine majeure de liaison au calcium
de faible affinité et de grande capacité dans la lumiére qui permet I’accumulation de con-
centrations élevées de calcium dans le RS. En outre, le RS contient une autre protéine de
liaison au calcium (HACBP/calréticuline) qui exprime a la fois des sites de liaison au cal-
cium de haute et de basse affinité. Bien que la calséquestrine et la calréticuline soient so-
lubles lorsqu’elles sont isolées, elles semblent faire partie d’une matrice insoluble dans la
lumiere du RE (Meissner, 1975). Cette matrice peut étre importante pour localiser la capa-

cité de stockage du calcium dans des parties specifiques du RS (Jorgensen et al., 1985).

Cependant, il faut egalement considérer que la séquestration du calcium dans la ma-
trice est importante pour la performance de I’organite dans la signalisation du calcium (An-
thony Lai et al., 1988).
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4.1.2. Stockage du calcium par le réticulum endoplasmique

L’idée que le réticulum endoplasmique (RE) remplit une fonction de stockage du cal-
cium repose sur un certain nombre d’observations expérimentales, notamment
I’accumulation de calcium dans le RE de cellules vivantes et de microsomes isolés, ainsi
que la mesure directe des distributions cellulaires par analyse a la microsonde électronique
(Somlyo, 1984).

Il est maintenant bien établi que la calréticuline est une protéine liant fortement le Ca®*
de méme qu’un important réservoir de ca®* dans la lumiére des membranes du RE de plu-
sieurs tissus, sauf les muscles squelettiques et le muscle cardiaque (Opas et Michalak,
1992).

4.2.  Systéme de transport du calcium

La complexité d’un tel systétme semble étre due a I’affinité de plusieurs sites cellu-

laires pour le calcium (Godfraind-De Becker et Godfraind, 1980).
4.2.1. Canaux de Ca?*

Plusieurs canaux Ca?" de la membrane plasmique ont été identifiés et, au cours des
dernieres années, I’attention s’est portée sur I’identification de leur fonction distincte. Les
canaux ont été divisés en trois groupes principaux : les canaux voltage-dépendants (VOC),
les canaux opérés par les récepteurs (ROC) et les canaux d’entrée du Ca?* opérés par le
stockage (SOCE) (Figure 2) (Brini et al., 2013).

4.2.2. Pompes a Ca?*

Les cellules animales expriment trois Ca?* ATPases (pompes) dans le PM (PMCAs),
dans I’ER/SR (SERCAS), et dans les membranes de Golgi (SPCAS). Elles abaissent la con-
centration de Ca®" cytosolique en I’exportant vers le milieu extérieur, ou vers I’espace in-
terne des vésicules du réticulum et du systéme de Golgi. Les trois pompes, appartiennent a
la superfamille des ATPases de type P (Pedersen et Carafoli, 1987) ,qui conservent tem-
porairement I’énergie libérée par la scission de I’ATP sous forme d’un phosphate
d’aspartyle dans leur centre réactionnel (Brini et al., 2013).
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Figure 2: Représentation schématique des différentes protéines de transport du Ca2+ de la membrane
plasmique et des principales réserves intracellulaires (Brini et al., 2013).
TK, récepteur couplé a la tyrosine kinase ; RCPG, récepteur couplé & la protéine G ; PLC,

phospholipase C, PIP 2, phosphatidyl inositol 4,5 biphosphate, DAG, diacylglycérol
4.2.3. Echangeur Na*/Ca?* de la membrane plasmique

La membrane plasmique de la plupart des cellules animales contient un systéme ayant
une affinité pour le Ca?* inférieure a celle de la pompe PMCA, qui éjecte le Ca?* en
échange avec le Na* (NCX). Ce systéme appartient a la superfamille SLC8 (solute carrier
family 8) des échangeurs Na*/Ca?* (Brini et al., 2013). Le NCX .1l a une capacité de
transport beaucoup plus grande que le PMCA, transportant des milliers d’ions Ca?* par
seconde (Carafoli et al., 2001), une propriété qui, couplée a sa faible affinité en Ca®*, lui
permet de ramener la concentration de Ca®* cytosolique & son niveau normal de repos aprés

de fortes augmentations physiologiques (Brini et al., 2013).

[ 10
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5. Mécanismes de I’homéostasie du calcium
5.1. Meétabolisme de calcium sanguin

Le métabolisme du calcium implique les os, les reins et I’intestin, et dépend
principalement de I’activité de I’hormone parathyroidienne (PTH), de la vitamine D3
1,25(0H)2 [1,25(0OH)2D3] et de la calcitonine, par le biais d’interactions mutuelles sur les
organes cibles (Figure 3).

Lo T owitd W
négatif inhibiteur léger 1 25-Hydroxylase
”/ \\ '_,-~"'"' ASEEa.
’ V£

\

i —= 1 a-Hydroxylase L
‘ Ca . =4
: phosphorus Ca réabsorption

PO, excretion

4RO

By i Ca et phosphorus
absorption

Figure 3: Métabolisme du calcium dans [’organisme (Song, 2017a).

La liaison de la 1,25(0OH)2D3 a son récepteur entraine I’activation de seconds
messagers, notamment les récepteurs couplés aux protéines G, la phospholipase C et la
phosphatidylinositol-3-kinase (Norman, 2008). Les récepteurs sensibles au calcium
(CASR) sont les principaux médiateurs des actions du Ca?* sur les glandes parathyroides et
les reins, régulant les réponses homéostatiques qui rétablissent les niveaux normaux de
Ca?* (Sharan et al., 2008).

Cependant, il faut tenir compte de la fonction d’autres acteurs, tels que le facteur de
croissance des fibroblastes-23 (FGF23), Klotho et le canal cationique a potentiel de
réception transitoire, sous-famille V (TRPV), qui sont essentiels au maintien de
I’homéostasie calcium-phosphate et a la régulation du métabolisme calcique (Medici et al.,
2008).

11
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Le FGF23 est impliqué dans le mécanisme moléculaire de la réabsorption rénale du
phosphate, augmente I’excrétion urinaire du phosphore et inhibe & la fois le transport
tubulaire rénal du phosphate et la production rénale de 1,25(0OH)2D3, diminuant ainsi les

taux sériques de PTH et sa sécrétion (Fukagawa et Kazama, 2005).

Klotho est une protéine transmembranaire qui régule le transport transépithélial du
Ca2*, la sécrétion de PTH et I’augmentation subséquente du Ca?* sérique, la transduction
du signal du FGF23 et la régulation négative de la production de 1,25(0OH)2D3
(Nabeshima et Imura, 2008).

L’entrée apicale de Ca?* via les canaux calciques TRPV, induite par la 1,25(0H)2D3,
représente la premiére étape des mécanismes de transport de Ca2?* des épithéliums
intestinal et rénal (Suzuki et al., 2008). D’autres facteurs externes, tels que I’alimentation,
les médicaments et I’activité physique, peuvent interférer, dans une moindre mesure, avec

le métabolisme du calcium.
5.2. Régulation du calcium

Le calcium libre est la forme biologique active, sa concentration dans le plasma est
étroitement régulée par I’action concertée de la réabsorption du calcium dans les reins, de
I’échange osseux et de I’absorption dans I’intestin. Toutes ces fonctions sont sous le con-
trole de I’hormone parathyroidienne (PTH) et de la 1,25-dihydroxyvitamine D
(1,25(0OH)2D) (Song, 2017a).

5.2.1. Régulation par I’hormone parathyroidienne

L hormone parathyroidienne biologiquement active (PTH 1-84) est dérivée d’un poly-
peptide de 115 acides aminés appelé pré-pro-PTH dans les cellules parathyroidiennes.

Le calcium régule non seulement la libération, mais aussi la synthése et la dégradation
de la PTH (Figure 4) (D’Amour et al., 2006). Lorsque le Récepteur de détection du cal-
cium (CaSR) est activé par un taux élevé de calcium plasmatique ,plus de molécules de
PTH sont degradées, ce qui entraine la sécrétion de fragments carboxyles-terminaux de la
PTH (<PTH-C), pour la plupart biologiquement inactifs (D’Amour et al., 2006 ; Buckley
et Russell, 1988). Lorsque le CaSR est inactivé par un faible taux de calcium plasmatique,
la dégradation intracellulaire de la PTH diminue, ce qui entraine la sécrétion de la PTH 1-

84 biologiguement active (Murray et al., 2005 ; Habener et al., 1977).
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La PTH peut étre sécrétée par exocytose dans les secondes qui suivent I’induction
d’un état hypocalcémique. Une fois sécrétée, la PTH est rapidement éliminée du plasma
par absorption, principalement par le foie et les reins, ou la PTH 1-84 est clivee en frag-
ments amino- et carboxyle-terminaux qui sont ensuite éliminés par le rein. La PTH 1-84

intacte a une demi-vie plasmatique de 2 & 4 minutes

Un fragment de PTH long, amino-terminal tronqué (7-84) peut agir pour diminuer la
concentration de calcium, réduire I’excrétion de phosphate urinaire et inhiber la résorption
osseuse par le biais d’un récepteur différent. 1l exerce des effets qui sont opposés a ceux de
la PTH 1-84 et contribue a la résistance a la PTH souvent observée chez les patients souf-
frant d’insuffisance rénale terminale et de patients urémiques. Les fragments C-terminaux
sont éliminés principalement par le rein avec des demi-vies 5 a 10 fois supérieures a celles
de la PTH intacte (Carnevale et al., 2004 ; Divieti et al., 2002).
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Figure 4: Régulation de la sécrétion et du métabolisme de I’hormone parathyroidienne métabolisme (Moe,

2016).

5.2.2. Vitamine D

La vitamine D et ses métabolites sont des vitamines liposolubles et peuvent étre consi-
dérés comme des hormones et des pro-hormones en raison de leur réle régulateur dans
I’homéostasie du calcium et le métabolisme osseux. Il existe deux formes principales de
vitamine D : la vitamine D2 (ergocalciférol) et la vitamine Dz (cholécalciférol) (Figure 5)
(Risteli et al., 2012).
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La vitamine D est convertie par I’intervention des enzymatique dans le foie en
25(0OH)D, la principale forme circulante de la vitamine D, puis par la 1a-hydroxylase dans

les reins en 1,25 (OH)2D, la forme biologiquement active de la vitamine D (Song, 2017a).

L’action principale de la 1,25(0OH)2D est de favoriser I’absorption intestinale du cal-
cium en stimulant la formation de protéines liant le calcium au sein des cellules épitheliales
intestinales. A des concentrations élevées, la 1,25(0OH)2D augmente la résorption osseuse
en incitant les cellules souches monocytaires de la moelle osseuse a se différencier en os-
téoclastes et en stimulant les ostéoblastes a produire des cytokines et d’autres facteurs qui

influencent I’activité des ostéoclastes (Risteli et al., 2012).

Par rapport a la PTH, la vitamine D exerce un effet régulateur beaucoup plus lent sur
I’équilibre du calcium. Une action déficiente de la vitamine D peut résulter d’un apport
alimentaire insuffisant en vitamine D, d’une malabsorption, d’une altération de la 25-
hydroxylation de la vitamine D, d’une altération de la 1a-hydroxylation de la 25(0OH)D et
d’une résistance des organes cibles a la 1,25(0H)2D3 (Risteli et al., 2012).
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Figure 5: Métabolisme de la vitamine D (Moe, 2016).
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5.2.3. Calcitonine

Les calcitonines sont un groupe de peptides hypocalcémiques dérivés des cellules de la
créte neurale qui ont migré vers la derniere poche branchiale au cours de I’embryogenese
précoce (Harold Copp, 1972). Chez les mammiferes, les cellules sécrétant de la calcitonine
se trouvent dans les glandes parathyroides, le thymus et la thyroide, ou elles sont
identifiées comme des cellules parafolliculaires ou "C". Il s’agit de grandes cellules a
noyau clair et vésiculaire, situées a la fois en position parafolliculaire et intra folliculaire ;
les séquences d’acides aminés ont été déterminées et synthétisées. Chaque calcitonine

contient 32 acides aminés ; la structure entiére est nécessaire a I’activité biologique.

Le principal effet biologique de la calcitonine est d’abaisser les concentrations de cal-
cium total, lié aux protéines et ionisé dans le sérum par I’inhibition de la résorption osseuse
induite par la PTH et la vitamine D1(Root et Harrison, 1976).

6. Valeur de référence de la calcémie

La calcémie consiste a mesurer le taux de calcium dans le plasma sanguin a partir
d’une prise de sang. Le calcium total dans le sérum est un indicateur fiable du calcium io-
nisé et ainsi du calcium métaboliquement actif. La détermination du calcium ionisé est

réservée a des situations exceptionnelles (Bove-Fenderson et Mannstadt, 2018).

La quantité de calcium biologiquement actif varie en fonction du taux d’albumine sé-
rique, une protéine a laquelle le calcium est lié. Par conséquent, les taux de calcium ionisé
sont de meilleures mesures que le calcium total ; toutefois, on peut corriger le calcium total

si le taux d’albumine est connu (Figure 6).

