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LISTE DES ABRÉVIATIONS 

 

VHB : Virus de l’Hépatite B 

TDV : Ténofovir 

EV : Entécavir 

AdhepB : Adhésion des patients porteurs chroniques de l’hépatite B au traitement par 

analogues nucléosidiques ou nucléotidiques en région Rhône Alpes 

CE50 : Concentration Efficace 50 

SPE : Solid Phase Extraction 

HPLC : High Performance Liquid Chromatography 

HILIC : Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography 

COFRAC : Comité Français d’Accréditation 

SI : Standard Interne 

MeOH : Méthanol 

CAN : Acétonitrile 

CQI : Contrôle de Qualité Interne 

HPLC-MS/MS : chromatographie liquide haute performance couplée à la Spectrométrie de 

Masse en tandem 

MRM : Multi Reaction Monitoring 

LOD : Limit Of Detection 

LLOQ-ULOQ : Lower/Upper Limit Of Quantification 

CV : Coefficients de Variation 

Cmax : Concentration Maximale 

Sd : Standard deviation 
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INTRODUCTION 

 

L’hépatite B est une pathologie extrêmement fréquente, puisqu’un tiers de la population 

mondiale présente des marqueurs sérologiques d’infection passée ou présente au Virus de 

l’hépatite B (VHB)[1]. 

Les traitements les plus récents de cette maladie sont le Ténofovir (TDF) et l’Entécavir (EV). 

Le TDF a une pharmacocinétique bien connue et décrite par de nombreuses publications, chez 

le patient mono-infecté par le Virus de l’Immunodéficience Humaine[2], le volontaire 

sain[3,4], et le patient atteint de l’hépatite B [5]. A l’inverse, la pharmacocinétique de l’EV 

chez le patient atteint de l’hépatite B est peu décrite [6]. 

Ce travail a porté sur une étude ancillaire du protocole clinique AdhepB (Adhésion des 

patients porteurs chroniques de l’hépatite B au traitement par analogues nucléosidiques ou 

nucléotidiques en région Rhône Alpes, numéro DRCI : 1202, numéro Afssaps : 2012-

A00056-37) dont l’investigateur principal est le Dr Marie-Noelle Hilleret. L’objectif principal 

de ce protocole était d’évaluer le taux d’adhésion thérapeutique des patients porteurs d’une 

hépatite virale chronique B et traités par analogues nucléosidiques ou nucléotidiques à 12 

mois de suivi. Le critère de jugement principal était un score composite d’adhésion basé sur 

un score compris entre 0 et 2 (inclus) sur l’échelle de Morisky adaptée (annexe 1), une 

dispensation pharmaceutique correspondant à la prescription de 80 % du traitement et une 

mesure d’adhésion (par Echelle Visuelle Analogique) supérieure à 7 à la visite à M12, ainsi 

que par des dosages pharmacologiques. 

Le présent travail a porté sur la mise au point d’une méthode de dosage de l’EV. Cette 

molécule est très puissante, puisqu’elle inhibe la synthèse de l'ADN du VHB à une 

concentration Efficace 50 (CE50) de 1.11 µg/L dans les cellules hépatiques humaines HepG2 

infectées par le VHB de type sauvage [7], ce qui implique que les posologies quotidiennes 
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administrées (0,5 et 1 mg/ jour) sont faibles. Sa biodisponibilité est estimée supérieure à 70 % 

[7] et son volume de distribution est de 115 L [8]. En conséquent, les concentrations 

plasmatiques mesurées sont faibles (entre 50 et 5000 ng/L). Il a donc été nécessaire de mettre 

au point une méthode analytique suffisamment sensible. Cette méthode a consisté : 

- en une Extraction en Phase solide (SPE) préliminaire (cartouches waters Oasis HLB 1 cc), 

qui a permis de purifier l’échantillon et de le concentrer (gain de sensibilité). 

-en une phase de séparation des composés de l’échantillon concentré par chromatographie 

liquide haute performance (HPLC). L’Entécavir étant une molécule polaire (logP = -0.5[9], 

structure représentée en Figure 1), l’utilisation de colonnes HILIC (Hydrophilic Interaction 

Liquid Chromatography) a permis l’emploi de fortes proportions de solvant organique 

(acétonitrile) pour décrocher les molécules d’Entecavir de la phase stationnaire de la colonne. 

-en une détection par spectrométrie de masse en tandem avec une ionisation par un 

électrospray  dont la qualité a été améliorée par l’emploi d’un solvant organique, qui a facilité 

la nébulisation des composés d’intérêt.  

Nous nous sommes intéressés à l’observance des patients, en comparant les concentrations 

mesurées ainsi que les délais entre la prise du médicament et le prélèvement, entre les patients 

observants et non-observants selon le score de l’échelle de Morisky adaptée. Nous avons pu 

déterminer le profil pharmacocinétique de l’EV chez les patients atteints de l’hépatite B et 

traités de façon chronique. Ces premiers résultats pourront servir de base pour des études 

futures de pharmacocinétique de population, afin de décrire la pharmacocinétique de 

l’Entécavir et sa variabilité inter-individuelle (dans le but de pouvoir éventuellement adapter 

individuellement les posologies). 
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Figure 1 : structure de l’Entecavir 

Dans le cadre de l’accréditation des laboratoires de biologie médicale, il a été nécessaire 

d’effectuer une validation de la méthode de dosage de l’Entécavir, selon la norme ISO 15189 

relative aux laboratoires de biologie médicale. Une validation de méthode complète 

(évaluation de la répétabilité, reproductibilité, spécificité, effet matrice…) a donc été réalisée, 

et la deuxième partie de cette thèse est constituée du document SH FORM 43 qui représente 

le dossier de validation de méthode quantitative (portée B) de l’EV. Ce dernier permettra au 

laboratoire de pharmacologie du CHU de Grenoble d’être accrédité par le Comité Français 

d’Accréditation (COFRAC) pour cette analyse biologique. 

Enfin, cette description d’une méthode analytique pour le dosage de l’EV dans le plasma de 

patients atteints de l’hépatite B a fait l’objet d’un article scientifique en cours de soumission, 

qui constitue la troisième partie de cette thèse. 

 

 

 

 

 

 

Molecule of Entecavir 
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I.  Matériel et méthodes 

1. Réactifs 

L’Entécavir (EV) et le standard interne (SI) (EV 13C3
15N) proviennent d’Alsachim, Illkirch 

Graffenstaden, France. Le méthanol (MeOH) de grade HPLC, l’acetonitrile (ACN) et l’acide 

acétique (pureté > 99%) proviennent de Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, France). 

L’acétate d’ammonium de grade HPLC provient de Prolabo (Paris, France). L’eau ultra pure 

(résistivité ≥18.0 MΩ/cm) est obtenue en utilisant un distributeur Milli-Q Plus (Millipore, 

Molsheim, France). Les tubes en Polypropylène de 2 millilitres (mL) pour centrifugation, les 

tubes de 2 mL avec restriction de 200 microlitres (µL) et les embouts de pipettes sont fournis  

respectivement par Eppendorf (Le Pecq, France), Interchim (Montluçon, France) et Gilson 

(Middletown, WI, USA). Les plasmas vierges proviennent de l’Etablissement Français du 

Sang (Grenoble, France). 

 

2. Solutions mères, standards de calibration et contrôles internes de qualité  

La solution mère d’EV 13C3
15N (1 mg/mL) est préparée dans l’acétonitrile. Deux solutions 

mères (une pour la calibration et une pour les contrôles de qualité interne) d’EV (1 mg/mL) 

sont préparées dans l’eau. Les standards de calibration sont préparés aux centrations 50, 100, 

200, 500, 1000, 5000, 10000 ng/L, ainsi que trois niveaux de contrôles de qualité interne 

(CQI) : 150, 750 et 3000 ng/L, en utilisant les mêmes plasmas. Les standards de Calibration et 

les CQI sont ensuite stockés à −20◦C.  
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3. Traitement des échantillons par extraction en phase solide (SPE) 

La SPE est une technique rapide et efficace dont le principe est simple : après adsorption des 

composés à extraire sur une phase stationnaire contenue dans une cartouche (préalablement 

conditionnée), on lave la cartouche ce qui permet d’éliminer des impuretés. Puis on récupère 

les composés d’intérêt lors de l'élution. Cette technique permet de concentrer les composés à 

doser et de les purifier, ce qui augmente la sensibilité et la spécificité du dosage. 

 

110 µL de plasma et 220 µL de SI (1000 ng/L) sont mélangés dans des tubes Eppendorf. 300 

µL de ce mélange sont déposés sur une colonne SPE (waters Oasis HLB 1 cc) qui est pré 

conditionnée avec 900 µL de MeOH suivi de 900 µL d’eau. La colonne SPE est ensuite lavée 

avec 2.3 mL d’eau et séchée sous vide. La cartouche est finalement éluée par deux fois 150 

µL de MeOH et les éluats sont collectés dans des tubes en polypropylène. Les échantillons 

sont ensuite évaporés sous azote, à une température inférieure à 40°C. Finalement les 

échantillons secs sont reconstitués avec 50 µL d’un mélange H2O/ACN 50/50 et 5µL sont  

injectés dans le système HPLC connecté à la spectrométrie de masse en tandem (HPLC-

MS/MS). 
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4. Dosage par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem  

Du fait de la forte polarité de l’EV une chromatographie à interactions hydrophiles est 

utilisée.  

La HILIC [10] présente l’intérêt d’utiliser une phase mobile majoritairement 

organique contenant de l’eau comme éluant fort. L’eau forme une couche polaire semi-

immobilisée dans laquelle les analytes polaires vont interagir plus efficacement à la surface de 

la phase stationnaire. 

On génère ainsi de fortes rétention pour les composés polaires qui d’ordinaires ne sont pas 

retenus en chromatographie à polarité de phase inversée. Enfin l’emploi d’une forte 

proportion de solvant organique facilite l’ionisation de des composés, ce qui apporte un gain 

de sensibilité au dosage. 

 

4.1. Conditions chromatographiques 

Dans notre méthode, le système de chromatographie liquide comporte un système de 

pompage haute pression, un injecteur automatique ainsi qu’un four colonne (Ultimate 3000 

RS, Dionex Thermo Scientific, Germering, Germany). La colonne chromatographique utilisée 

est un modèle Macherey Nagel Nucleodur HILIC, 3 µm, 2 mm×125 mm (Düren, Germany).  

La phase mobile est constituée d’acétate d’ammonium 20 mM, au PH 5, (phase mobile A) et 

d’acétonitrile (phase mobile B). Les composés sont chromatographiés par un gradient 

d’élution à un débit de 0.600 mL/min. De 0 à 3.5 min la proportion de phase mobile B 

diminue linéairement de 98 à 20%. Cet état est maintenu durant 0.5 min, puis le système 

revient aux conditions initiales de 4 à 9.5 min. L’injecteur automatique automatique et le four 

de la colonne sont respectivement thermostatés à 4 et 60°C.  
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4.2. Détection par spectrométrie de masse en tandem 

La spectrométrie de masse est une technique physique d'analyse permettant de détecter et 

d'identifier des molécules d’intérêt par la mesure de leur rapport masse/charge (m/z) [11]. Elle 

comporte : 

- une source d'ionisation electrospray: à la sortie de la colonne chromatographique et à 

pression atmosphérique, l’effluent liquide qui véhicule les analytes est dirigé dans un 

capillaire métallique (électrode) soumis à une très haute tension (plusieurs milliers de volts). 

Il se forme alors à l’extremité de l’électrode un spray ; le liquide est nébulisé (formation de 

microgouttelettes) et les composés ionisés (ajout ou retrait d’une ou plusieurs charges en 

fonction de la polarité de la tension). L’électrospray est une ionisation douce car les composés 

ne sont pas fragmentés. Ils conservent leurs états moléculaires : [m+H]+ en ionisation positive, 

[m-H]- en ionisation négative. 

- des analyseurs qui séparent les ions produits selon leur rapport m/z : nous utilisons ici 

des analyseurs quadripolaires. Les quadripôles sont constitués d’au moins quatre électrodes 

parallèles qui sur lesquelles sont appliqués un champ électromagnétique. Lorsque que 

plusieurs quadripôles sont en série, on parle de spectrométrie de masse en tandem. : le 

premier quadripôle sélectionne un ion précurseur selon son rapport m/z (ici l’EV protoné). 

Puis une fragmentation de cet ion a lieu dans le deuxième quadripôle, appelé cellule de 

collision. Cette chambre est traversée en continue par un gaz (azote ou argon). La collision 

entre l’ion précurseur et le gaz provoque la formation d’ions secondaires (ions fils), qui seront 

à leur tour sélectionnés selon leur rapport m/z dans le troisième quadripôle. Ainsi on obtient 

une transition ion père/ion fils qui permet d’obtenir une très bonne spécificité lors de 

l’analyse. Ce mode de balayage qui consiste à isoler un ion parent puis un seul de ses ions fils 

est appelé multiple reaction monitoring (MRM). 

- un détecteur de type électromultiplicateur qui permet de compter les ions obtenus et de 

générer un signal électrique dont l’intensité est proportionnelle au nombre d’ions qui lui 

parviennent. 

 Un système informatique est ensuite nécessaire pour traiter et exploiter le signal obtenu.  

 

Dans notre expérience, les mesures sont réalisées sur un spectromètre de masse API 4000 

(Sciex, Toronto, Canada) équipé d’une source d’ionisation  turbo V®. L’ionisation était 

obtenue en mode électrospray positif à +5500 V, avec les paramètres suivants : gaz de 
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nébulisation à 50, gaz auxilliaire à 60 psi,  température de la source  à 600°C, et gaz de 

collision à 30 psi.  

La quantification est réalisée en mode MRM, en utilisant deux transitions ioniques pour l’EV 

(une pour la quantification : m/z 278.2/152.1 et une pour la confirmation m/z 278.2/135.5) et 

une transition pour le SI : m/z 282.2/156.1.  

 

5. Validation de méthode 

La méthode est validée selon les recommandations du guide de validation de méthodes bio 

analytiques de la Food and Drug Administration (FDA) [12] et les exigences du Comité 

Français d’Accréditation (COFRAC). Les paramètres suivants ont donc été vérifiés : 

spécificité, sélectivité, courbe de calibration, précision et biais (répétabilité et 

reproductibilité), limite de  détection (LOD), limites basses et hautes de quantification (LLOQ 

et ULOQ), contamination inter échantillons, effet matrice, intégrité de dilution et stabilité 

(étude bibliographique) et analyse des risques. 

 

6. Analyse de plasmas humains 

Les plasmas de patients mono infectés par le VHB et inclus dans l’essai clinique AdHepB 

(numéro Afssaps : 2012-A00056-37) sont étudiés. L’observance des patients est évaluée par 

le score obtenu sur l’échelle adaptée de Morisky (Annexe 1). Un échantillon de plasma était 

prélevé dans un tube de 5mL contenant de l’héparinate de lithium comme agent anticoagulant. 

Pour chaque échantillon le délai entre l’heure de la prise orale d’EV et l’heure à laquelle était 
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effectué le prélèvement est noté. Les échantillons étaient prélevés 6, 12 et 18 mois après le 

début du traitement par EV. Tous les échantillons sont centrifugés pendant 10 min à 2000 g et 

10°C et les plasmas stockés à -20°C en attendant d’être analysés. 

 

II.  Résultats 

1. Chromatogrammes 

Les chromatogrammes d’échantillons doubles blancs, blanc, d’un CQI moyen (750 ng/L) et 

d’un patient traité par EV et quantifié à 267 ng/mL sont représentés dans la figure 1. 

Le temps de rétention est de 2.46 min pour l’EV.  

Le signal de détection de l’EV est inférieur à la limite basse de quantification (LLOQ) dans 

les échantillons blancs. Ces résultats suggèrent l’absence de composés endogènes significatifs 

co-élués avec l’EV et le SI, et que notre méthode présente une bonne spécificité et sélectivité 

sur chaque transition ionique. 

 

2. Répétabilité et reproductibilité  

La répétabilité est évaluée sur les 3 niveaux de CQI (n=6). Les CV et biais sont compris 

respectivement entre 0.67 et 3.83 %, et entre 3.83 et 7.45 %. La reproductibilité est évaluée 

sur les 3 niveaux de CQI (n=6). Les CV et biais sont compris respectivement entre 3.06 et 

6.41 %, et entre 4.57 et 5.79 %.  

 

3. Limite de détection (LOD), limites basses et hautes de quantification (LLOQ and 

ULOQ):  
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La  LOD est obtenue à 10 ng/L.  

La LLOQ et l’ULOQ sont respectivement de 50 (CV : 7.01 % ; biais : -1.9 %) and 10 000 

ng/L (CV : 0.68 % ; biais : -0.2 %).  

 

4. Linéarité 

La linéarité de la courbe de calibration est évaluée en utilisant une régression linéaire 

pondérée en 1/x pour le ratio EV sur EV 13C3
15N, versus les concentrations théoriques. Elle 

est décrite par l’équation suivante : y = 0.571 ± 0.04  (coefficient de corrélation 0.99994 ± 

0.00005, n=6). La courbe de calibration est linéaire entre 50 à 10 000 ng/L. Les biais des 

concentrations mesurées varient de -4.5 à 3.5 %.  