De nombreuses études ont contribué a la définition de la valeur normale supérieure.
Elle varie d’un auteur a I’autre entre 2,51 (Katayev et al., 2010) et 2,6 mmol/L (Cusano et
al., 2013). La valeur normale inférieure varie d’un auteur a I’autre entre 2,05 et 2,15
mmol/L (Burckhardt, 2021).

e Un calcium ionisé normal est de 1,12 -1,45 mmol/L (4,54-5,61 mg/dL)
¢ Un calcium total normal est de 2,05-2,6 mmol/L (9-10,5 mg/dL).
e Un taux de calcium total inférieur a 8,0 mg/dL est une hypocalcémie, les taux infé-

rieurs a 1,59 mmol/L (6 mg/dL) étant généralement mortels.
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e Un taux de calcium total supérieur a 10,6 mg/dl est une hypercalcémie, les taux su-
périeurs a 3,753 mmol/l (15,12 mg/dl) étant généralement mortels (Pravina et al.,
2013).
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Figure 6: Equilibre normal du calcium dans le sang (Moe, 2016).
6.1. Hypocalcémie

Les symptdmes et les signes cliniques prédominants de I’hypocalcémie sont ceux
d’une irritabilité neuromusculaire, paresthésie péribuccale, fourmillement des doigts et des
orteils, et tétanie spontanée et latente. En cas d’hypocalcémie profonde ou lors de chutes
aigués du taux de calcium sérique, des crises de grand mal ou des laryngospasmes peuvent
également étre observés. L’hypocalcémie chronique est associée a des symptémes plus
légers d’irritabilité neuromusculaire et peut méme étre asymptomatique (Winter et al.,
2020).

Les causes courantes de I’hypocalcémie sont une diminution de I’activité de la PTH,
une action déficiente de la vitamine D et une carence extréme en calcium alimentaire. Les
autres causes d’hypocalcémie sont I’insuffisance rénale chronique, le dépot excessif de

calcium dans le squelette (Winter et al., 2020).
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Tests de laboratoire dans le cadre d’une hypocalcémie

Lorsque les concentrations de calcium sont faibles, il faut tester I’albumine ou le cal-
cium libre afin d’exclure la cause de I’hypocalcémie, afin d’exclure qu’une faible quantité
d’albumine soit la cause de I’hypocalcémie. La créatinine et I’urée doivent étre testées pour

évaluer les fonctions rénales. Le phosphate et la PTH doivent étre mesures.

L’hypomagnéseémie chronique diminue la libération de PTH et la réponse a la PTH,
donc les niveaux de magnésium doivent étre testés. Si la PTH est faible face a une hypo-

calcémie et une hyperphosphatémie, on diagnostique un hypoparathyroidisme.

Une carence en vitamine D peut étre diagnostiquée lorsque la 25(OH)D est faible et
que le phosphate est diminué en cas d’hypocalcémie (Song, 2017a).

6.2. Hypercalcémie

Une légére hypercalcémie peut étre asymptomatique chez la plupart des patients et ne
peut étre détectée qu’a la suite d’une analyse chimique de routine incluant le calcium total.
Les symptdmes et les plaintes associés a I’hypercalcémie ne sont pas spécifiques. Notam-
ment la fatigue, les malaises, la faiblesse, la dépression, I’apathie et I’incapacité a se con-
centrer (Song, 2017a).

L hypercalcémie peut induire un Iéger diabéte insipide néphrogénique avec soif, poly-
dipsie et polyurie. Une réduction significative de la clairance de la créatinine ou une altéra-
tion de la capacité de concentration ou d’acidification peut étre observée chez un tiers des

personnes présentant une hypercalcémie asymptomatique (Mitlak et al., 2009).

Les causes de I’hypercalcémie sont I’hyperparathyroidie primaire, les tumeurs ma-
lignes, le surdosage en vitamine D, les maladies granulomatoses et I’insuffisance rénale.
L’hyperparathyroidie primaire est la cause la plus fréquente chez les patients ambulatoires,
tandis que les tumeurs malignes sont plus fréquentes chez les patients hospitalisés(Song,
2017b).
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7. Facteurs modifiant la calcémie
7.1.  Facteurs endogenes

7.1.1. Microbiote

Il existe des preuves que le microbiome et ses métabolites peuvent améliorer la
structure osseuse et réduire le renouvellement des os en augmentant la biodisponibilité du
calcium (D’Amelio et Sassi, 2018).

En effet, les deux types de bactéries prédominants dans I’intestin humain sont les
Firmicutes et les Bacteroidetes. Une réduction du rapport Firmicutes/Bacteroidetes entraine
une augmentation de la concentration d’ions calcium dans le sang et une amelioration de la

microstructure osseuse (Xie et al., 2020).

Par ailleurs, les acides gras a chaine courte (AGCC), tels que le butyrate, I’acétate et le
propionate, sont formés a la suite de la fermentation microbienne des fibres (Chambers et
al., 2018). Les acides gras a chaine courte affectent aussi directement I’absorption du
calcium et augmentent son transport en modulant la voie de signalisation (D’Amelio et
Sassi, 2018).

7.1.2. Sérotonine

La sérotonine est un neurotransmetteur qui régule presque toutes les fonctions
cérébrales. Des études récentes ont montré que la sérotonine peut réduire la formation
osseuse. Une étude in vitro des cellules ostéoblastiques a montré que la sérotonine activait
le récepteur de la 5-hydroxytryptamine 6 (un récepteur de serotonine couplé a la protéine
G), ce qui entrainait une réduction des niveaux de phosphatase alcaline et inhibait la
minéralisation osseuse. En revanche, I’inhibition de ce processus chez les rats
ovariectomisés a entrainé une augmentation significative de la masse osseuse (Yun et al.,
2016).

D’une part, I’augmentation de la production de sérotonine par le microbiome intestinal
peut provoquer des troubles de la formation osseuse; d’autre part, le précurseur de la
sérotonine par voie intraveineuse réduit 1I’hypocalcémie (Hernandez-Castellano et al.,
2017).
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7.2.  Facteurs exogénes

7.2.1. Régimes alimentaires

La biodisponibilité du calcium est affectée par différents facteurs apportés par
I’alimentation. Les macronutriments et les micronutriments peuvent améliorer ou perturber
I’absorption du calcium. L’absorption du calcium est affectée par les ingrédients
alimentaires individuels et également par les régimes spécifiques consommés par les
personnes ayant des besoins particuliers, comme les patients souffrant d’hypertension et les
athletes (Xu et al., 2019 ; Maurya et Aggarwal, 2017a).

7.2.2. Graisses

Les graisses ont un impact sur la biodisponibilité de la vitamine D liposoluble, qui est
nécessaire a I’absorption du calcium (Maurya et Aggarwal, 2017b). Les graisses
contribuent également a I’absorption directe du calcium, et I’effet dépend du type d’acides
gras qu’elles forment. Le régime alimentaire recommandé est donc un régime riche en
acides gras monoinsaturés, car il a I’effet le plus bénéfique sur la santé des os et une

augmentation modérée de I’absorption intestinale du calcium (Wang et al., 2016).

7.2.3. Produits laitiers

Les produits laitiers sont la principale source alimentaire de lactose et de calcium (Ali
Naqvi et al., 2016). Bien que le lactose seul n’affecte pas I’absorption du calcium, une
alimentation pauvre en produits laitiers est un indicateur de carence en calcium et, par

conséquent, affecte négativement le métabolisme osseux (Hodges et al., 2019).

7.2.4. Fibres

Les fibres reduisent le pH des selles et diminuent I’activité de la B-glucosidase dans le
gros intestin. En acidifiant le milieu intestinal, I’absorption du calcium peut étre augmentée

en limitant la formation de phosphates (Albarracin et al., 2016).

7.2.5. Peptides liant le calcium

Une étude expérimentale sur des rats a déterminé que les peptides de liaison au

calcium provenant d’os de morue du Pacifique se combinent au calcium pour augmenter
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I’absorption et la perméabilité du calcium dans I’intestin, améliorant ainsi les propriétés
biomécaniques, la structure et la densité minérale des os, tout en réduisant la concentration

des marqueurs du renouvellement osseux dans le sang (Zhang et al., 2018).
7.2.6. Caseine

Lors de la digestion de la caséine (protéine du lait), des phosphopeptides de caséine
sont libérés. Ils peuvent transporter les ions calcium et augmenter leur biodisponibilité.
Dans des études in vitro et in vivo, les chercheurs ont confirmé que les phosphopeptides de
caséine empéchent la précipitation du calcium dans I’intestin, de sorte que son absorption

est tres efficace (Sun et al., 2018).
7.2.7. Eléments minéraux
e Phosphore

Le rapport entre le calcium et le phosphore dans I’alimentation doit étre compris entre
1,3:1 et 2:1.Un régime pauvre en phosphore, méme s’il est accompagné de quantités
appropriées de calcium, entraine une diminution de la digestibilité apparente et de
I’excrétion rénale du phosphore, tandis que I’excrétion de calcium augmente de maniere
significative, ce qui peut indiquer que I’organisme est incapable d’utiliser ce minéral
(Kiefer-Hecker et al., 2018).

o Fer

L’administration de fer par voie intraveineuse chez des personnes présentant une
carence importante en ce minéral favorise une augmentation du taux de FGF-23, ce qui
entraine une diminution de I’absorption intestinale du calcium. Aucun effet de ce type n’a

été observeé chez les patients qui utilisaient un supplément de fer oral (Fukao et al., 2018).

e Magnésium

Le magnésium contribue a augmenter I’absorption du calcium en modifiant la
synthese de la vitamine D dans I’organisme. Les 3 principales enzymes (24-hydroxylase et
la-hydroxylase dans les reins et 25-hydroxylase dans le foie) qui convertissent la vitamine

D en sa forme active sont dépendantes du magnésium. Une carence en magnésium entraine
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une diminution du taux de calcidiol et une détérioration du fonctionnement de la PTH, ce
qui a un effet négatif sur le métabolisme du calcium. Un apport adéquat en magnésium est

associe a un faible risque d’ostéoporose (Uwitonze et Razzaque, 2018).

7.2.8. Caféine

Il existe des preuves qu’une consommation modérée de caféine est bonne pour la santé
et réduit le risque d’ostéoporose. On a observé que la consommation de caféine réduit
I’activité de la phosphatase acide et alcaline dans le sérum, ce qui indique un
ralentissement du métabolisme osseux et donc une réduction du risque d’ostéoporose (Xu
etal., 2019).
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1. Méthodes de dosages du calcium sanguin

1. Historique

Historiquement, la mesure quantitative du calcium total dans le sérum a commence,
comme pour de nombreuses procédures analytiques, par la gravimétrie (Robertson et al.,
1979a) .

En 1860, Herschel et Talbot ont découvert une méthode pour mesurer le calcium qui
est I’émission atomique de flamme. En 1861, Janssen a suggéré que I’analyse spectrale,
jusqu’alors utilisée uniquement pour des observations qualitatives. Cette méthode a été

appliguée 70 ans plus tard (Maclntyre, 1961a).

En 1921 Kramer et Tisdall ont utilisé une autre méthode pour mesurer le calcium qui
est I’oxydo-reduction (Kramer et Tisdall, 1921). Cette méthode a été modifiée
ultérieurement par Clark et Collip en 1925 qui ont souligné I’importance de maintenir la
température de la solution d’oxalate pendant le titrage dans une fourchette de 70 a 75°C et
qui ont également introduit quelques modifications dans la procédure de lavage et
d’égouttage apres I’étape de précipitation. La méthode de Clark et Collip a éeté utilisée
pendant de nombreuses anneées comme procédure de routine recommandée pour mesurer le

calcium sérique (Clark et Collip, 1925).

Les méthodes complexométriques ont vu le jour grace au développement des indica-
teurs métallochromiques dans les années 1940 et 1950 ayant introduit un nouveau concept
dans la mesure du calcium. Le principe de base des méthodes utilisant ces indicateurs con-
siste & titrer le calcium en solution avec un ion chélateur de calcium puissant tel que I’un
des acides polyaminocarboxyliques , I’acide éthylénediamine-N,N,N’,N’-tétraacétique
(EDTA) et I’acide éthyléneglycol bis-(2-aminoéthyl éther)-N,N,N’,N’-tétraacétique (EG-
TA), notamment cette méthode aussi permis d’utilisé des indicateur comme I’arsenazo-lII
et le bleu methyle thymol en 1967 et a été réecemment repris par Gindler et King en 1972
(Robertson et al., 1979b) .