 

5. Effet matrice  

Il y avait un effet matrice (suppression du signal de l’ordre de 30 % pour CQI bas et CQI 

haut). Cependant la superposition de 6 signaux MRM d’EV, d'un signal d’EV 13C3
15N, et d’un 

pic chromatographique d’EV, montre  que les signaux MRM continus mesurées sur l’EV et 

l’IS sont comparables. Les perturbations subites au cours de l’analyse par l’EV sont bien 

compensées par celles de l’IS (figure 2). Cet effet matrice mesuré ne perturbe donc pas notre 

méthode de dosage. 

 

6. Contamination inter-échantillons 

Le pourcentage de contamination inter échantillons est quasi nul (0.01 %). 
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7. Intégrité de dilution 

Nos résultats  montrent une intégrité de la dilution au ½ d’un échantillon à 15 000 ng/L (CV : 

2.08 % ; biais : 10.1 %) et de la dilution au 1/5  d’un échantillon à 25 000 ng/L (CV : 0.96 % ; 

biais : 14.13 %). %.  

 

8. Coefficient d’extraction  

Les coefficients d’extraction étaient respectivement de 73.79 % et 83.31 % (CV : 6.5 % et 7.3 

%), pour les CQI bas et haut, indiquant une perte acceptable du composé d’intérêt lors de 

l’extraction des échantillons. 

 

9. Stabilité 

L’étude bibliographique montre que la stabilité de l’EV dans le plasma et dans une solution 

de méthanol est compatible avec notre pratique au laboratoire.  

 

III.  Document SH FORM 43 du COFRAC  

Cette méthode analytique a été mise en place au laboratoire de pharmacologie-toxicologie du 

CHU de Grenoble. Elle fait partie de la portée d’accréditation du laboratoire, afin qu’elle 

puisse être utilisable en pratique quotidienne ou dans le cadre de protocoles cliniques. Le 

document SH FORM 43 qui suit répond aux différentes exigences du COFRAC, qui impose 

aux laboratoires de biologie médicale des objectifs de performances, de qualité et de 

compétences selon la norme internationale ISO 15189. 
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Laboratoire de Biologie Médicale  
UM de Pharmacologie et Toxicologie - 

DBTP 
Référence : GBAQ.ANA-FOR-004 

DOSSIER DE VALIDATION DE METHODE QUANTITATIVE  
 

Date d’application : 15.09.2014 
Version : 1 
Nombre de pages : 23 

Rédigé par : G. Chovelon 
Vérifié par : JF. Jourdil 
Approuvé par : F Stanke 

 
UM de Pharmacologie-Toxicologie - DBTP 
 
Portée :  �A ⌧B 
Examen :  � routine ⌧spécialisé 
 

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE : 
Entecavir – ABSciex API 4000 (V26070909) 

 
 
 

 
DESCRIPTION DE LA METHODE 

 
Analytes/Mesurandes :  Entécavir 
Principe de la Mesure  :  Chromatographie liquide couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) 

Méthode de mesure  : Quantification en mode de balayage MRM 
établie avec régression calculée par rapport de 
surfaces de pics chromatographiques : analyte 
sur étalon interne. 

Type d'échantillon primaire (urine, 
sang, …) :  Plasma 

Type de récipient, Additifs (tubes, …)  : Héparinate de lithium 
Prétraitement  de l'échantillon 
(centrifugation, dilution, …) : 

Centrifugation 10 min, 2000 g 
 

Unités  :  ng/L 
Intervalles de référence  : Fourchettes thérapeutiques variables en 

fonction du temps de prélèvement, des 
interactions médicamenteuses et des 
associations.  
 
Entécavir (références : résumé des 
caractéristiques du produit) 
 
A l’état d’équilibre : 
- 0.1 mg/jour : 
Cmax = 0.60 ng/mL  
AUCτ = 2.51 ng·h/mL. 
- 0.5 mg/jour : 
Cmax = 4.23 ng/mL  
AUCτ = 14.78 ng·h/mL. 
- 1 mg/jour : 
Cmax = 8.24 ng/mL  
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AUCτ = 26.38 ng·h/mL. 
 

Marquage CE  (Oui/Non)  : Non 
Codage C.N.Q.   (s'il existe)  : Non 
Instrument  (analyseur automatique, 
etc.) : 

- Chromatographie liquide : Ultimate 3000, 
Thermo Scientific 
- Spectrométrie de masse: SCiex – API 4000 
- Colonne chromatographique : Macherey 
Nagel, Nucleodur HILIC 3 µm (2.1 mm x 150 
mm) 
 

Référence du réactif   (référence 
fournisseur, version notice) : 

. Molécules  
- Entécavir en poudre – REF : Alsachim C2077 
- Entécavir 13C3 

15N en poudre – REF: Alsachim 
C878 (étalon interne) 
 
. Solvants (références en fonction de l’appel 
d’offre en cours): 
- Méthanol (>99%) 
- Acétonitrile (>99%) 
- Acide acétique glacial (99.9-100.5%) 
- Acétate d'ammonium (>98%) 
- Eau ultrapure Milli Q® 

Matériau d'étalonnage (références)/ 
Raccordement métrologique (matériel 
critique): 

Solutions mères d’entécavir et d’entécavir 13C3 
15N 

Type d'étalonnage, nombre de niveaux 
et valeurs : 

- Calibration avant chaque série 
- Calibrants maison : 7 points + 1 blanc  
0, 50, 100, 200, 500, 1000, 5000, 10 000 ng/L 
- Courbe de calibration régression linéaire 
pondérée en 1/x 

 
 
 

 
MISE EN ŒUVRE 

 
Opérateur(s) habilité(s) ayant réalisé la 
vérification de méthode :  

Guillaume Chovelon (interne en Biologie), 
Jean-François JOURDIL (ingénieur), Cécile 
Girard (technicienne), Karine SCALABRINO 
(technicienne) 

Procédure de validation :  GBAQ.ANA-PRO-004 (v1) 
Procédure de gestion de la portée 
flexible : GBAQ.QUA-PRO-005 (v2) 

Période d'évaluation  : [Janvier 2013 – Septembre 2014] 
Date de mise en service  : Octobre 2014 
Autorisation de mise en service par  : Pr Françoise Stanke, biologiste responsable 

médical de l’UM de Pharmacologie et 
Toxicologie, DBTP. 
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MAITRISE DES RISQUES 

Données d'entrée Points critiques à maîtriser Modalités de maîtrise 

PRE ANALYTIQUE    

Conformité d'identité et 
de prélèvement 

Etiquetage du tube 
Bon de prescription 

- Habilitation du personnel 
préleveur 
- Manuel de prélèvement 
- Module de formation en ligne 

Conformité d'identité et 
de prélèvement 

Vérification du tube de 
prélèvement et conformité 
avec le bon de prescription 

- Habilitation du personnel en 
charge du pré analytique 
(RCP.ORG-PRO-009) 
- Manuel de prélèvement 
- Procédure de gestion des non-
conformités préanalytiques 
(GBAQ.PRE-PRO-006) 
- Procédure de gestion des 
différents types de non-
conformités au sein du LBM 
(GBAQ-GRE-PRO-004) 

Type d'échantillon 
primaire (urine, sang, 
Type de récipient 
(tubes, …), Additifs :  

Plasma 
 
Nature de l’anticoagulant : 
Héparinate de lithium 

- Manuel de prélèvement et 
catalogue des analyses du 
CHUG 
- Procédure générale de la 
réception des prélèvements à la 
RCP (RCP.ORG-PRO-002) 
- Procédure de gestion des non-
conformités (GBAQ.PRE-PRO-
006) 
- Gestion des réclamations et 
non conformités au sein du 
LBM du CHU de Grenoble 
(GBAQ.GRI-PRO-002) 
- Organisation de l’UM de 
pharmacologie et toxicologie 
(PHT.ORG-PRO-001) 
- Procédure de gestion du 
transport des échantillons 
- Suivi des températures des 
enceintes froides par le logiciel 
Sirius  

 

Condition de prélèvement : 
Avant la prise du traitement, 
de préférence une fois l’état 
d’équilibre atteint. 

Manuel de prélèvement et 
catalogue des analyses du 
CHUG 
 

 
Volume de remplissage : 
4 mL (optimal) 
1 mL (minimal) 

Manuel de prélèvement et 
catalogue des analyses du 
CHUG 
 

 

Conditions d’acheminement ; 
Délai inférieur à 72 h  
T°C de 15 à 25 °C 
Conditions de stockage pré-
analytique : +4°C 

Manuel de prélèvement et 
catalogue des analyses du 
CHUG 
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MAITRISE DES RISQUES 

Données d'entrée Points critiques à maîtriser Modalités de maîtrise 

Prétraitement de 
l'échantillon : 
centrifugation 

- Centrifugation standard : 10 
min à 2 000 g. 
- Aliquotage en tube 
polypropylène avant 
congélation. 

Procédure d’entretien courant 
d’une centrifugeuse de 
laboratoire (GBAQ.EMT-PRO-
001). 

 
Prétraitement  de 
l'échantillon : dilution N/A N/A 

Prétraitement de 
l'échantillon : étiquetage 
du tube secondaire  

Identification de l’aliquot à la 
réception du tube primaire. 

- Procédure PVS (MOP : 
PCB.BIC-MOP-006, 
organisation des postes de 
travail : PCB.BIC-PRO-007) 
- Traitement des tubes un par 
un avec une étiquette 
secondaire générée par le SGL 

 

Main d'œuvre 
(habilitation du 
personnel) : Préciser les 
références des 
procédures et 
enregistrements.  

Compétences du personnel Matrice de compétence dans le 
bureau des cadres 

Habilitations :  
- des techniciens 
- des biologistes 
 

- Matrice des habilitations 
(GBAQ.GRH-FOR-002) 
- Fiches de poste de la PCB du 
DBTP : PCB.BIC-FDP-002, 
PCB.BIC-FDP-003, PCB.BIC-
FDP-007. 
- Fiches de postes 
Pharmacologie-Toxicologie : 
PHT.GRH-FDP-001 à 027. 
- Fiche habilitation individuelle 
(PCB.BIC-FOR-020 et 
PHT.GRH-FOR-005 à 020) 
- Fiche de poste validation 
biologique en pharmacologie-
toxicologie (PHT.GRH-FDP-
020). 

Conditions ambiantes 
requises (ex : 
Température, 
organisation des locaux, 
éclairage,…) : 

Conditions de 
fonctionnement de 
l’analyseur :  
 
- Température de la pièce [15 
– 25]°C avec variations ±2°C 
 
- Electricité 

 
 
 
 
- Suivi des températures de 
pièce. 
 
- Onduleur, circuit secouru. 

Référence du 
réactif  (référence 
fournisseur, version) : 

Réactifs internes 

- Gestion des températures des 
enceintes par SIRIUS  
- SAPANET : Logiciel de 
gestion des commandes et des 
stocks (PHT.DIV-PRO-012)  
- Mode opératoire de fabrication 
des gammes de calibration et 
contrôles de qualité internes 
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maison (PHT.DIV-MOP-003). 

Matériau de référence : Poudres certifiées et 
solutions mères 

Péremption des poudres et 
solutions mères gérée par le 
technicien réfèrent. 

Equipements : 
Exigences 
métrologiques 

- Qualité de l'eau: eau 
ultrapure Milli Q® (type 1 i.e. 
résistivité > 18 MΩ.cm) 
 
 
 
 
- Qualité des solvants et 
produits chimiques: utiliser 
une qualité compatible avec 
la détection par spectrométrie 
de masse. Attention, tout 
changement de fournisseur 
peut impacter la qualité de 
l'analyse 
 
 
- Centrifugation des 
échantillons sanguins après 
précipitation des protéines 
 
 
- Maintenance de 
l’appareillage 
 
 
 
- Pipettes vérifiées et 
calibrées au moins une fois 
par an 
 
 
 
 
 
- Balances de précision 
vérifiées une fois par an 
 
 

- Vérification/maintenance 
préventive annuelle de 
l'équipement de purification 
d'eau (Milli-Q® - Millipore, 
Molsheim, France). 
 
 
- Vérification et tests de chaque 
produit lors d'un changement de 
référence : procédure de 
gestion des commandes de 
réactifs, consommables, 
contrôles de qualité interne et 
calibrants (PHT.DIV-PRO-012) 
 
 
 
- Procédure d’entretien courant 
d’une centrifugeuse de 
laboratoire (GBAQ.EMT-PRO-
001). 
 
- Utilisation et maintenance des 
API 3200 et API 3200 QTRAP: 
PHT.EQU-PRO-002  et 
PHT.EQU-PRO-003 
 
- Contrôle et maintenance des 
pipettes opérés par une 
personne habilitée 
(BIOMED.BIO-MOP-001 et 
BIOMED.BIO-PRO-001 et 
BIOMED.BIO-FOR-006) 
 
 
- Vérification/maintenance 
préventive annuelle des 
balances de précision. 

ANALYTIQUE   

Instrument Conditions analytiques Cf. partie conditions analytiques 
en fin de ce document 

CIQ Gestion des CIQ 

- Suivi des CIQ sur le logiciel 
dédié URT 
- Procédures de gestion des 
CIQ (PHT.QUA-PRO-005 / 
PHT.QUA-PRO-001) 
 

ID des tubes d’analyse 
Erreur d’identification 
 
 

- Numérotation conjointe du bon 
de prescription avec le tube 
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Inversion de patient -Vérification des identités sur 
les tubes, les tubes 
secondaires, les vials à chaque 
étape 
-Vérifier le positionnement des 
tubes d’élution / ordre de 
distribution des prélèvements 
-Vérification du positionnement 
des vials par rapport à la 
séquence 

Vérification technique 

- Gamme 
- CIQ 
- Aire de l’étalon interne  
- Valeur patient 

Procédure de vérification 
technique (PHT.QUA-PRO-002) 

POST ANALYTIQUE   

Saisie des résultats 
dans les SGL 

Saisie manuelle par le 
technicien 

Vérification lors de la validation 
par le biologiste selon la 
procédure de validation 
biologique (PHT .QUA-PRO-
004) 

Compte-rendu de 
résultats 

Interprétation biologique des 
résultats 

- Procédure de validation 
biologique (PHT .QUA-PRO-
004) 
- Commentaires pour la 
validation biologique de 
l’entécavir. 
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE 

 
 
 
 
Répétabilité:  
3 niveaux de contrôles de qualité internes (CIQ) réalisés à partir de plasmas vierges 
surchargés avec une solution mère différente de celle utilisée pour la gamme de calibration.  
Le nombre de tests pour ce paramètre est limité à N=6 pour des raisons de coût des réactifs. 
 

Echantillons Nombre 
(N) Moyenne Ecart -

type 
CV 
(%) CV (%) limite 1 Conclusion 

CIQ 1 6 161,17 6,18 3,83% ± 20 Conforme 
CIQ 2 6 790,17 12,51 1,58% ± 15 Conforme 
CIQ 3 6 3115,00 20,74 0,67% ± 15 Conforme 

 
Conclusion : La méthode satisfait aux exigences de la norme NF 15189 et des 
recommandations de la Food and Drug Administration (FDA) pour le test de répétabilité. 
 
 
Fidélité intermédiaire : 
3 niveaux de contrôles de qualité internes (CIQ) réalisés à partir de plasmas vierges 
surchargés avec une solution mère différente de celle utilisée pour la gamme de calibration.  
Le nombre de tests pour ce paramètre est limité à N=6 pour des raisons de coût des réactifs. 
 

Echantillons  Nombre 
(N) Moyenne Ecart -

type 
CV 
(%) CV (%)1 Conclusion 

CIQ 1 6 157,86 10,12 6,41% ± 20 Conforme 
CIQ 2 6 793,43 38,13 4,81% ± 15 Conforme 
CIQ 3 6 3137,14 95,87 3.06% ± 15 Conforme 

 
Conclusion : La méthode satisfait aux exigences de la norme NF 15189 et des 
recommandations de la Food and Drug Administration (FDA) pour le test de fidélité 
intermédiaire. 
 
 
 
 
 

                                                           
1 U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration,Guidance for Industry 
Bioanalytical Method Validation, http://www.fda.gov/CDER/GUIDANCE/4252fnl.htm (23.04.08), 2001. 
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Justesse (approche de la) : Applicable  ⌧ Non applicable � 
 
 
Type : CIQ ou surcharge ⌧ CIQ externalisé � Echange inter-laboratoire � 
 
Calculs réalisés à partir de 3 niveaux de contrôles de qualité internes maison obtenus par 
surcharges plasmatiques avec une solution mère d’entécavir différente de celle de la gamme 
de calibration (autre pesée de poudre du produit pur). 
 