En 1960-1961, Wili a découvert une nouvelle méthode pour mesurer le calcium qui est
la spectrophotométrie d’absorption atomique (SAA). Puis en 1964, Seligson et Zettner ont
monté que la SAA pouvait étre utilisée pour mesurer le calcium dans les fluides sanguins

rapidement et avec une précision suffisante (Maclntyre, 1961b).
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Le calcium peut également étre dosé par colorimétrie. Actuellement, le colorant le plus
populaire dans les méthodes manuelles et automatisées pour la mesure colorimétrique du
calcium est I’0-crésolphtaléine. Cette méthode largement utilisée a ensuite été évoluée par
Kessler et Wolfman en 1964, qui I’ont rendue plus spécifique pour le calcium en ajoutant

de la 8-hydroxyquinoline pour masquer tout magnésium présent (Willis, 2006).
2. Méthodes analytiques de calcium sanguin
2.1.  Méthodes colorimétriques

Les méthodes colorimétriques utilisent différentes substances qui complexent le cal-
cium en formant un dérivé dont la coloration est proportionnelle a la concentration du cal-
cium de I’échantillon a doser (sang ou urine). Ces méthodes sont réalisées sur les appareils

automatiques multiparamétriques de biochimie.
2.1.1. Colorimétrie au bleu de méthylthymol

Une méthode calorimétrique simple, spécifique et rapide pour la détermination de la
concentration sérique de calcium a I’aide de bleu de méthylthymol (MTB) est décrite. Le
réactif MTB (Figure 7) peut étre utilisé a la fois dans des méthodes manuelles et dans des
méthodes automatisées utilisant des analyseurs automatisés sans nécessiter de dialyse. Les
résultats obtenus par la méthode automatique ont été comparés a ceux obtenus par la
méthode manuelle et I’absorption atomique (Ripoll, 1976).

Figure 7: Structure du réactif colorimétrique bleu de méthylthymol (MTB) (Lin et al., 1999).
e Principe du dosage

L’ion calcium produit avec le MTB, en milieu alcalin, une couleur bleue dont
I’intensité est proportionnelle a la concentration en calcium. La présence d’hydroxy 8-

quinoléine élimine I’interférence due aux ions magnesium (Gindler et King, 1972).
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2.1.2. L’O-crésolphtaléine complexon

L’O-crésolphtaléine est un indicateur de pH réversible. Il est utilisé pour la
détermination colorimétrique de la teneur en calcium par la méthode O-CPC. En présence
de conditions alcalines (pH 10-12), la liaison du calcium a I’O-crésolphtaléine entraine la
formation d’un complexe rouge d’absorbance comprise entre 570 et 575 nm (H.M. Brown
et Rydqvist, 1981). Malgré son utilisation trés répandue, la méthode CPC présente une
stabilité des réactifs relativement courte sur le systeme, est si sensible au pH, que le
dioxyde de carbone influence. Elle présente une non-linéarité de bas de gamme dépendant

de la steechiométrie (Bourguignon et al., 2014).
e Principe du dosage

La méthode CPC (O-Crésol Phtaléine Complexon) modifiée/établie par Moorehead et
Briggs permet la détermination du calcium total dans le sérum, le plasma ou les urines. En
milieu alcalin, le CPC réagit avec le calcium pour former un complexe coloré rouge foncé
dont I’absorbance, mesurée a 570 nm, est proportionnelle a la concentration en calcium

dans le spécimen(Moorehead et al., 1974).
2.2. Méthodes physiques
2.2.1. Spectroscopie d’absorption atomique

La spectrométrie d’absorption atomique (SAA) est une technique dans laquelle des
atomes gazeux libres absorbent un rayonnement électromagnétique a une longueur d’onde
spécifique pour donner un signal mesurable. Le signal d’absorption reste en rapport avec la
concentration des atomes libres absorbants dans le trajet optique. Dans les mesures AAS,
I’analyte doit d’abord étre transformé en atomes gazeux, généralement par I’effet de

chaleur a une cellule dite atomiseur (Figure 8) (Fernandez et al., 2018a).
e Principe du dosage

La spectrométrie d’absorption atomique (SAA) est utilisée pour analyser les éléments
métalliques a I’état atomique et certains éléments non-métalliques. Lorsque la ligne
spectrale caractéristiqgue émise par la lampe de I’élément passe a travers la vapeur
atomique produite par I’atomisation, elle sera absorbée par les atomes a I’état fondamental

de I’élément a mesurer dans la vapeur (Bai et al., 2020).
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Figure 8: Vue schématique d’un spectrométre a double faisceau pour des mesures d’absorption atomique

(Fernéandez et al., 2018b).

2.2.2. Méthodes photométriques par émission de flamme

Un photometre a flamme est un appareil employé en analyse chimique inorganique

pour établir le taux de certains métaux en solution. Il détecte I’intensité de la lumiére émise
par le métal lorsque la solution est pulvérisée dans des conditions contrdlées dans une

flamme non lumineuse (Figure 9) (Tisi et al., 2015).

¢ Principe de dosage
Dans la photométrie de flamme, I’échantillon, en solution, est pulvérisé dans une
flamme pour vaporiser, atomiser et exciter I’échantillon. Les atomes excités de I’élément
d’intérét émettent de la lumiére a certaines longueurs d’onde discrétes qui sont caractéris-
tiques de cet élément. La lumiere de la longueur d’onde est séparée du reste de la radiation

émise et son intensité est mesurée.
Cette mesure d’intensité peut étre reliée directement a la concentration de 1’élément

en question, généralement par comparaison avec les intensités mesurées d’un étalon ou

d’une serie d’étalons (Isaac et Kerber, 2015).
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Figure 9: Diagramme schématique d’un spectrophotométre de flamme (Ferndndez-Sanchez et al., 2018).

2.3.  Méthodes compléxométrique

Les dosages complexométriques sont des méthodes de dosages reposant sur la capacité
que possedent certaines molécules a pouvoir chélateur pour complexer des cations comme
le Ca?*. Ce ligand doit posséder au moins une paire d’électrons non-liants disponibles pour

se lier au cation central piége.

Au cours du dosage, un agent complexant ou chélateur, comme I’éthylénediamine-
tétraacétateique (EDTA), est capable de piéger les cations a doser comme le calcium (Fi-
gure 10). Lorsque tous les ions a doser sont piégés, un indicateur complexométrique

change de couleur permettant de visualiser I’équivalence (Nielsen, 2010).

Ca o

(0]
p< e
EDTA ——» G e

Ca* §»o N \_{'

o} (o}

Calcium-EDTA

Figure 10: Structure de la molécule de calcium chélatée par I'EDTA (Tsai et al., 2015).
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Parmi les indicateurs qui permettent la visualisation de la complexation, on cite le 5-
nitro-5’-méthyl-(1,2-bis(o-aminophénoxy) éthan-N, N,N’,N’ -acide tétraacétique (NM-
BAPTA) qui a étée développé par ROCHE pour mesurer le calcium total dans le plasma, le

sérum et I’urine et d’éviter les inconvenients du CPC (Bourguignon et al., 2014).



Volet théorique Vérification/validation des performances de méthodes analytiques

I11. Vérification/validation des performances de méthodes analytiques
1. Définition de protocole de Vérification/validation de méthodes d’analyse

L’objectif d’une méthode d’analyse en biologie médicale est d’identifier et/ou quanti-
fier, avec une incertitude connue, des molécules ou des composants présents dans les li-

quides biologiques ( Vassault et al., 2010).

La Vérification/validation d’une technique consiste a évaluer les performances du pro-
cessus analytique (fidélité, justesse, exactitude, domaine de mesure, sensibilité aux interfé-
rences, limite de détection s’il y a lieu), a les quantifier en suivant un protocole opératoire
standardisé puis a les juger, par rapport a des critéres définis( Vassault et al., 2010). La
Vérification/ la Validation des méthodes exige les référentiels de qualité par des normes.
Ces derniers peuvent étre utilisés par les laboratoires de biologie médicale et qui peuvent
élaborer leurs systemes de management de la qualité et évaluer leur propre compétence.
Ces normes sont "La norme 1ISO NF 9001 Version 2008", "La norme 1SO NF 15189", "La
norme ISO NF 22870.

Le domaine d’application des protocoles de vérification/validation des performances
des méthodes utilisées en biologie médicale ne s’attache qu’a la phase analytique et con-
cerne des analyses effectuées dans les milieux biologiques (plasma, urine, liquide céphalo-
rachidien, etc.) par différentes méthodes (immuno- logiques, colorimétriques, électrochi-

miques, séparatives, etc.) (Vassault et al., 2010).
2. Terminologie

1.1. Méthode de mesure : description générique de I’organisation logique des opérations
mises en ceuvre dans un mesurage (Bureau international des poids et mesures
(BIPM)International vocabulary of metrology, 2008).

1.2. Systeme de mesure : ensemble technique comprenant analyseur, réactif et protocole
d’adaptation (Bureau international des poids et mesures (BIPM)International voca-
bulary of metrology, 2008).

1.3. Méthode qualitative

Méthode générant un résultat issu d’une observation par un opérateur. On classe dans
cette catégorie toutes les méthodes pour lesquelles aucune mesure d’une donnée quanti-
fiable n’est disponible(LAB GTA, 2004).
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1.4. Méthode quantitative

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 I’analyte a mesurer (LAB GTA, 2004).

1.5. Méthode semi-quantitative

Meéthode fournissant un résultat de type qualitatif (positif/négatif) extrapolé a partir de
la mesure d’une donnée quantifiable (signal continu) (LAB GTA, 2004).Ce type de mé-
thode est assimilable a une méthode quantitative.
1.6. Série

Conditions expérimentales aussi représentatives que possible de la variabilité de
I’utilisation de la méthode en routine (jour, opérateur, appareillage, etc.) (Hubert P et al.,
2003).

1.7. Valeur assignée

Valeur attribuée a une grandeur particuliére et reconnue, parfois par convention,
comme ayant une incertitude appropriée a un usage donné (Bureau international des poids

et mesures (BIPM)International vocabulary of metrology, 2008).
1.8. Validation

Confirmation par examen et apport de preuves objectives du fait que les prescriptions
particuliéres en vue d’une utilisation prévue déterminée sont remplies (I1SO, 2005). Valida-
tion de méthode : c’est I’ensemble des procédures a mettre en ceuvre pour s’assurer qu’une
méthode présente la fiabilité requise pour répondre aux exigences de qualité dans I’état
actuel de I’art (Vassault A et al, 1986).

1.9. Vérification

Confirmation par examen et établissement des preuves que les exigences spécifiées
ont été satisfaites (Bureau international des poids et mesures (BIPM)International voca-

bulary of metrology, 2008).
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1.10. Facteurs de variabilité

Ensemble de facteurs, pouvant influencer 1’exactitude des résultats d’analyse et pou-
vant représenter des biais de mesure, ils peuvent étre maitrisable de maniere a minimiser
les risques d’erreur. Ces facteurs sont la main d’ceuvre, opérateur, milieu et conditions de

fonctionnement, objet de mesure, lot de réactifs, étalonnage.
3. Démarche a suivre pour la Validation / vérification des méthodes quantitatives.
3.1. Etapes de la validation / vérification des méthodes quantitatives

La vérification/validation des méthodes analytiques quantitatives, proprement dite,

comprend 3 étapes :

e | étude des documents bibliographiques.

¢ La détermination des criteres de performance pertinents a établir et le choix des li-

mites d’acceptabilité correspondantes pour la méthode.

o La réalisation des vérifications expérimentales selon la procédure établie par le la-

boratoire de biologie médicale (LBM).

Le choix de critéres de performance (fidélité, justesse...) et les limites d’acceptabilité
(seuil) pour une méthode donnée doit se faire préalablement a I’étude expérimentale. 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 donneées du fournisseur(Vassault A et al, 1986).
3.2.  Différence entre vérification et validation des méthodes analytiques

Le tableau 2 présente la différence entre la vérification et validation des méthodes
quantitatives selon plusieurs modules. D’une part, la vérification est la fourniture d’une
preuve objective qu’un élément donné répond a des exigences spécifiees comme répétabili-
té, justesse, comparaison, mesure de variabilité, maitrise des facteurs de variabilité. Tandis
que la validation est la vérification, lorsque les exigences spécifiées sont adéquates pour
I’utilisation prévue qui sont répétabilité, justesse, comparaison, mesure de variabilité, mai-
trise des facteurs de variabilite, reproductibilité, limites de quantification, linéarité, limite
de detection, sensibilité/spécificité analytiques, interférences, contamination entre échantil-

lons, robustesse, stabilité des réactifs, intervalle de référence.
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Tableau/ 2: Différence entre vérification et validation des méthodes d’analyse quantitatives(Jean Longtin,
n.d.).

Modules Vérification Validation
~ Répétabilite X X
Reproductibilité
Justesse/exactitude
Comparaison

Incertitude : mesure de variabilité

<X X X X
X X X X X

Incertitude : maitrise des facteursde variabilité

Limites de quantification
Linéarité

Limite de détection
Sensibilité/spécificité analytiques
Interférences

Contamination entre échantillons

Robustesse

X X X X X X X X

Stabilité des réactifs

>

Intervalle de référence

3.3.  Modules de vérification/validation des méthodes d’analyse quantitatives

Ci-dessus seront cités quelques exemples de modules utilisés pour la vérification des

performances de méthodes de détermination quantitative
3.3.1. Fidélité (Répétabilité)

C’est la mesure dans les mémes conditions optimales (procédure, opérateur, systeme
de mesure, condition de fonctionnement, milieu, lot de réactif, étalonnage et le méme objet
de mesure pendant courte période de temps), dans le but de vérification. (Hubert P et al.,
2003 ; Vassault A et al, 1986).