Echantillons  Nombre 
(N) 

Valeur 
cible 
(ng/L) 

Moyenne  
Mesurée 

(ng/L) 

Biais 
(%) 

Biais (%) 
limite  Conclusion 

CIQ 1 
(répétabilité) 6 150 161,17 7.45 ± 20 Conforme 

CIQ 2 
(répétabilité) 6 750 790,17 5.36 ± 15 Conforme 

CIQ 3 
(répétabilité) 6 3000 3115,00 3.83 ± 15 Conforme 

CIQ 1 
(Fidélité 

intermédiaire) 
6 150 157,86 5.24 ± 20 Conforme 

CIQ 2 
(Fidélité 

intermédiaire) 
6 750 793,43 5.79 ± 15 Conforme 

CIQ 3 
(Fidélité 

intermédiaire) 
6 3000 3137,14 4.57 ± 15 Conforme 

 
 
 
Exactitude : Applicable �  Non applicable ⌧ 
 
A ce jour et à notre connaissance, il n’existe pas de programme de contrôle de qualité 
externe (EEQ) disponible sur le marché. 
 
 
Incertitudes de mesure : Applicable ⌧  Non applicable � 
 
En l’absence de programme de contrôle de qualité externes, nous limiterons le calcul de 
l’incertitude de mesure en intégrant seulement la composante tirée du test de reproductibilité 
sur les CIQ = (2 x √variance)/moyenne %. 
 
 Niveaux CIQ (ng/L)  
 150 750 3000 

Incertitude élargie Uc   % 12.8% 9.6% 6.1% 
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 Spécificité  
 
6 échantillons de plasmas différents non surchargés sont extraits sans étalon interne 
(blancs-blancs) et analysés. 
Ci-dessous, les superpositions de 6 chromatogrammes pour les transitions de quantification 
de l’entécavir avec leurs temps de rétention correspondant. 
 

 
 
Conclusion : les superpositions des 6 transitions MRM des 6 blanc-blancs sur les 
transitions ioniques de l’entécavir présentent des bruits de fond négligeables à comparer des 
signaux mesurés aux niveaux des limites inférieures de quantification. 
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Contamination inter-échantillon 
 
Calculs établis selon la méthode COFRAC (SH-GTA 04) avec n=3. 
 

Moyenne G7 
(concentration haute ng/L) 

Moyenne G1 
(concentration basse, 1 ère 

valeur ng/L) 

Moyenne G1 
(concentration basse, 3 ème 

valeur ng/L) 

10188.9 50.4 50.7 

Pourcentage 
contamination : 0.01% 

 
Conclusion : La méthode satisfait aux exigences de l’analyse en matière de contamination 
inter échantillon : le passage d’un échantillon fortement concentré n’altère pas la justesse 
calculée sur un échantillon consécutif à basse concentration. 
 
 
Limites de quantification : 
 
Les limites de quantifications sont calculées à partir des Biais et CV obtenus pour la fidélité 
intermédiaire. La limite inférieure de quantification (LLOQ) correspond au premier point de la 
gamme de calibration. La limite supérieure de quantification (ULOQ) correspond au dernier 
point de la gamme de calibration. 
Au regard des recommandations de la FDA2, ces limites sont considérées comme valides 
dès lors que les biais et CV soient inférieurs ou égales à 20% pour la LLOQ et inférieurs ou 
égales à 15% pour la ULOQ. 
La LLOQ doit d’autre part vérifier un rapport signal sur bruit (S/N) supérieur à 10. 
 

Echantillons  Nombre 
(N) 

Valeur 
cible 
(ng/L) 

Moyenne  
Mesurée 

(ng/L) 

Biais 
(%) 

CV 
(%) 

Biais et 
CV (%) 
limites 

Conclusion 

LLOQ 6 50 47.7 - 4.6 5.2 ± 20 Conforme 

ULOQ 6 10 000 9971.7 - 0.3 0.6 ± 15 Conforme 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                           
2 U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration,Guidance for Industry 
Bioanalytical Method Validation, http://www.fda.gov/CDER/GUIDANCE/4252fnl.htm (23.04.08), 2001. 



31 

 

Ci-dessous, la superposition de 6 signaux MRM de l’entécavir à la LLOQ (50 ng/L) générant 
un rapport S/Nmoyen= 4.5. 
 

 
 
Conclusion :  les limites basses et les limites hautes de quantification répondent aux 
recommandations. 
 
 
Limites de Détection : 
 
La limite de détection (LOD) est déterminée selon les recommandations de la FDA3  et 
comme étant le niveau de concentration dont le rapport signal sur bruit est supérieur ou égal 
à 3. 
Dans le cadre du suivi thérapeutique pharmacologique, et au regard de la problématique 
clinique de l’entécavir, la LOD est fixée au niveau de la LLOQ (25 µg/L). Les rapports S/N > 
3 sont ainsi satisfaits (cf. rapports S/N déterminés pour les LLOQ). 
 
Conclusion : la limite de détection établie au niveau de la limite basse de quantification 
répond aux recommandations. 
 
 
  

                                                           
3 U.S. Department of Health and Human Services Food and Drug Administration,Guidance for Industry 
Bioanalytical Method Validation, http://www.fda.gov/CDER/GUIDANCE/4252fnl.htm (23.04.08), 2001. 
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Détermination de la linéarité  (n=6):    
 
La linéarité est vérifiée sur chacun des niveaux de la gamme de calibration utilisés lors du 
test de reproductibilité. 
 Concentr

ation 
théorique 

(ng/L) 

Exactitude des calibrants (%), coefficient de corré lation, 
pente 

Valeur 
limite 

 Série 
1 

Série 
2 

Série 
3 

Série 
4 

Série 
5 

Série 
6 

Moyenne CV Biais  

50 
47.6 

49.0 51.2 49.0 43.6 53.8 49.0 

 
7.01
% 

-1.9% ≤ 20 % 

100 
97.7 

106. 93.6 97.3 104. 92 98.4 5.65
% 

-1.6% ≤ 15 % 

200 
188 

194. 196. 196. 214. 200 198 4.43
% 

-1.0% ≤ 15 % 

500 491 502. 521. 523. 514. 503 509 2.44
% 

1.8% ≤ 15 % 

1000 
1170 

992. 1030. 1030. 989. 996 1034.5 6.66
% 

3.5% ≤ 15 % 

5000 
4960 

4950 4970 5010 5040 3720 4775.0 10.8
5% 

-4.5% ≤ 15 % 

10000 
9900 

1010
0 

1000
0 

9950 9950 1000
0 

9983.3 0.68
% 

-0.2% ≤ 15 % 

R
2 

 0.999
7 

0.999
9 

1.000
0 

1.000
0 

1.000
0 

1.000
0 

0.9842 0.01
% 
 

-1.6% 
 

>0.99 

 
Conclusion : la linéarité est vérifiée comme reproductible sur l’étendue de la gamme de 
calibration. 
 
 
Intégrité de dilution : 
 
A deux niveaux de concentration (n=6) supérieurs à la ULOQ, des dilutions au demi et au 
cinquième sont évaluées : 
 

Echantillons  
Facteur 

de 
dilution  

Nombre 
(N) 

Valeur 
cible 
(ng/L) 

Moyenne  
Mesurée 

(ng/L) 

Biais 
(%) 

CV 
(%) 

Biais 
(%) 

limite  
Conclusion 

15 000  
 

1/2 6 15 000 16516,67 10,11 
 

2.08 ± 15 Conforme 

25 000 
 

1/5 6 25000 28533,33 14.13 
 

0.96 ± 15 Conforme 

 
Conclusion :  Il est possible, après dilution, de pratiquer des analyses sur des échantillons 
dont la concentration en entécavir est comprise entre 10 000 et 25 000 ng/L. 
 
 
 
  



33 

 

Rendement d’extraction : 
 

Echantillons  Nombre 
(N) 

Valeur 
cible 
(ng/L) 

Moyenne  
du 

rendement 
(%) 

 
CV 
(%) 

Rendement 
limite (%) 

 
CV 

limite  
(%) 

Conclusion 

CIQ 1  6 150 73.79 % 
 

6.5 > 50 
 

< 20 Conforme 

CIQ 3 6 3000 83.31 % 
 

7.3 > 50 
 

< 20 Conforme 

 
Conclusion :  Rendement d’extraction reproductible et supérieur à la limite de tolérance 
(REF >50%) 
 
 
Effet matrice : 
 
Effet matrice quantitatif 
 
A deux niveaux de CIQ, rapport des concentrations mesurées entre des échantillons vierges (n=6) 
extraits puis surchargés (n=6) et des échantillons (n=6) surchargés directement dans le solvant utilisé 
en post-extraction (H20). 
 

Echantillons  Nombre 
(N) 

Valeur 
cible 
(ng/L) 

Moyenne  
Effet 

matrice 
(%) 

 
CV 
(%) 

Effet 
matrice 

limite (%) 

 
CV 

limite  
(%) 

Conclusion 

CQ 1  6 150 77.13 
 

20.5  
 

 

CQ 3 6 3000 69.66 
 

35.5  
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Effet matrice Qualitatif  : test de suppression ionique. 
 

 
 
Conclusion :  l’effet matrice quantitatif qui avoisine les 30% n’est pas pénalisant car la LLOQ 
est atteinte de de façon reproductible. De plus, le test de suppression ionique montre qu’au 
niveau du temps de rétention de l’entécavir, les signaux MRM sont relativement stable, 
écartant des potentiels changements de valeur de signal. 
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Etudes de stabilité : 
 
Etude de stabilité réalisée à partir d’une revue de la littérature 
 

Résultats  Entécavir dans le plasma  
Résultat Concentration (ng/L) CV (%) 

 
Congélation/décongélation : 

3 cycles de -10/-20/-30°C → 
RT (3) 

150 4,9(3) 
16 000 5,3 (3) 

4 cycles de -20°C → RT (2) Absence de données 
5 cycles de -20°C → RT (2) 

            -70°C 49j (2) Absence de données 
-20°C 14j (1) 15 5.9  

10 000 - 6.3  
42j (2) Absence de données 

-10 °C 65j (3) 150 3.3  
16 000 5.6  

T°C ambiante  19h(3) 150 5  
16 000 4.4  

22h15min(2) Absence de données 
120h(1) 

Réinjection vial  121h15min (3) Absence de données 
 

Résultats  Entecavir  en solution  
Résultat Concentration (ng/L) CV (%) 

-20°C > 1an (1) Absence de données 

            1-8°C 47j (2) Absence de données 

T°C ambiante  19h(2) Absence de données 

 
(1) D. Zhang et al. / Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 49 (2009) 1027–1033 
 
(2) Denny Yifei Liu, Erika Hess, Determination of Entecavir in Human Plasma using LC/MS/MS 
 
(3) B.R. Challa et al. / J. Chromatogr. B 879 (2011) 769–776 
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Conditions analytiques : 
 

Préparation de l’échantillon :  Extraction en phase solide : colonnes OASIS® HLB 1cc. 
. Conditionnement : 900 µL méthanol puis 900 µL eau ultrapure. 
. Dépôt : 300 µL de solution intermédiaire (110 µL échantillon + 220 µL solution d’étalon interne 1000 
pg/mL). 
. Lavage : 2300 µL eau ultrapure. 
. Elution : 2 fois 150 µL de méthanol. 
. Evaporer à sec sous azote. 
. Reprise par 50 µL H2O/acétonitrile 50/50. 
 

Chromatographie (Thermo Dionex Ultmate 3000):  
. Gradient analytique en chromatographie (Macherey Nagel HILIC 150x2.1, 3 µm). 
Composition phase mobile A : Tampon acétate d'ammonium 20mM, pH 5 (à l’acide acétique glacial). 

Composition phase mobile B : Acétonitrile. 
 

. Gradient : 

 
. Injecteur :  thermostaté à 4°C. Injection 5 µL. 
. Four colonne :  60°C 
 
Détection :  spectrométrie de masse en tandem (ABSciex API 4000) – électrospray positif 
. Paramètres sources  : 
Gaz de collision  10 psi 
Gaz rideau 30 psi 
Ion source Gas 1 50 psi 
Ion source Gas 2 60 psi 
Tension  5 500 V 
Température 600°C 
 

. Paramètres produits  : 

Analyte 
Q1 
m/z 

Q3 m/z Dwell time (ms) DP (V) EP (V) CE (V)° CXP (V) 

Entécavir 1 278,2 152,1 300 61 10 25 12 

Entécavir 2 278,2 135,2 40 61 10 49 12 

Entécavir 13C3 
15N 

282,2 156,1 300 61 10 25 12 
 

Chromatogramme type : 
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Comparaison de méthode : 
 
 
La quantification(Beste, Burkhardt, & Kaever, 2012) de l’entécavir est une méthode originale 
du laboratoire qui ne comporte pas de méthode de référence sur laquelle se comparer. 
Aucun échange inter laboratoire n’a été effectué à ce jour. 
 
 
Conclusion générale : 
 
La méthode de dosage de l’entécavir dans le plasma par HPLC-MS/MS répondant aux 
exigences recommandées est considérée comme validée et opérationnelle. 
 
Date : 13.04.2015 Biologiste : Stanke Françoise Visa : 
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IV.  Application de la méthode dans une étude clinique 

Dans le cadre de notre étude, 80 échantillons plasmatiques de 36 patients chroniquement 

infectés par le VHB et traités par EV ont été recueillis. Le tableau 4 décrit la population 

étudiée. 

Notre étude a permis la description du profil pharmacocinétique de l’EV chez les patients 

mono-infectés par le VHB de façon chronique (figure 3). La concentration plasmatique en EV 

des 80 échantillons était comprise entre 56 à 5950 ng/L, ce qui est dans la zone de linéarité de 

notre courbe de calibration.  

Une concentration maximale (Cmax) moyenne de 3182 ng/L a ainsi pu être déterminée. 

Malgré le peu d’échantillons de patients non-observants selon l’échelle modifiée de Morisky 

(6 sur 80), une tendance (p=0.06) à la diminution des concentrations résiduelles moyennes a 

été observée chez les patients non-observants (360 ng/L, écart type (Sd)=177 ng/L, n=4) par 

rapport aux patients observants (598 ng/L, Sd=275 ng/L, n=45).  

Enfin, aucun patient n’avait une concentration plasmatique d’EV indétectable. 

 

V. Discussion 

Nous avons mis en place une méthode analytique simple pour la quantification plasmatique 

de l’EV chez les patients infectés de façon chronique par le VHB et traités par ce médicament. 

Cette méthode comporte un prétraitement de l’échantillon par SPE, puis une phase de 

séparation des composés par HPLC HILIC associée à une détection en spectrométrie de 

masse en tandem. Nous avons décrit une méthode robuste qui a démontré sa sensibilité, sa 

spécificité, sa reproductibilité et sa répétabilité, ainsi que l’absence de contamination inter 

échantillons. De plus pour chacun des paramètres étudiés, les CV obtenus étaient la plupart du 

temps beaucoup plus bas que les CV exigés (entre 0.67 et 7.01 % pour des CV attendus 
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inférieurs à 15 ou 20 % selon le CQI employé). Notre méthode de dosage est donc utilisable 

en pratique courante pour le suivi thérapeutique et pharmacologique, ainsi que pour le dosage 

de l’EV chez les patients inclus dans des essais cliniques. 

Aucun patient n’avait une concentration plasmatique d’EV indétectable. Au regard de la 

longue demi-vie de l’EV (environ 24h), ces résultats suggèrent que certains patients identifiés 

selon nos critères comme « non-observants » ne le sont que ponctuellement, sur de courtes 

durées. Le dosage pharmacologique de l’EV plasmatique, dans le suivi de l’observance au 

traitement, semble donc utile pour identifier les patients interrompant leur traitement sur des 

périodes supérieures à 7 jours.  

Dans une étude récente[13] une faible observance n’a pas pu être significativement associée à 

la survenue de blips, bien que les patients présentant un épisode de blip aient trois fois plus de 

risques d’être non-observants que les patients sans blips. 

Dans notre étude, 5 patients sur 36 (14%) étaient non-observants, ce qui est conforme avec les 

données d’une précédente étude (15% de patients non observants parmi ceux présentant un 

blip) et 5,6%  de patients non observants parmi ceux ne présentant pas de blips) [13].  

Il serait donc intéressant d’étudier l’association entre l’observance et la survenue de ces blips 

lors d’études futures incluant davantage de patients. Par ailleurs notre étude peut sous-estimer 

la proportion de patients non-observants, puisque l’observance des patients est évaluée en 

tenant compte uniquement de leurs réponses au questionnaire adapté de Morisky. 

Enfin les populations de ses deux études étaient différentes, puisque 12% des patients 

présentant un blip avaient une concentration plasmatique d’EV indétectable (aucun patient 

dans notre étude). 
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Abstract 

Entecavir is a nucleoside analog, available for the treatment of chronic hepatitis B. Because of 

its low daily dosing (0.5 or 1 mg d-1) and large volume of distribution, its concentrations in 

plasma patients are low.  

We report a method suitable for the quantitation of entecavir in plasma from patients 

chronically infected with hepatitis B virus (HBV). This method combines a solid-phase 

extraction (SPE) sample preparation followed by a hydrophilic interaction liquid 

chromatography -tandem mass spectrometry to ensure good retention, high sensitivity and 

specificity.  