Des echantillons biologiques anonymisés sont utilisés et provenant de patients, a con-
dition d’avoir I’assurance de leur stabilité pendant la durée de I’évaluation. Des échantil-
lons de contrdle peuvent étre utilisés également. Concernant les niveaux (X) de concentra-
tion, il est préférable d’effectuer I’évaluation a deux niveaux de concentration différents.

Un seul niveau peut étre suffisant mais cela doit étre justifié (Vassault et al., 2010). Les

31
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niveaux sont choisis en fonction des zones de décision médicale. L’effectif idéal est 30
pour une interprétation statistique optimale. Un nombre d’essais inférieur devra étre argu-
menté en fonction des critéres pertinents (couts des analyseurs, durée d’analyses...)(Yaya,
2015).

L évaluation de la répétabilite est indispensable lors de I’installation d’un nouvel ana-
lyseur afin de connaitre les performances initiales(Hubert P et al., 2003 ; Vassault A et al,
1986).

L’exploitation des résultats consiste a calculer la moyenne (m), I’écart type (s) et le

coefficient de variation (CV) des valeurs expérimentales de chaque série (Yaya, 2015).

3.3.2. Fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire)

L’essai de reproductibilité intra-laboratoire consiste a analyser un méme échantil-
lon dans des conditions différentes en faisant varier au moins un des facteurs : I’opérateur,
le temps, les lots de réactifs, les étalonnages. |l permet connaitre la variabilité analytique
d’une méthode.

On utilise soit des échantillons biologiques anonymisés provenant de patients (échan-
tillons non titrés), & condition d’avoir I’assurance de leur stabilité pendant la durée de

I”évaluation, soit des échantillons de controle.

L analyse de chacun des échantillons en double dans 15 séries différentes 15 jours dif-
férents au minimum est nécessaire en privilégiant a chaque série de facon indépendante le
changement de plusieurs conditions opératoires (manipulateur, lot de réactif, lot d’étalons,

etc.).

La détermination de la moyenne (ms), I’écart type (Ssi) et le coefficient de variation
(CVsi) des valeurs obtenues pour chaque niveau de concentration au cours des 15 séries

indépendamment effectuées en exploitant les formules suivantes :
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Sii
CV; =% 100
m

Z(xi -m)?
n-1

Le CVs calculé est évalue par rapport au CV limite annoncé dans la notice
d’utilisation (compte tenu de I’intervalle de confiance) du dispositif produit par le fournis-

seur.
3.3.3. Justesse

La justesse exprime I’étroitesse de I’accord entre la valeur moyenne obtenue a partir
d’une série de résultats d’essai et une valeur qui est acceptée soit comme une valeur con-
ventionnellement vraie, soit comme une valeur de référence acceptée(Vassault et al.,
2010).

Une étude de justesse nécessite la comparaison de la moyenne de plusieurs dosages
d’un méme échantillon a une valeur cible (Yaya, 2015), et cette évaluation permet de
mettre en évidence le biais d’une méthode ou une différence systématique entre deux mé-
thodes et de la quantifier a condition de s’assurer que les échantillons de contréle utilisés

se comportent comme les échantillons biologiques(Vassault et al., 2010).

Les échantillons retenus peuvent étre ceux utilisés pour I’évaluation de la fidélité ).
Utiliser au moins 2 échantillons de contr6le de 2 niveaux de concentration différents dont
les valeurs cibles sont connues, ces niveaux sont choisis en fonction des zones de décision
médicale. Les conditions opératoires sont le reflet de I’utilisation habituelle de la méthode
(Vassault et al., 2010).

La justesse, quantifiée par le biais, est estimée en comparant la moyenne obtenue (m)
lors de I’étude de fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire), a la valeur cible
attendue, assimilée a la valeur "vraie" (v) de I’échantillon testé(Yaya, 2015). Elle est ex-

primée en pourcentage de la valeur cible, selon le calcul suivant :
Biais relatif (%) = 100 x ((m-v)/v)

La valeur du biais relatif exprimée en pourcentage ou en unité de concentration doit

étre inférieure a celle annoncée dans les fiches techniques produites par le fournisseur



Volet théorique Vérification/validation des performances de méthodes analytiques

3.3.4. Limites de linéarité

L évaluation des limites de linéarité permet de déterminer I’intervalle de de la relation
linéaire existant entre les concentrations théoriques des dilutions d’un spécimen a
I’intérieur duquel les mesures peuvent étre effectuées avec fidélité et justesse. Au-dela de

la limite supérieure (Yaya, 2015).

Les solutions contenant I’analyte a doser a partir desquelles des dilutions sont effec-
tuées. Il peut s’agir d’échantillons de matrice équivalente a celle de I’échantillon a doser,
sur- chargés avec le composé a mesurer. Choisir une solution de concentration supérieure a
celle attendue pour la limite supérieure (E) ; et une solution ne contenant pas I’analyte a

doser ou une concentration inférieure a la limite basse attendue (B) (Vassault et al., 2010).

Analyser chaque dilution en triple. Répéter I’essai, le cas échéant dans d’autres condi-

tions de temps.

Reporter les résultats sur un graphe yi = f(xi) en portant en abscisse les concentrations
théoriques des solutions analysées ou de la dilution (xi) effectuée et en ordonnée les va-
leurs observées pour chaque dilution yi. Tracer la droite correspondante. ; et calculer la
pente et I’ordonnée a I’origine de la droite de régression traduisant cette relation(Vassault
etal., 2010).

L’examen visuel de cette relation permet une appréciation satisfaisante des limites de

linéarité haute et basse de la technique étudiée.

Exprimer en pourcentage de la valeur de la solution E (obtenue par une technique de
référence ou sélectionnée) les résultats observés pour chaque point de la gamme et les re-
porter sur un graphe en fonction de la dilution effectuée. La partie rectiligne de la courbe
correspond a la zone de linéarité a I’intérieur de laquelle les résultats sont validés (Vassault
etal., 2010).

3.3.5. Comparaison avec une autre méthode

Elle consiste a évaluer les résultats obtenus avec une méthode par rapport a ceux
d’une autre méthode, permet d’estimer la comparabilité des résultats obtenus par ces me-
thodes et de définir s’il existe un biais entre elles. En cas de discordance entre les deux
méthodes, il conviendra d’en évaluer les causes et d’informer les prescripteurs et les pa-

tients.
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Une cohorte de 40 échantillons au minimum est constituée. Ils sont choisis pour cou-
vrir I’étendue du domaine physiopathologique rencontré et répartis si possible selon les
recommandations de la Société francaise de biologie clinique (SFBC) (Vassault A et al,
1986).

Les conditions de stabilité des échantillons sont définies, Les échantillons sont analy-
sés par les deux techniques dans des conditions de temps maitrisées en utilisant les sys-

temes analytiques dans les conditions définies et décrites par le fournisseur.

La comparaison des deux méthodes selon les recommandations de Bland-Altman
(Vassault A et al, 1986) permet d’estimer les relatives différences entre les deux méthodes
en fonction des moyennes des concentrations mesurées par chaque méthode. Cela permet
de définir le biais entre les deux techniques, son écart type et son intervalle de confiance 95
%.

Les différences observées sont calculées puis reportées sur un graphe. Les rapports
(yi/xi) pour chaque résultat en fonction de xi sont calculés. Ensuite, sur un graphe les diffé-
rences et/ou les rapports en fonction des valeurs de x sont représentés. Enfin, la droite de
régression la mieux adaptée pour définir la relation statistique liant les résultats de la tech-

nique A avec ceux de la technique B est calculée puis interprétée (Vassault A et al, 1986).
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Notre étude est de type analytique qui nous a permis d’appliquer quelques modules de
verification et de validation de deux méthodes analytiques utilisées dans le dosage de la

calcémie.
1. Lieu et période de travail

Nous avons réalisé notre stage a I’hopital universitaire d’Ibn Rochd au niveau du

service de biochimie. Notre travail s’est déroulé du 16 au 24 mai 2022.

2. Equipements et réactifs

e Automate Roche COBAS INTEGRA R 400 plus w/o ISE: est un systéme
d’analyse a accés aléatoire regroupant les analyses de chimie clinique, d’électrolytes, de
protéines sériques, de drogues et de médicaments thérapeutiques (Figure 11), qui offre

actuellement plus de 150 applications (Muser et al., 2001).

T - " T T 4 p—

Figure 11: Automate Roche COBAS INTEGRA R 400 plus w/o ISE

e Automate BIOSYSTEME A 15: est un analyseur automatique a acces aléatoire
spécialement concu pour effectuer des analyses cliniques biochimiques et turbidimétriques.
L’instrument est contrdlé en ligne et en temps réel a partir d’un PC externe dédié (Annexe
1).
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Figure 12: Automate BIOSYSTEME A 15

e Réactifs les réactifs utilisés pour le dosage du calcium sanguin par les deux me-
thodes sont détaillés dans les annexes 1 et 2.
Réactif 1 : pour I’automate Biosysteme A15 qui contient 50mmol/L de tampon phosphate,
5 mmol/L d’acide 8-hydroxyquinoline-5-sulfoniqueet 120 pumol/L de Arsénazo III.
Réactif 2 : pour I’automate COBAS Roche qui a deux réactifs.

R1 dans la position B et R2 dans la position C.

R1- CAPSO : 557 mmol/L, NM-BAPTA : 2mmol/L, PH : 10, agent de surface non réactif,
conservateur

R2- EDTA : 7.5 mmol/L, PH : 7.3, agent de surface non réactif, conservateur.
3. Phase pré-analytique

Des échantillons de sang ont été prélevés chez des patients anonymes. Des contréles
pathologique et normal ont été également utilisés pour quelques modules de vérification

des méthodes analytiques.
3.1. Prélevement sanguin

Le prélevement se fait sur du sang veineux au pli du coude, le sang total est prélevé

dans des tubes contenant 1’héparine.
3.2.  Prétraitement des échantillons

Afin d’obtenir le sérum a partir du sang total, une centrifugation (Eppendorf AG
22331 Hamburg) a 30000 tours/min pendant 5min a été effectuée. Une étape de

congélation a permis de conserver les échantillons jusqu’au moment du dosage.
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4. Meéthodes analytiques
4.1. Dosage du calcium sérique par méthode colorimétrique Arsénazo I

Arsénazo 11 (Alll) est un colorant pigmentaire métallique (Chiu et Haynes, 1980). Il
est utilisé pour détermination du calcium dans des echantillons biologiques (H M Brown et
Rydqvist, 1981).

4.1.1. Principe du dosage

La méthode est basée sur la variation d’absorption a la longueur d’onde 650 nm du
complexe formé par la liaison spécifique de 1’ Arsenazo III avec le calcium en milieu acide
(pH=6.5). L’intensité du chromophore formé est proportionnelle a la concentration de

calcium total de 1’échantillon (Michaylova et llkova, 1971).

Arsenazo I11 + Calcium »  Complexe Arsenazo Il1-Calcium

4.1.2. Mode opératoire

Une étape de préparation est d’abord nécessaire avant d’effectuer le dosage. Un lavage
du circuit de I’automate est effectué pour minimiser le risque de contamination. Ensuite
une calibration de contréle est réalisée (intervalle de la normalité du controle de Ca®*

(Arsénazo 111) [2.72 mmol/l - 3.39 mmol], valeur cible = 3.05 mmol/l).

Aprés une décongélation des échantillons (par un simple mouvement de friction des
tubes entre les deux mains), des volumes de 150 pl de sérum sont mis dans les godets et
sont placés par ordre dans les cuves au niveau de I’automate (Biosysteme A 15). Les
résultats de la calcémie sont recueillis aprés une programmation des parametres du systéme

d’automate.
4.1.3. Expression des résultats
Les concentrations du calcium sérique sont exprimées en mmol/L
4.2. Dosage du calcium sérique par méthode complexométrique BAPTA

Roche a développé une nouvelle méthode pour mesurer le calcium total dans le
plasma, le sérum et l'urine a I’aide du chromophore 5-nitro-5’-méthyl-(1,2-bis(o-
aminophénoxy) éthan-N, N, N’, N’-acide tétraacetique (NM-BAPTA). Cette methode
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présente plusieurs avantages par rapport a la méthode colorimétrique CPC, notamment une
meilleure linéarité, une meilleure précision, une stabilité accrue et une absence

d’interférence par le magnésium ou le gadolinium (Bourguignon et al., 2014).
4.2.1. Principe du dosage

Les ions calcium réagissent avec le 5-nitro-5’-méthyl-BAPTA (NM-BAPTA) dans des
conditions alcalines pour former un complexe. Ce complexe réagit dans la deuxieme étape
avec ’EDTA.

pH alcalin

Ca* + NM-BAPTA » Complexe calcium-NM-BAPTA

Lt

Complexe calcium-NM-BAPTA + EDTA — Complexe NM-BAPTA + calcium EDTA

La variation de 1’absorbance est directement proportionnelle a la concentration de

calcium et se mesure par le biosystéme (Annexe 1).
4.2.2. Mode opératoire

Une calibration de contréle est réalisée ensuite des volumes de 150 ul de sérum sont
mis dans les godets et sont placés par ordre dans des portoirs au niveau de I’automate
(Cobas). Les résultats de la calcémie sont recueillis aprés une programmation des

parametres du systéme d’automate.
4.2.3. Expression des résultats

Les concentrations du calcium sérique sont exprimées en mmol/L

5. Protocole de veérification/ validation des méthodes Arsenazo-Bapta.

Les modules d’évaluation analytique appliqués dans cette étude s’inspirent des
recommandations du protocole Valtec de la Société fragaise de biologie clinique (SFBC)
(A.Vassault et al., 1999).
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5.1. Etude de la comparaison de méthodes analytiques

La comparaison de deux méthodes permet d’estimer la comparabilité des résultats

obtenus par ces méthodes et de définir s’il existe un biais entre elles.

Lors de cette étape, nous avons réalisé sur 30 échantillons le dosage de la calcémie sur
chacun des deux automates pour évaluer leurs concordances. Nous avons compare par la
suite, les valeurs de calcémie obtenues par Roche COBAS INTEGRA 400 plus w /o ISE a
celles obtenues par le Biosystémes A15.

Un coefficient de corrélation R ainsi que le facteur de détermination de régression r?.
5.2. Etude de la répétabilité

Cette évaluation a pour objet de Vvérifier, dans les conditions réelles d'utilisation, le
bon fonctionnement des deux systemes analytiques.

Pour I’étude de la répétabilité de calcium, nous avons utilisé deux échantillons con-
troles pathologique et normal. Le dosage est effectué et répété 6 fois, le méme jour, avec
la méme procédure, le méme opérateur, le méme lot de réactif et les mémes conditions de
travail.

Pour chacun des deux niveaux de contrdle (pathologique et normal) on détermine en-

suite la moyenne, 1’écart-type et le coefficient de variation (CV).

5.3. Etude de la reproductibilité (fidélité intra-laboratoire)

L’essai de fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) consiste a analyser
un méme échantillon dans des conditions différentes en faisant varier au moins un des fac-
teurs : I’opérateur, le temps, les lots de réactifs, les étalonnages...Elle permet connaitre la
variabilité analytique d’une méthode.

L’essai de reproductibilité a été effectué sur deux échantillons contrdles pathologique
et normal. Le facteur de variabilité était le temps, les essais sont repétés trois fois chaque

jour pendant 3 jours successifs.
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Le calcul de la moyenne, de 1’écart-type et du coefficient de variation (CV) sont réali-
sés. Le CV calculé est comparé au CV limite admissible de fidélité intermédiaire choisi au
préalable (Fournisseur, SFBC, ...)

—
Exi |Z((:-:i - m)?
mg=—— 5= \ -

CV-=EX1OU
n-1 i m

5.4.  Approche de la justesse (Module 3)

Cette évaluation permet de mettre en évidence le biais d’'une méthode ou une diffé-
rence systématique entre deux méthodes et de la quantifier. Une étude de justesse nécessite
la comparaison de la moyenne de plusieurs dosages d’un méme échantillon a une valeur
cible (Yaya, 2015).

Pour ce faire, les échantillons retenus sont ceux utilisés pour 1’évaluation de la fidélité.
deux échantillons de contréle de deux niveaux de concentration différents
dont les valeurs cibles sont connues.

La justesse est quantifiée par le biais relatif estimé en comparant la moyenne obtenue
(m) lors de I’étude de fidélité intermédiaire a la valeur cible attendue assimilée a la
valeur vraie (v) de I'échantillon testé. La valeur du biais relatif exprimée en pourcentage ou
en unité de concentration doit étre inférieure a celle annoncée dans les fiches techniques

produites par le fournisseur.

Biais relatif (%) = 100 x ((m-v)/v)

6. Analyse statistique

L’analyse statistique a été effectuée par le logiciel GreaphPad Prism 5. Les résultats de
mesure de la répétabilité, de la reproductibilité et de la justesse sont présentés sous forme
de moyenne + écartype (m = s) est par le coefficient de variation CV (%) ainsi que par le

biais relatif (%) pour la justesse.

La comparaison entre les moyennes et les biais relatif entre les méthodes analytiques
est analysée par le t-test de student, avec un seuil de signification statistique défini par une
valeur de p < 0.05.
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La comparaison entre les différents coefficients de variation et biais relatifs est

analysée par le test de Fisher.

L’analyse statistique de corrélation a pour but d’étudier la corrélation entre 2 séries
des variables quantitatives et de trouver la droite de régression linéaire simple qui les
associe. Pour se faire, la normalité de distribution des variables é été vérifiée par le test de
Shapiro-Wilk. Selon le résultat trouvé un test de corrélation de Pearson est appliqué si les
variables suivent la loi normale. Dans le cas contraire un test de corrélation de Spearman

est applique.

Dans les deux cas, le coefficient de corrélation varie entre -1, 0 et +1. Par convention

la relation entre les deux variables est dite :
+ Parfaitesir=1.
» Tresfortesir>0,8.
 Forte si r se situe entre 0,5 et 0,8.

L’analyse de régression simple est une méthode statistique de modélisation des rela-
tions entre les variables (dépendantes et indépendantes). Elle est utilisée pour décrire et

analyser les relations entre les données.
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1. Résultats de corrélation entre la calcémie dosée par deux méthodes analytiques

La figure 13 montre une forte corrélation positive (R=0,7301) et statistiquement
significative (p< 0.0001) entre les valeurs de la calcémie obtenues par COBAS INTERGA
400 PLUS par méthode complexométrique BAPTA et celles obtenues par BIOSYSTEM A
15 par méthode colorimétrique Arsenazolll. Le coefficient de détermination r?> de la
régression linéaire est égal a 0,6809.

g
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N N % ) ) %
ARSENAZO (mmol/L)
Couple (X, Y) Ratio Xi/Yi Différence Xi-Yi
BAPTA/ARSENAZO 0.97 0.1

[0.73, 1.08] [-0.2, +0.5]

Figure 13: Diagramme de corrélation BAPTA / ARSENAZO du dosage de la calcémie

En comparant les résultats des mémes échantillons donnés par les deux méthodes, les
rapports des valeurs (Ratio Xi/Yi) oscillent dans I’intervalle [0,73 ; 1.08] donc proches de
1 (Ratio Xi/Yi=0,97). Quant aux differences entre les valeurs (Xi-Yi), elles oscillent dans
I’intervalle [-0.2, +0.5] donc proches de 0. Il en résulte que les deux méthodes fournissent

des résultats comparables.
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En effet, d’aprés la représentation de la figure 14, il est clair qu’il n’y a pas de
différence significative (p 0,7393 > 0.05) entre le taux de calcémie dosé par la méthode
BAPTA estimée a 2,389 + 0,4195 mmol/L et celui dosé par la méthode Arsenazolll qui est
estimé a 2,326 + 0,4602 mmol/L.
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Figure 14: Comparaison entre les taux de calcémie dosée par deux méthodes analytiques.

Chaque barre représente la moyenne + S du taux de la calcémie dosée par la méthode complexométrique
BAPTA et par la méthode colorimétrique Arsenazolll. La comparaison entre les moyennes a été analysée par
le test Mann-Whitney (p <0,05).

2. Résultat de la répétabilité

Les résultats de 1I’étude de la répétabilité du dosage de calcium par la méthode
complexométrigue  BAPTA (COBA INTERGA 400 PLUS) et par la méthode
colorimétrique Arsenazo Il (Biosysteme A 15) sont présentés dans le tableau 03.

En comparant les deux moyennes des répétitions du dosage du calcium du niveau

contrble normal entre les deux méthodes d’analyses (CN BAPTA et CN Arsenazo), il semble

que ces deux valeurs sont proches (2.235 + 0.042 et 2.013 = 0.173 mmol/L) mais elles sont

significativement différentes (*p <0,05). La méme observation est faite concernant les deux

moyennes des répétitions de calcémie du niveau contréle pathologique entre les deux

méthodes d’analyses (CP BAPTA et CP Arsenazo) avec des valeurs significativement

différentes (3.362 + 0.057 et 3.042 + 0.139 mmol/L, **p <0.01).

En faisant une deuxiéme comparaison entre les coefficients de variation, on remarque que
le CV des deux niveaux de control BAPTA (CV cn = 1.89% et CV cp = 1.7%) sont supérieurs
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aux normes de fournisseur (CV rourisseur = 0.8%) et de la SFBC (CVsrec = 1.2%). La méme
remarque est constatée pour la valeur du CV des deux niveaux de control Arsenazo (CV cn =
8.60% et CV cp = 4.59%) sont supérieurs aux normes de la SFBC (CV srec = 1.2%). En plus,

si on compare les CV des deux niveaux de control BAPTA avec leurs respectifs Arsenazo, on

remarque ces derniers sont statistiquement bien supérieurs (selon le test de Fisher) aux CVs
de la méthode BAPTA.

Tableau 3: Résultats de [’étude de répétabilité

CV (%) CV (%)

Fournisseur SFBC

Niveau 1 : CN BAPTA 6 2.235 £ 0.042 1.89 0.8 1.2

Niveau 1:CN Arsenazo 6 2.013+0.173* 8.60§&§ - 1.2
Niveau 2 : CP BAPTA 6 3.362 £ 0.057 1.70 0.8 1.2
Niveau 2 : CP Arsenazo 6 3.042 £+ 0.139 ** 4,59 § - 1.2

Chaque résultat représente la moyenne + écartype (m + s) de 6 (n) répétition de dosage de deux niveaux de
contrdle normal (CN) et contrdle pathologique (CP). La comparaison entre moyennes du méme niveau de
controle évaluées par deux méthodes analytiques (BAPTA/ARRSENAZO) a été analysée par le t-test (*p
<0,05; **p <0.01). Les comparaisons des coefficients de variation CV (%) sont analysés par le test de
Fisher (8§ désigne une différence significative).

Y
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3. Résultat de la reproductibilité

En comparant les deux moyennes des répétitions de 3 jours du dosage du calcium du
niveau controle normal entre les deux méthodes d’analyses (CN BAPTA et CN Arsenazo), il
semble que ces deux valeurs sont statistiquement similaires (2,253 + 0,100 et 2,017 £ 0,177
mmol/L ; ns p> 0.05). La méme constatation est faite concernant les deux moyennes des
répétitions de 3 jours de la calcémie du niveau contréle pathologique entre les deux méthodes
d’analyses (CP BAPTA et CP Arsenazo) avec des valeurs statistiquement comparables (3,200
+ 0,026 et 3,160 £ 0,103 ns mmol/L, ns p > 0.05).

En faisant une deuxieme comparaison entre les coefficients de variation, on remarque que
le CV de control normal BAPTA (CV CN = 4.47%) est supérieur aux normes de fournisseur
(CV Fournisseur = 0.9%) et de la SFBC (CV SFBC = 1.6%) par contre le CV de control
pathologique BAPTA (CV CP =0.83%) est inférieur aux normes de fournisseur (CV
Fournisseur = 0.9%) et de la SFBC (CV SFBC = 1.6%). On remarque la méme chose pour la
valeur du CV des deux niveaux de control Arsenazo (CVcen= 8.82% et CV cp = 3.29%) sont
supérieurs aux normes de la SFBC (CV srac = 1.6%). D’autre part la comparaison des CV des
deux niveaux de control BAPTA avec leurs respectifs Arsenazo, montre que ces derniers sont
supérieurs aux CV de la méthode BAPTA mais cette différence n’est pas significative

statistiquement (selon le test Fisher).
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Tableau 4: Résultats de 1’étude de reproductibilité

CV (%)

Fournisseur

CV (%)

SFBC

Niveau 1 : CN BAPTA 3 2,253 £ 0,100 4.47 0.9

Niveau 1:CN Arsenazo 3 2,017 +0,177ns 8.82ns

Niveau 2 : CP BAPTA 3 3,200 + 0,026 0.83 0.9

Niveau 2 : CP Arsenazo | 3 3,160+0,103ns 3.29ns -

1.6

1.6

1.6

1.6

Chaque résultat représente la moyenne + écartype (m + s) de 3 répétitions (n = 3 jours) de dosage de deux

niveaux de controle normal (CN) et contrdle pathologique (CP). La comparaison entre moyennes du méme

niveau de contréle évaluées par deux méethodes analytiques (BAPTA/ARRSENAZO) a été analysée par le t-

test (*p <0,05). Les comparaisons des coefficients de variation CV (%) sont analysés par le test de Fisher. (8

désigne une différence significative).