Our method shows good accuracy and precision for within-day (bias between 3.83 % and 

7.45%, Coefficients of variations (CV) between 0.67 %and 3.83% respectively) and between-

day (bias between 4.57 % and 5.79%, CV between 3.06 and 6.41% respectively) 

quantitations. 

The limit of detection was 10 ng L-1. The lower and upper limit of quantification were 50 ng 

L-1 (CV: 7.01 %) and 10 000 ng L -1 (CV: 0.68 %) respectively. The calibration was linear 

over the concentration range of 50 ng L-1 to 10 000 ng L-1. There was no significant matrix 

effect, no inter-sample carryover (the percentage of contamination was 0.01%), a satisfying 

extraction efficiency (between 73.79% and 83.31% with a CV <15%) and a good integrity 

dilution. 

The performance of this method is in accordance with the national and international 

guidelines and is compatible with daily laboratory practice. This method can be useful for the 

quantitation of entecavir in patients chronically infected with HBV enrolled in clinical trials 

or in whom treatment observance is needed to be checked. 
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1. Introduction 

Approximately one third of the world population has serological evidence of past or present 

infection with hepatitis B virus (HBV) and 350 million persons worldwide are chronically 

infected. The natural history of chronic HBV infection is highly variable, ranging from a low 

viremic inactive carrier state to a progressive chronic hepatitis which may evolve to cirrhosis 

and hepatocellular carcinoma [1]. 

Several drugs are available for the treatment of chronic hepatitis B including conventional 

interferon alpha, pegylated interferon alpha and nucleotide analogues (NUCs). Among the 

NUCs available, lamivudine, telbivudine, and emtricitabine belong to the L-nucleoside class, 

adefovir and tenofovir belong to the acyclic nucleoside phosphonates and entecavir (EV) 

belongs to 2-deoxyguanosine carbocyclic analogue class [2]. In order to inhibit the HBV 

polymerase activities, EV must be triphosphorylated [3]. EV is a potent HBV replication 

inhibitor for which the recommended oral daily dosage ranges from 0.5 or 1.0 mg/day. The 

estimated bioavailability of EV is around 70 % [4] and its volume of distribution is estimated 

to115 liters/hour [5] leading to low concentrations of EV in plasma. Plasma pharmacokinetic 

of EV in HBV-infected patients has been poorly described, at least in part with respect to the 

extremely low limit of quantification that is required (ng L-1) and the difficulties to manage a 

suitable chromatographic retention due to the high level of polarity of this compound (log P=-

0.5 [6]). In order to manage these difficulties, several experiments have been described. Most 

of them have used a solid phase extraction step to improve the sensibility of the analytical 

method. This sample preparation technique allowed good extraction and clean-up (by 

removing most of the matrix interferings and by enhancing electrospray ionization (ESI) 

yield) and at the same time, and enabled to enrich the samples after an evaporation step [7]. In 

addition, to generate a satisfying chromatographic retention of EV, the literature reports two 

different ways. The first one deals with using high pH mobile phase (pH around 10 using 
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ammonium hydroxide or ammonium bicarbonate) that allows to maintain the primary amine 

function of EV in its molecular state, and thereby to enhance its retention, to improve its peak 

shape and to increase positive ESI-MS/MS response [8,9]. The second one is the use of 

Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) that generates a good 

chromatography of EV. HILIC is a variant of normal phase chromatography which allows the 

retention of polar compounds with high percentage of organic solvent such as methanol 

(MeOH) or acetonitrile (CAN). This technology allows good peak shapes, good retention 

factors which avoid coelutions with endogenous interfering compounds and also enhances the 

ESI-MS/MS signal[7,10]. Therefore, the present study was performed to develop a selective 

and reproducible analytical method by LC-MS/MS for the quantitation of EV in plasma that is 

suitable for the description of EV pharmacokinetics in clinical studies performed in HBV-

infected patients treated with EV 0.5 or 1 mg d-1. 

 

2. Experimental 

2.1. Materials and reagents 

EV and Internal standard (IS) entecavir 13C3
15N (EV 13C3

15N) were purchased from Alsachim, 

Illkirch Graffenstaden, France. 

HPLC-grade MeOH, CAN and acetic acid (purity > 99%) were purchased from Carlo Erba 

Reagents (Val de Reuil, France), HPLC-grade ammonium acetate was provided by Prolabo 

(Paris, France). Ultrapure water (H2O) with resistivity ≥18.0 MΩ.cm was obtained using a 

Milli-Q Plus (Millipore, Molsheim, France). Polypropylene 2-milliliters (mL) centrifuge 

tubes, 2-mL tubes with 200-microliters (µL) restrictor screw cap vials, and pipette tips were 

purchased from Eppendorf (Le Pecq, France), Interchim (Montluçon, France) and Gilson 
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(Middletown, WI, USA), respectively. Drug-free plasma from volunteers was provided by 

Etablissement Français du Sang (Grenoble, France). 

2.2. Preparation of working solutions, calibration standards, and internal quality controls  

Standard stock solution of EV 13C3
15N (1 g L-1) was prepared in acetonitrile. Two standard 

stock solutions (one for calibration and one for internal quality control) of EV (1 g L-1) were 

prepared in water. From EV 13C3
15N stock solution, working solutions at 10 000 ng L-1 and 

1000 ng L-1 were prepared by dilutions in water. From EV stock solution, working solutions 

at 10 000 and 1000 ng mL-1 were also prepared by dilutions in water. From these solutions, a 

6 level-calibration curve and 3 levels of internal quality controls (IQC) were prepared by 

spiking blank plasma: 50, 100, 200, 500, 1000, 5000, 10000 ng L-1 for the calibration curve 

and  150, 750 and 3000 ng L-1 for the IQCs. All these spiked plasma samples were then stored 

at -20°C. 

 

2.3. Sample pretreatment 

110 µL of plasma were taken in Eppendorf tubes and mixed with 220 µL of IS (1000 ng L-1). 

300 µL of this mixture were loaded into SPE cartridges (waters Oasis HLB 1 cc) which were 

preconditioned with 900 µL methanol followed by 900 µL water. Then the SPE cartridges 

were washed with 2.3 mL of water and dried under vacuum.  The cartridges were then eluted 

twice with 300 µL of methanol (150 µL each time) and the samples were collected in 

polypropylene tubes. All the samples were evaporated using nitrogen gas at less than 40 ◦C 

temperature. Subsequently, all the dried samples were reconstituted with 50 µL of H2O/ACN 

50/50 and 5µL were injected into the HPLC system connected to the tandem mass 

spectrometer. 
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2.4.Instrumentation 

2.4.1. Chromatographic conditions 

The LC system includes an Ultimate 3000 RS quaternary pump, an autosampler and a column 

compartment (Ultimate 3000 RS, Dionex Thermo Scientific, Germering, Germany). 

Chromatographic separation was achieved on a HILIC analytical column (Macherey Nagel 

Nucleodur HILIC, 3 µm, 2 mm×125 mm, Düren, Germany). 

The mobile phases consisted of 20 mM ammonium acetate downed to pH 5 with acetic acid 

(A mobile phase) and CAN (B mobile phase). Components were eluted using gradient-elution 

at a flow rate of 0.6 mL min-1. From 0 to 3.5 min the amount of B mobile phase lineary 

decreased from 98 to 20%. This state was maintained for 0.5 min and then the system was 

switched to the initial equilibration conditions from 4 to 9.5 min. The autosampler and 

column oven were maintained at 4 and 60°C respectively.  

 

2.4.2. Mass spectrometric conditions 

Measurements were performed on an API 4000 tandem mass spectrometer (Sciex, Toronto, 

Canada) equipped with a turbo V® ion source. Ion source was operated in positive mode with 

an electrospray potential of +5500 V and the following parameters: turbo heater gas at 60 psi, 

nebulizer gas at 50 psi, ion source temperature at 600°C, and curtain gas at 30 psi.  

Quantification was achieved in the multiple reaction monitoring (MRM) mode, following two 

ion transitions for EV (one for quantitation m/z 278.2/152.1 and one for confirmation m/z 

278.2/135.2) and one ion transition for IS m/z 282.2/156.1. The MRM settings are listed in 

Table 1. 

2.5. Method validation 
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The assay validation was performed to meet the acceptance criteria according to the FDA 

guidelines for validation of bioanalytical methods [11]. The assay was validated in terms of 

specificity, selectivity, calibration model, precision and accuracy (intra- and inter-day), lower 

limit of detection (LLOD) lower and upper limit of quantitation (LLOQ and ULOQ), recovery 

from spiked human plasma samples, matrix effect, sample dilution and stability (bibliographic 

study). 