4. Résultat de la justesse

La comparaison entre les biais relatifs, montre que le biais relatif des deux niveaux de

control BAPTA (Biais cn = 0.22% et Biais cp = 1.69%) sont inférieurs aux normes de la

SFBC (Biais srec = 1.7%). Quant & la méthode Arsenazo, on constate que le biais relatif du

niveau de contréle normal (Biais cn = 3.76%) est supérieur au biais relatif des normes SFBC

(Biais srec = 1.7%), contrairement au biais relatif du niveau de contréle pathologique (Biaiscp

= 0.06%) qui est inférieur aux normes SFBC.

Par ailleurs, en comparant les biais relatifs du niveau de control normal entre les deux

méthodes, on trouve que le biais relatif BAPTA est inférieur a celui de la méthode Arsenazo.

Concernant le niveau de control pathologique BAPTA ; il est supérieur par rapport a celui de

la méthode Arsenazo.

[ a9
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Résultats et Interprétation

Tableau 5: Résultats de 1’étude de justesse

Biais (%)

SFBC
Niveau 1 : CN BAPTA 2.235+0.042 2.23 0.22 1.7
Niveau 1 : CN Arsenazo 2.013+0.173 * 1.94 3.76 1.7
Niveau 2 : CP BAPTA 3.362 +0.057 3.42 1.69 1.7
Niveau 2 : CP Arsenazo 3.042 +0.139 ** 3.04 0.06 1.7

Chaque résultat représente la moyenne + écartype (m = s) de 6 répétitions (n) de dosage de deux niveaux de

contréle normal (CN) et contréle pathologique (CP). La comparaison entre moyennes du méme niveau de

contrble évaluées par deux méthodes analytiques (BAPTA/ARRSENAZO) a été analysée par le t-test (*p

<0,05)
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Notre étude a été congue pour comparer deux méthodes différentes de dosage du calcium
sanguin, une méthode complexométrique BAPTA utilisant I’automate COBAS INTEGRA
400 et une deuxiéme méthode colorimétrique utilisant 1’automate BIOSYSTEM A15.

Le dosage de 30 échantillons sanguin par ces deux méthodes différentes a donnée
deux moyennes similaires avec aucune différence significative. Notre résultat a également
montré une corrélation positive selon Spearman (R=0,7301; p > 0.05), entre ces deux
méthodes analytiques. Ce résultat est en accord avec celui de 1’étude de Omore ayant
trouvé une valeur de coefficient de corrélation de Pearson égale a 0,7978. Dans cette étude,
le chercheur a comparé entre deux méthodes colorimétrique de dosage du calcium,
Arsenazo II et I’0-CPC (OMORE, 2018).

De plus, dans une deuxiéme étude réalisée par Supak Smolcic et ses collaborateurs, les
résultats de la comparaison du dosage de calcium de 30 échantillons sanguin entre deux
méthodes colorimétriques, Arsenazo Il effectuée par Beckman Coulter AU640 et la
methode 0-CPC réalisée par 1’analyseur Cobas 6000 série ¢501 a donné un coefficient de
corrélation positif de 0.98 (selon Passing and Bablock) qui est plus élevé que le nbtre
(Supak Smoilcic et al., 2011).

La connaissance des performances des méthodes d’analyse utilisée est indispensable a
la maitrise de la fiabilit¢ des résultats. Une méthode d’analyse présente plusieurs
caractéristiques essentielles parmi lesquelles, la fidélité et la justesse, que le laboratoire se
doit de connaitre. Dans notre travail, nous avons évalué la fidelité des deux automates avec
leurs propres méthodes de dosage de la calcémie. Cette étude de fidélité a inclus la

répétabilité et la reproductibilité (fidélité intermédiaire).

Nos résultats de répétabilité sont exprimés par le coefficient de variation (CV%) et par
des moyennes de 6 répétitions de deux niveaux de contrdle (normal et pathologique)
utilisant deux méthode BAPTA et Arsenazo. Ces moyennes sont trés proches (CN gapta =
2.235 + 0.042 et CN Arsenazo = 2.013 = 0.173 mmol/L) mais elles sont significativement
différentes (*p < 0,05). Ces résultats sont similaires a ceux de I’étude de Dada ayant fait la
répétabilité du dosage de calcium par méthode Arsenazo sur spectrometre Mindray BA
88A, il a trouvé une valeur de moyenne de 2.22 + 0.19 mmol/L (DADA Lazare, 2019). Par

ailleurs le CV du niveau de control normal Arsenazo est estimé dans nos résultats a 8.6%
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ce qui est en accord avec le CVcen Arsenazo de I’étude de Dada qi est estimé a 8.88%
(DADA Lazare, 2019).

Concernant 1’évaluation de la répétabilit¢ des deux méthodes BAPTA et Arsenazo,
leurs CV respectifs qui sont estimés a 1.89% et 8.6% sont statistiquement différents. Ces
deux CV sont supérieurs aux normes du fournisseur (0.8% pour BAPTA) (Annexe 1) et
de la SFBC (1.2%) (A.Vassault et al., 1999). On peut dire que le dosage du calcium, ne
répond pas aux criteres de la SFBC en ce qui concerne la répétabilité, ceci concerne la
méthode Arsenazo plus que la méthode BAPTA. Ce constat appelle une action corrective

urgente.

En faisant le constat sur le deuxieme élément de la fidélité, la reproductibilité, les
moyennes des répétitions du dosage sur trois jours consécutifs des deux niveaux de
contrbles ne montre pas de différence significative entre les deux méthodes BAPTA et
Arsenazo. Dans I’é¢tude de Dada, citée ci-dessus, la valeur de la moyenne de
reproductibilité du contr6le normal Arsenazo était de 2.29 £ 0.60 mmol/L qui est similaire
a la nétre 2,017 + 0,177 mmol/L (DADA Lazare, 2019).

Les CV de reproductibilité des niveaux de contrdle respectifs aux deux méthodes
utilisées BAPTA et Arsenazo sont estimés a 4.47% et 0.83% (pour CN/CP gapta) et 8.82
% et 3.29 % (pour CN/CP arsenazo). Toutes ces valeurs de CV sont supérieurs aux normes
du fournisseur (0.9% pour BAPTA) (Annexe 1) et de la SFBC (1.6%) (A.Vassault et al.,
1999). On peut dire que le dosage du calcium, ne répond pas aux criteres de la SFBC en ce
qui concerne la reproductibilité avec un degré plus important avec la méthode Arsenazo

par rapport a la méthode BAPTA. Ce constat appelle une action corrective urgente.

D’une autre part, une approche de la justesse a été envisagée et appliquée a nos deux
méthodes analytiques. Il s’agit de comparer la moyenne de plusieurs dosages d’un méme
échantillon a une valeur cible, assimilée a la valeur vraie. L’écart observé correspond au

biais relatif dont la valeur ne doit pas dépasser les normes de SFBC.

Lorsqu’on compare les valeurs de biais relatifs obtenues dans notre étude, avec les
spécifications de qualité recommandées par la SFBC (1.7%), les résultats pour le dosage de
calcium par la méthode BAPTA (Biais cn = 0.22% et Biais cp = 1.69%) sont en accord avec
ces recommandations (A.Vassault et al., 1999). Par contre les CVs correspondants aux

dosages Arsenazo ne sont pas en accord avec les recommandarion de la SFBC avec un biais
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du CN (3.76%) supérieur a la norme et un biais du CP (0.06%) inférieur a celui recommandé
par les spécifications de qualité SFBC. Ces résultats qui s’opposent pour une méme méthode
prouve que I’automate Biosysteme Al5 utilisant la méthode Arsenazo pour le dosage de la

calcémie n’est pas juste.

Comme la majeure partie du processus analytique est réalisée par 1’appareil, une
défaillance au niveau de I’appareil peut affecter son mode de fonctionnement. Ce
dysfonctionnement au niveau de 1’automate peut entrainer de nombreuses erreurs car
chaque élément entrant dans le systeme analytique serait affecté (DADA Lazare, 2019).
Des erreurs aléatoires et systématiques peuvent étre constatées. La technique automatisée
BAPTA- COBAS INTEGRA Plus 400 s’est montrée juste, alors que la technique
automatise Arsenazo IlII-BIOSYSTEME A15 ne I’est pas. Ceci peut étre expliqué par le
fait que, I’automate COBAS INTEGRA Plus 400 fonctionne en systéme fermé difficile a
contaminer tandis que le Biosysteme A15 fonctionne selon un systéme ouvert ou les
échantillons sont exposés a la contamination, sachant que les deux techniques automatisées

utilisent des réactifs préts a I’emploi.

Si les résultats de laboratoire ne sont pas comparables a partir de différents systémes
analytiques, la possibilit¢ d’un diagnostic incorrect et de mauvaise qualité des soins
prodigués aux patients est accrue. Les erreurs de laboratoire peuvent étre préanalytiques,
analytiques ou postanalytiques. 1l a été prouvé que les erreurs préanalytiques sont plus
fréquentes que les erreurs analytiques. Les erreurs analytiques dues a un
dysfonctionnement de 1’analyseur peuvent étre complétement évitées si 1’on dispose de

deux analyseurs comparables (Nanda, 2014).



Conclusion
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Dans le cadre de I’évaluation des méthodes de détermination quantitative du calcium
sanguin par deux systemes analytique NM-BAPTA-COBAS INTEGRA Plus 400 et
Arsenazolll- BIOSYSTEME AL15, notre travail suggere une corrélation positive entre les

deux méthodes avec des moyennes statistiquement comparables.

En appliquant deux modules de vérification ; fidelité (répétabilité, reproductibilité) et
justesse sur les deux automates utilisés, et sur la base des valeurs obtenues pour le biais

relatif et CV, on peut conclure que :

+ Latechnique automatisée NM-BAPTA- COBAS INTEGRA Plus 400 s’est montrée
juste avec une fidélité moindre selon les normes SFBC.

+ La technique Arsenazo II-BIOSYSTEME A15 n’est pas juste et n’est pas fidéle,

elle ne suit pas les recommandations de la SFBC

* L’automate COBAS INTEGRA Plus 400 a systéme fermé fonctionne mieux et
donne des résultats plus justes que I’automate BIOSYSTEME A15 a systéme ouvert.

» Le calcium étant tres sensible aux interférences et a la contamination des réactifs, la
méthode préférée pour le dosage est la méthode complexométrique NM-BAPTA par rap-

port a la méthode colorimétrique Arsenazo-III.
Notre travail mérite d’étre complété en prenant en considération les points suivants
* Augmenter le nombre d’échantillons
« Eliminer les valeurs aberrantes par des méthodes statistiques adéquates

» Application de tous les modules de vérification/validation des méthodes de dosage

du calcium

» Procéder a la vérification/validation de toutes les méthodes de dosage du calcium
utilisées dans les laboratoires d’analyses algériens afin de créer un consensus lors du choix

de la méthode appropriée

Nous terminons par ces recommandations concernant le contréle de qualité :

« Mettre en place des systemes de controle de qualité interne et externe a 1’échelle

nationale

+ Faire la maintenance périodique des appareils et automates
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Annexes

Annexe 1 : Fiche technique de la méthode de dosage du calcium NM-BAPTA

Q006 1483 00 1¥ed

cobas’

Calcium Gen.2
Urine Reagent pipetting Diluent (Ha0)
Urine specimens should be collected in acid-washed Eottles. 24-hour Ri 204 160 pL
specimens shoukd be collected in containgrs containing 20-30 mL of & molL
HCl to prevent calcium sakt precigitation. Precipitated calcium saks maynot B2 20
be completely dissobved by e addiion of HCl following wine collection.
Stabdity in serumy¥plasma § 7 days at 1525 °C Sampile volunaes Sample Sample difution
3weeks at 28°C Sampia Difuent (NaCll
B months at (-1514-25) °C Momal 3pl - -
Stability in uing 2 days at 1525 °C Decroasad sl - -
4 days at 28 °C Increased Jul - -
3wiecks at (-15}{:25) °C Application for urine
Stored senum or wine specimens must be mined well prior to analysis. cobas ¢ 311 test definition
Centrifuge samples containing precipifates before performing fhe assay. Assay ype 2-Point End
Sas;:.:m:rmm and interference s seciion for detalls about possible Reaction time/ Assay points 10 / 6-8 (STAT 3/ 6-8)
sam erferences. N
Samgle stability claims were established by erperimental data by e Wavelength fublmain)  S76/340 nm
manufacturer or based on reference Rerature and only for e Reaction direction Decrease
femperatures/time frames as stated in the method sheet. ks he _
responsibility of the individual laboratory o wse all avallable references Links mmalll fmg/dL) |
ﬁor itz own studies fo determing specific stability criteda for is Reagent ppetting Diluent (Ha20)
ratory. A 200 160 1L
Materials provided A2 200l
See “Reagents - working solutions” section for reagents. M
Materials equired {but not provided) o
« Ses"Orderinformation” section Sample volumes Sample Sample difution
= General laboratory equipment Sample Diuent (NaCil
Assay Hormal 2L - -
For golimum performance of the assay iollow the directions given in fhis Decreased 4ul 15 pl 135 ul
document for e analyzer concemed. Refer to e approprate operators | od 2l
manual for analyzer-speciiic assay hstructions. NCrgas u = =
xﬁg‘:ﬂﬂ? ﬂﬁg:m validated by Roche is not warranted cobas ¢ 501/502 test definition
Application for serum and plasma Assaytype Font End
" 311 taat dafinit Reaction fime / Assay points 10 £ 10-13 [STAT 3 £ 10-13)
cobas ¢ inition _ Wy h fsublmain) o
Assay ype 2-Point End ) .
Reaction ime / As ints 10 /68 (STAT3/6 Fleaction diection Decrease
on me { Assay ponts { ¥ Units mmallL mg/dL) |
Wavelength (sub/main) 378340 nm
Reaction directi Dec
aciion arection fease Reagent gipetting Diluent (Hz0)
| Units mmeliL {mg'dL)
B o B y Ri T 1680 pL
eagent ppetting iuent (H:C) A2 204
R1 20 L 160 pL
A2 24 Sample volumes Sampie Sampie diution
Sample volumes Sample Sample diiution Sample Diksent (NaCl
Sa Ditent (NaC) 2l ) .
o - mple MNGC)  ecreased 4ul 15 125
om ¥ - - Increased 2ul - -
Decreased Jul - - )
Increased Jul - - Gilbration
Calibrators S1:HO
cobas ¢ 501/502 test definition 52 Gias
Assay ype _ PantEnd Calibration mode Linear
Reaction ime / Assay points 10/ 10-13 [STAT 3/ 10-13) . ] )
. Calibration frequency 2-point calibration
Wavelength (sub/main) 376340 nm + aiter reagent kot change
Reaction direction Decrease + &3 required following quality control
| Units mmabL fmgfdL) procedures
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CA2 cobas’
Calcium Gen.2

Order information

[ConTenT] Analyzer(s) on which cobas ¢ pack(s) can be used
05061482 190 | Calcium Gen.2 (300 tests) System-1D 07 7476 6 | Roche/Hitachi cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502
10759350 190 | Callbrator fas. (12 x 3ml) Code 401

10759350 360 | Callorator fa.s. (12 x 3mL, for USA) Code 401

12149435 122 | Precinom U phus (10 x 3ml) Code 300

12149435 160 | Precinomm U phss (10 x 3 mL for USA) Code 300

12149443 122 | Precipath U phus (10 x 3mL) Code 301

12149443 160 | Precipath U phus (10 x 3mL, for USA) Code 301

05117003 190 | PreciControl CinChem Mutii 1 (20 x 5 mL) Code 391

05947626 190 | PreciControl ClnChem Mutti 1 (4 x SmL) Code 391

05947626 160 | PreciControl CinChem Mutti 1 (4 x SmL, for USA) Code 391

05117216 190 | PreciControl CinChem Mutti 2 (20 x 5 mL) Code 392

05947774 190 | PreciControl CnChem Multi 2 (4 x SmL) Code 392

05947774 160 | PreciControl CinChem Mutti 2 (4 x SmL, for USA) Code 392

04489357 190 | Diluent NaCl 9 % (50 mL) System-ID 07 6869 3

English

System information

Forcobas ¢ 311/501 analyzers:

CA2: ACN 638

S-CA2: ACN 699 (STAT, reaction ime: 3)
Forcobas ¢ 502 analyzer:

CA2: ACN 8538

§-CA2: ACN 8699 (STAT, reaction time: 3)

Intended use
hvﬁmutbrheq.ﬁl&educmﬁﬂ:nolcdchmhhmmmm
plasma and urine on RochefHitachi cobas ¢ systems.

Summary'
Caleim'sﬂumos!lhnhtmniﬁmsﬁmhebowﬂham
99 mhubm as hydrox The remaining cakcium
&gm mﬂi hyd y mm:mm

npedomaﬂlrdaf«mnyieutumgm Amang the extra
skedetal functions of calcium are involvement in blood coa n,
neuromuscular conduction, excitability of skeleial and cardiac muscle,
emymmyMn. and the preservation of cellmembrane integrity and
permeability.

Serum cakcium levels and hence he body content are controlled by
parathyroid hormone (PTH), calciionin, and vitamin D. An imbalance in any
oflhasomod;ﬂorshdslodlermdmbowmmmcdwm
levels. Increases in serum PTH or vitamin D are usually associated with
hypercalcemia. Increased serum cakcium levels may also be observed in
multiple myeloma and other neoplastic diseases. Hypocalcemia may be
observed e.g. in hypoparathyrokiism, nephrosis, and pancreafitis.

Test principle

Calkcium ions react wieth 5-nigro-5" A (NM-BAPTA) under
akaline conditions 10 form a complex, complex reacts in the second
step with EDTA.

sameph
Ca® + NM-BAPTA 3 cakium-NM-BAPTA complex
calcium-NM-BAPTA complex ~ ——= NM-BAPTA
+ EDTA + calcium EDTA complex

The change in absorbance s directly proportional fo the calcum
concentration and is measured photometrically.

Reagents - working solutions

R1  CAPSO:* 557 mmaoWL; NM-BAPTA: 2mmol/L; pH 10.0;
non-reactive surlactant; prese rvative

R2  EDTA:7.5 mmolL: pH 7.3; non-reactive surfactant, preservative

o 108

2 Fhyaroertp
R1isin position B and R2 & in position C.
Precautions and warnings
Formiwdnmosuc

uchamamnumm required for handiing &l labocatory

uspouoi ol vaste matedial should be in accordance with local guidelines.
Safety data sheet avalable for professional user on request.

For USA: Caution; Federal law mstricts his device 1o sale by or on the

order of a physician.

Reagent handling

Ready for use

Storage and stability

cA2

Shelf e at 28°C: See expiration date
on cobas ¢ pack
label.

On-board in use and refrigerated on the analyzer: 6 weeks

Divent NaCi @ %

Shelf e at 2-8°C: See expiration date
on cobas ¢ pack
label.

On-board in use and refrigerated on the analyzer: 12 weeks

Specimen collection and preparation

For specimen collection and preparation only use sultable tubes or

Only the specimens isted below were tested and found acceptable.
Serum: Fresh serum collected in he fasting state is the preferred specimen.
Plasma: Li-heparin plasma.
Serum or plasma shoukd be separated from blood cells as soon as passible,
sqmmﬂembmodmug?odmmmbmcwmvﬂm’
a patients receiving EDTA (treatment of rcalcemia
unsuitable for analysis, quDTAwildnlmt'z':hm render it
unavailable for reaction with NM-BAPTA. Co-precipitation of calcium with
tmﬁehmm;hum)hdsorduﬂuredudmmsmmed
with storage or freezing, ™
The sample ksted were fested with a selection of sample collection
muw"mmamwm.mmammu notall
available tubes of all manutacturers were ested. Sample collection systems
fom various manufacturers may contain difering materials wdch coukd
dfect he ftest results in some cases. When processing samples in primary
wbes (sample collection systems), follow the instructions of e ube
acturer.
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Annexes

Annexe 2 : Fiche technique de la méthode de dosage du calcium Arsenazo 111

Calcium AS FS*
CODE CQN : TR

Réactif de diagnostic in vitro pour la détermination quantitative du calcium dans le sérum, le plasma ou

I'urine sur systémes photométriques

Présentation

Références Emballage coffret
1113099 10 021 R 6x 25 mL
11130 99 10 026 R 6x 100mL
1113099 10 023 R 1x 1000 mL
1113099 10 704 R 8x 50 mL

Intérét clinique [1,2]

Le calcium joue un réle essentiel dans de nombreuses fonctions
cellulaires : en intracellulaire, lors de la contraction musculaire et
dans le métabolisme du glycogene ; en extracellulaire, dans la
minéralisation osseuse, la coagulation et la transmission de I'influx
nerveux. Le calcium est présent sous trois formes dans le plasma :
libre, lié aux protéines ou complexé avec des anions comme les
phosphates, les citrates ou les bicarbonates. Une diminution des
concentrations en calcium est en rapport avec les maladies
osseuses (en particulier I'ostéoporose), les affections rénales
(notamment sous dialyse), les troubles de I'absorption intestinale et
I'hypoparathyroidie. Une augmentation des concentrations en
calcium est observée dans [I'hyperparathyroidie, les affections
malignes avec métastases et la sarcoidose. Le dosage du calcium
peut aider au controle de la supplémentation calcique, en particulier
dans la prévention de I'ostéoporose.

Méthode
Test colorimétrique « arsénazo IIl »

Principe
A pH neutre, le calcium forme avec I'arsénazo Il un complexe bleu,

dont l'intensité de coloration est proportionnelle a la concentration en
calcium.

L'addition  d'acide  8-hydroxyquinoline-5-sulfonique  élimine
l'interférence due au magnésium.

Réactifs

Comp ts et C trations

Réactif

Tampon phosphate pH7,5 50 mmol/L
Acide 8-hydroxyquinoline-5-sulfonique 5 mmol/L
Arsénazo Il 120 pmol/L

Préparation et Conservation des réactifs

Le réactif et est stables jusqu'a la fin du mois de la date de
péremption indiquée, conservé entre +2 °C et +8 °C en évitant toute
contamination. Ne pas congeler le réactif !

Calcium AS FS — Page 1

Avertissements et précautions d’emploi

1. Comme le calcium est un ion ubiquitaire, des précautions sont
nécessaires pour éviter toute contamination accidentelle.
Utiliser de préférence du matériel a usage unique.

2. Des chélateurs, tel que EDTA peut empécher la formation du
complexe coloré.

3. Les réactifs contiennent de I'azide de sodium (0,95 g/L) comme
conservateur. Ne pas avaler ! Eviter le contact avec la peau et
les membranes muqueuses.

4. Dans de trés rares cas, des spécimens de patients souffrant de
gammapathie peuvent produire des valeurs faussées (7).

5. Merci de vous référer aux fiches de sécurité et prendre les
précautions nécessaires pour I'utilisation de réactifs de
laboratoire. Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours
étre exploités en fonction de I'historique médical du patient, des
examens cliniques ainsi que des résultats obtenus sur d'autres
paramétres.

6. Uniquement a usage professionnel !

Elimination des déchets

Se référer aux exigences légales nationales.
Préparation des réactifs

Le réactif est prét a I'emploi.

Matériels requis mais non fournis
Solution NaCl 9 g/L.

Equipement général de laboratoire.
Spécimen

Sérum, plasma recueilli sur héparine et urine
Ne pas utiliser de plasma recueilli sur EDTA.

Stabilité [5] :

dans le sérum/plasma 7 jours entre 20-25°C
3 semaines  entre 4-8°C
8 mois entre -20°C
dans |'urine 2 jours entre 20-25°C
4 jours entre 4-8°C
3 semaines a -20°C

Ajouter 10 mL de concentré HCI aux urines de 24 h et chauffer
I'échantillon pour dissoudre |'oxalate de calcium.
Eliminer les échantillons contaminés ! Congélation unique !

Mode opératoire

Des notices d’application adaptées aux systémes automatisés
sont disponibles sur demande.

Longueur d'onde 650 nm, Hg 623 nm

(630-670 nm)

Trajet optique 1cm

Température de mesure +20 °C/+25 °C/+37 °C

Mesure Contre le blanc réactif

Blanc Echantillon/
Calibrant

Echantillon/Calibrant - 10 pL
Eau distillée 10 uL -
Réactif 1000 pL 1000 pL
Mélanger, incuber pendant 5 min. et lire 'absorbance contre le
blanc réactif.

“Fluid Stable = Liquide & Stable
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Annexe 3 : Valeurs des niveaux de contrdles normaux (méthode Arsenazo)

TruLab N

Cat. No.

LOT

5900099 10 061 (6 x5 mL)

59000 99 10 062 (20 x 5 mL)

27547

Updated sheets: www.diasys-diagnostics.com/service-area/value-sheets/

b 20228
C€ |ivD

Value sheet version: 6

|Short Name / Analyte Method Reagent ID  Value Range Unit |
ALB Bromcresol green 10220 3.63 280 - 446 g/dL
Albumin 36.3 28.0 - 446 g/L
AP IFCC 37°C 10441 69.8 524 - 873 U/L
Alkaline phosphatase 1.16 0.873 - 1.45 pkat/L
DGKC 1970 37°C 10401 112 84.0 - 140 U/L
1.87 140 - 233 pkatlL
ALT/GPT IFCC, with pyridoxal phosphate 37°C 12701+ 487 375 - 599 UL
Alanine aminotransferase 25010 0.812 0.625 - 0.999 pkat/L
without pyridoxal phosphate 37°C 12701 49.0 377 - 603 U/L
0.817  0.629 - 1.00 pkat/L
AST/GOT IFCC, with pyridoxal phosphate 37°C 12601 + 441 339 - 542 u/L
Aspartate aminotransferase 25010 0.734  0.565 - 0.903 pkat/L
without pyridoxal phosphate 37°C 12601 42.4 327 - 522 U/L
0.707 0.544 - 0.870 pkat/L
AMY EPS G-7 1 0501 70.6 56.5 - 847 UL
Amylase 1.18 0.941 - 1.41 pkat/L
PAMY EPS G-7 10551 27.0 216 - 324 UL
Pancreatic amylase 0.449  0.359 - 0.539 pkat/L
APOA1 Immunoturbidimetric 17102 131 105 - 157 mg/dL
Apolipoprotein A1 1.31 1.06 - 1.57 g/L
APOB Immunoturbidimetric 17112 726 58.1 - 87.1 mg/dL
Apolipoprotein B 0.726  0.581 - 0.871 g/L
BILE Enzymatic cycling method 12238 9.72 7.77 - 11.7 upmol/L
Total Bile Acids
DBIL DCA 10821 0.697 0.516 - 0.878 mg/dL
Direct Bilirubin 11.9 8.82 - 15.0 pmol/L
Jendrassik-Grof 10849 0.670 0.496 - 0.845 mg/dL
115 8.48 - 144 pmol/L
TBIL DCA 10811 1.47 1.09 - 1.85 mg/dL
Total Bilirubin 25.1 18.6 - 31.7 pmol/L
Jendrassik-Grof 10849 1.65 122 - 2.08 mg/dL
28.3 209 - 35.6 umol/lL
CA Arsenazo 11130 194 173 - 216 mmollL
Calcium 7.79 6.93 - 8.65 mg/dL
Phosphonazo 11181 2.07 1.84 - 230 mmol/L
8.31 7.39 - 9.22 mg/dL
CL Colorimetric 11221 108 98.1 - 118 mmol/L
Chloride 382 348 - 417 mg/dL
CHOL CHOD-PAP 11300 + 156 134 - 178 mg/dL
Cholesterol 11350 4.04 347 - 4.60 mmol/L
CHE Butyrylthiocholin 11401 6178 5066 - 7290 UL
Cholinesterase 103 84.4 - 122 pkat/L
CK DGKC, IFCC 37°C 11601 152 122 - 182 u/L

Creatine kinase

2.53 2.03 - 3.04 pkat/L
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Annexe 4 : Valeurs des niveaux de contrdles pathologique (méthode Arsenazo)

TruLab P

Cat. No.

59050 99 10 061 (6 x 5 mL)

59050 99 10 062 (20 x 5 mL)

LOT

27548

Updated sheets: www.diasys-diagnostics.com/service-area/value-sheets/

C€

Value sheet version: 5

g 2022-08

IVD

[Short Name / Analyte Method Reagent ID  Value Range Unit |
ALB Bromcresol green 10220 504 388 - 620 g/dL
Albumin 504 388 - 620 gL
AP IFCC 37°C 10441 193 145 - 241 UL
Alkaline phosphatase 3.22 241 - 402 pkatlL
DGKC 1970 37°C 1 0401 285 214 - 35 UL
475 356 - 594 pkat/L
ALT/GPT IFCC, with pyridoxal phosphate 37°C 12701+ 120 925 - 148 UL
Alanine aminotransferase 25010 2.00 154 - 246 pkat/L
without pyridoxal phosphate 37°C 12701 119 916 - 146 UL
198 153 - 244 pkat/L
AST/GOT IFCC, with pyridoxal phosphate 37°C 12601+ 164 126 - 201 UL
Aspartate aminotransferase 25010 273 210 - 336 pkat/L
without pyridoxal phosphate 37°C 12601 167 129 - 206 UL
279 215 - 343 pkatlL
AMY EPS G-7 10501 227 181 - 272 UL
Amylase 378 302 - 453 pkatL
PAMY EPS G-7 1 0551 1M 886 - 133 UL
Pancreatic amylase 1.85 148 - 221 pkat/L
APOA1 Immunoturbidimetric 17102 193 154 - 232 mg/dL
Apolipoprotein A1 193 154 - 232 gL
APOB Immunoturbidimetric 17112 104 832 - 125 mg/dL
Apolipoprotein B 1.04 0832 - 125 gL
BILE Enzymatic cycling method 12238 387 310 - 465 pmollL
Total Bile Acids
DBIL DCA 10821 165 122 - 208 mg/dL
Direct Bilirubin 28.3 209 - 356 umol/lL
Jendrassik-Grof 10849 2.04 151 - 257 mg/dL
_ 34.9 258 - 43.9 pmol/lL
TBIL DCA 10811 4.61 341 - 580 mg/dL
Total Bilirubin 787 583 - 99.2 pmol/lL
Jendrassik-Grof 10849 504 373 - 6.35 mg/dL
862 638 - 109 pmollL
CA Arsenazo 11130 304 271 - 337 mmollL
Calcium 122 108 - 135 mg/dL
Phosphonazo 11181 3.10 276 - 344 mmol/L
124 111 - 138 mg/dL
CL Colorimetric 11221 146 132 - 159 mmol/L
Chloride 516 470 - 563 mg/dL
CHOL CHOD-PAP 11300+ 218 187 - 248 mg/dL
Cholesterol 11350 564 485 - 6.42 mmoll
CHE Butyrylthiocholin 11401 9126 7483 - 10769 UL
Cholinesterase 152 125 - 179  pkat/L
CK DGKC, IFCC 37°C 11601 234 187 - 280 UL
Creatine kinase 389 312 - 467 pkatL
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Annexe 5 : Tableau des résultats de dosage de la calcémie (Arsénazo/BAPTA)

Ech BAPTA Arsénazo
01 2.19 2.11
02 2.41 2.60
03 2.37 2.44
04 2.09 2.20
05 2.35 2.27
06 2.34 2.31
07 2.22 2.17
08 2.29 2.38
09 2.31 2.50
10 2.52 2.64
11 2.56 2.38
12 2.23 2.27
13 2.28 2.37
14 2.30 2.38
15 2.17 2.21
16 2.30 2.43
17 2.37 2.28
18 2.23 2.27
19 2.05 1.97
20 2.43 1.97
21 2.28 2.39
22 2.16 1.09
23 4.39 4.05
24 2.27 2.25
25 2.95 2.74
26 2.24 2.37
27 1.97 1.43
28 2.57 2.34
29 2.47 2.47
30 1.98 Hémolysé
31 2.35 2.50
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Annexe 6 : Tableau des répétitions des contréles Normales/Pathologique

Controéle BAPTA Arsénazo 111

Controéle normale 2.24 1.86
2.25 2.21

2.26 1.98

2.26 1.90

2.25 2.25

2.15 1.88

Contrdle Pathologique 3.43 2.89
3.39 3.25

3.36 3.12

3.38 3.08

3.35 3.02

3.26 2.89
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Annexe 7 : Tableau des controles (Normales/Pathologique) des 3 jours

BAPTA Arsénazo 111
Jour(s) Jo1 J02 J 03 Jo1 J02 J 03
Niveau 01 (Normale) 2.36 2.24 2.16 1.86 1.98 2.21
Niveau 02 (Pathologique) 3.21 3.17 3.22 3.22 3.04
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Annexe 8 : Annexe de Biologie médicale : spécifications et normes d’acceptabilité a
I’usage de la validation de techniques

Tableau 3. Limites d'acceptabilité proposées

1 2 3 ) 5 6 7 8 9
Analyte Unité Domaine Valeurs Niveaux Inter- Répetadilite Reproductibilité Justesse
de mesure usuolles valle % cV% cV% %
(indicatif) (u(um.)-)
Bas  Moyen Elevé Bas Moyen Elové| Bas Moyen Elevé | Bas Moyen Elevé

Dosages plasmatiques
Acide urique pumol/ 10-1 000 150-500 150 300 450 15 27 24 21|36 32 28 |77 62 53
Ammonium pmoll 1-1 000 10-50 50 100 200 20 53 45 38| 70 60 50 |71 67 62
Bicarbonates mmol! 5-50 2029 10 20 30 15 75 60 45 /100 80 60 |66 6 53
Bilirubine pmoli 5400 517 15 50 150 15 51 42 32| 68 56 42 | 134 106 12
Caloium ionisé mmold |  0,20-5,00 1,051,30 060 100 150 10 12 12 12|16 16 116 (17 17 W7
Calewum total mmold | 050-5,00 2,25-2,60 180 240 340 4 12 12 12|16 16 16 |7 17 17
Chlorure mmol! 50-200 96-108 B0 105 120 4 12 12 12|16 16 16 (19 19 19
Cholestérol mmold 05-100 3265 30 50 80 10 30 30 30| 40 40 40 | 57 57 57
Chol. HOL mmold 0250 1020 08 14 22 10 45 45 45| 60 60 60 8 8 8
Créatinine pmoid 10-1 000 60-110 50 140 5% 10 45 34 18| 60 45 24 8 78 78
Fer pumold 051000 9,0:30,0 50 200 400 15 60 38 30| B0 50 40 | 127 87 69
Ferritine ugh 21500 10-350 20 200 800 20 76 60 60| 100 80 B0 |83 6 6
Folates ngl 0-20 29 1 4 15 20 75 60 60 (100 80 80 | 1 B89 B9
Fructosamines pmold 10-1 000 200265 200 400 600 10 38 38 38| 50 50 50 |87 75 62
Glucose mmol 0.5-50,0 4058 20 60 160, 10 24 18 12| 32 24 16 (51 44 37
Hb Ale % 1,0-150 40 70 100 10 38 38 38| 50 50 50 |62 62 62
Lactate mmol 0,2-150 04-20 10 30 80 2 38 38 38| 50 50 50 |87 87 87
Magnésium mmoVl |  0,10-4,00 0.701.00 050 09 160! 1 30 24 24| 40 32 32 |45 51 51
Phosphates mmoll |  0,20-5,00 0,60-1,50 050 15 300 10 30 25 18| 40 33 24 | 39 45 51
Potassium mmol! 05-10,0 3550 20 40 60 8 15 12 1220 16 16 |29 31 31
Protéines tot. gl 204120 60-76 40 65 90 6 24 18 18| 32 24 24 |38 38 32
Sodium mmol/ 50-180 135-145 120 140 160 3 10 08 07|13 11 09 [15 14 13
wundn mmoll | 0,20-15,00 0,40-1,80 05 150 300 15 42 36 36| 56 48 48 | 83 64 64

mmoll 0,5-50,0 2515 25 100 250 15 45 30 19 ([ 60 40 25 | 104 69 43
Dosages urinaires
Acide urique mmold 0150 1545 05 15 40 15 45 38 30| 60 50 40 (104 B7 69
Calcium mmold 01-50 1515 10 25 40 10 30 30 30| 40 40 40| W0 W W
Chiorure mmolt 10-175 26130 30 80 140 10 38 30 23| 50 40 30 |87 45 4
Créatinine mmol 05-25 818 1 8 20 10 45 038 38| 60 50 50 8 62 62
Glucose mmoll | 05-70,0 <0, 10 100 300| 10 |45 38 38| 60 50 50 [ 53 49 62
Magnésium mmol) 0,5-10,0 3050 05 20 60 10 45 45 45| 60 60 60 8 8 8
Microalbumine (1)  mg/ 2-500 <10 20 50 100 10 60 45 45| 80 60 60 | B9 8 8
Phosphates mmoll 09400 10,0-30,0 20 100 200 10 45 45 38| 60 B0 50 | 104 8 62
Potassium mmold 2-300 25130 20 100 200 10 38 38 30| 50 50 40 | 49 49 45
Protéines o 0,10-2,00 <015 020 080 120 10 68 53 38| 90 70 50 |79 133 87
Sodium mmoll 5-300 20-200 20 100 200 10 38 38 30| 50 50 40 | 49 49 45
mm mmolA 10-600 100-500 10 150 350 10 45 45 38| 60 60 50 8 67 62
§' nucléotidase uA 0-50 05 10 20 50 15 45 45 38| 60 60 50 B 67 62
a-amylase uA 0-500 < 80 5 150 400| 10 |45 45 38| 60 60 50 | 8 67 62
ALAT 37 'C u 0-800 1065 20 50 200 10 45 45 38! 60 60 50 B 67 62
ASAT 37°C un 0-800 1045 20 50 200 10 45 45 38| 60 60 50 8 67 62
CK37*C u 0-500 30-160 50 100 400 10 45 45 38| 60 60 50 8 67 62
GGT 37 un 0-800 1065 20 50 390 10 45 45 38| 60 60 50 8 67 62
LDH 37 * uA 0-1200 210450 150 300 900 10 45 45 38| 60 60 50 8 67 62
Lipase (lurbidimétrie) UA 0-700 50190 80 200 400 10 45 45 38| 60 60 50 8 67 62
(colorimétrique) a 0-300 7-60
PAL 37" u 1-1 000 40-110 20 50 390 10 45 45 38| 60 60 50 B 67 62
Immunochimie
at-antitrypsine ol 05-10 154 1 2 4 10 |45 45 38| 60 60 50 | 104 104 87
a2-macrogiobuline g1 05-10 1535 1 2 4 10 45 38 30| 60 50 40 |53 62 69
Albuming g 5-100 3555 20 30 50 10 |45 38 30| 60 50 40 | 53 62 69
ApoAl o 023 1122 05 15 2 10 60 45 38| 80 60 S50 | 127 104 109
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