 

2.5.1. Within- and between-day precision and accuracy 

Within- and between-day accuracy (bias) and precision were examined by replicate analyses 

(n = 6) of the 3 levels of the IQC (low, medium and high). The low level of the IQC was 3 

times higher than the first level of the calibration curve. Inter-day accuracy and precision were 

assessed with the same IQCs by injections (n = 6) of the same IQCs within 6 various days and 

by several analysts, and were calculated as the percentage deviation of the average calculated 

concentration from the nominal concentration. Precision was expressed as the percentage of 

coefficient of variation (CV %). The acceptance limits were <15% for precision and within 

±15% of the nominal value for accuracy, except for the low level of the IQC for which <20% 

for precision and within ±20% of the nominal value for accuracy were accepted. 

 

2.5.2. Selectivity  

The selectivity of the method was determined by six different human blank plasma samples, 

which were pretreated and analyzed to test the potential interferences of endogenous 

compounds co-eluting with the analyte and the IS. Chromatographic peaks of the analyte and 

the IS were identified on both their retention times and MRM responses. The detection signal 

of EV in blank samples had to be below LLOQ.  
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2.5.3. Lower Limit of detection, lower and upper limit of quantitation  

The lower limit of detection (LLOD) was determined as the lowest concentration with signal-

to-noise ratio (S/N) superior or equal to three. The lower limit of quantitation (LLOQ) and the 

upper limit of quantification (ULOQ) were respectively determined as the lowest and highest 

concentrations of the calibration curve.  

The acceptance limits for LLOQ and ULOQ were respectively <20% and <15% for precision 

and within ±20% and ±15% of the nominal value for accuracy. 

 

2.5.4. Linearity 

The calibration model (linearity) was examined by choosing a suitable regression model and 

the appropriate weighting factor to compensate for heteroscedasticity. Each calibration point 

was evaluated in replicates (n=6) with the objectives bias not exceeding ± 15% except for the 

LLOQ (± 20%). 

 

2.5.5. Matrix effect 

2.5.5.1. Quantitative matrix effect 

The plasma–related matrix effect was quantified using the ratio of concentrations between 

blank samples spiked after the SPE procedure and non-extracted samples which were 

prepared with proper dilution of EV in the same diluent used for reconstitution after SPE 

(H2O/CAN 50:50).  

Experiments were performed at two levels, 150 ng L-1 and 3000 ng L-1 (n=6), with six 

different plasma lots. The acceptable precisions (CV %) were ≤ 20% for 150 ng L-1 and 15% 

for 3000 ng L-1. 
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2.5.5.2. Qualitative matrix effect 

Qualitative matrix effect was studied by analyzing ion suppression and/or enhancement 

phenomenon. Extracted blank plasma samples were injected into the LC system while a 

methanolic solution containing EV and IS (each at 200 ng L-1) was continuously post-column 

infused in the ionization source through a tee. 

 

2.5.6. Inter-sample carryover 

Intersample carryover was studied to measure the persistence of analytes from one injection 

to another: a sample corresponding to the ULOQ (high level = H) was analyzed 3 times 

consecutively (H1, H2, H3, and the mean H calculated). A sample corresponding to the 

LLOQ (low level = L) was then analyzed 3 times (L1, L2, L3). The percentages of 

contamination were calculated as follows: 

Contamination (%) = 
100*

H

)31( LL −
 

 

2.5.7. Dilution integrity 

We evaluated dilution integrity at 2 levels above the ULOQ (15 000 and 25 000 ng L-1) at 

dilutions 1/2 and 1/5 (n=6). The bias should be < 15%. 
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2.5.8. Extraction recovery 

Extraction recovery was determined at two levels of IQC (150 and 3000 ng L-1) using the 

ratio between normally extracted samples (n=6) and double blank samples extracted and then 

spiked (n=6). The extraction recovery should be greater than 50 %, reproducible and should 

provide a signal sufficient to reach the LLOQ  

 

2.5.9. Sample stability 

A bibliographic study was done in order to ensure good storage conditions of the stock and 

working solutions of EV and IS but also of spiked plasmas. Analytical conditions (EV and IS 

behavior in the autosampler) were also evaluated. 

 

2.5.10. Analysis of human plasma samples 

Eighty plasma samples obtained from 36 HBV-monoinfected patients enrolled in the clinical 

trial AdHeB (number Afssaps: 2012-A00056-37) were analyzed in the present study. Blood 

samples were collected at 6, 12 and/or 18 months after the beginning of EV treatment. The 

observance of patients was evaluated with adapted Morisky scale at each period[12]. 

A 5mL blood sample was collected into vacutainer containing lithium heparinate as 

anticoagulant agent. All the samples were centrifuged at 2000 g at 10°C for 10 min and stored 

at below – 20°C until sample analysis. 

For each sample, the time interval between blood handling and oral EV intake was noted.  
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3. Results and discussion 

3.1. Chromatogramms 

Representative chromatograms of a double blank sample, a blank, a medium level internal 

quality control (750 ng L-1) and a sample from a patient treated with EV and quantified at 267 

ng L-1 are presented in Fig1. The retention time was 2.46 min for EV (Fig.1 B).  

The detection signal of EV is below the LOQ in a blank sample (Fig 1 A) and the very weak 

signals for EV and IS in a double blank (Fig 1 B) showed that, in the absence of the 

compounds of interest, there is no interfering signal both on a spiked sample (Fig 1 C) and on 

a plasma from a patient treated with EV (Fig 1 D). 

 

3.2 Intra- and inter-day precision and accuracy 

Within-day and between-day precision and accuracy for the 3 levels of IQC samples are 

shown in Table 2. All calculated concentrations were within the ranges of the FDA guidance.  

 

3.3 Limit of detection (LOD), Lower (LLOQ)and upper limits of quantitation ULOQ:  

The LOD was determined at 10 ng L-1. 

The LLOQ and ULOQ were 50 (CV = 7.01%) and 10 000 ng L-1 (CV = 0.68%) respectively. 

Both of them satisfied the FDA guidance. 
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3.4 Linearity 

Linearity was evaluated using least-squares linear regression fitted  by 1/x of EV to EV 

13C3
15N ratio versus theoretical concentrations and described by an  equation of slope = 0.571 

± 0.04  (correlation coefficient 0.99994 ± 0.00005, n=6). 

 

3.5 Matrix effect 

The quantitative matrix effect determined from 6 different plasma matrices was 73% and 70% 

for 150 and 3 000 ng L-1 respectively. These values indicated that there was an influence on 

the MS response due to substances/interferences in the extract (i.e. 29% ion suppression).  

The overlay of six EV MRM signals and EV 13C3
15N MRM signal showed that around the 

retention time of EV and its IS, the MRM signals are decreased compared to those observed 

at the beginning and the end of the chromatogram. However, the MRM signals remained 

stable (no apparent slope observable) during the elution of EV and IS discarding the 

possibilities of signal drifts or shifts (Fig.2). 

3.6 Inter-sample carryover  

The percentage of contamination was 0.01%, suggesting the absence of inter-sample 

contamination and excluding the possibility of an over estimation of a low EV level measured 

just after an overdosed sample. 

 

3.7  Dilution integrity 

Applying a dilution factor of ½ was associated with a bias of 10.1 % and a CV of 2.08 % for 

the target concentration of 15 000 ng L-1. Applying a dilution factor of 1/5 was associated with 

a bias of 14.1 % and a CV of 0.96 % for the target concentration of 25 000 ng L-1. 
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3.8 Extraction recovery 

The extraction efficiency was between 73.79% and 83.31% with a CV <15%, indicating an 

acceptable loss of compounds during the sample extraction. These values were not a concern 

because the quantitation threshold (LLOQ) was reached and the variability was acceptable. 

 

3.9 Stability  

The bibliographic study demonstrated that EV stability in plasma and in methanolic solutions 

was compatible with our laboratory practice (Table 3) dealing with extemporaneous analysis 

just after the sample extraction process. 

 

3.10  Application to human plasma samples, clinical study 

The demographic and biological data of the patients in whom EV plasma concentrations were 

measured are presented in Table 4. 

The concentrations of EV in patient samples ranged from 56 to 5950 ng L-1 and were within 

the calibration curve. This work also enabled the description of the pharmacokinetic profile of 

EV in patients with chronic hepatitis B (fig.3), and the determination of a mean maximum 

concentration (Cmax) of 3182 ng L-1 (standard deviation (Sd) : 1738 ng L-1) . No patient had a 

plasma concentration of EV undetectable. A trend towards a decrease on the through EV 

concentration was observed in non-observant (mean = 360 ng L-1, Sd = 177 ng L-1, n=4) vs 

observant patients (mean = 598 ng L-1, Sd = 275 ng L-1, n=45). In view of the long half-life of 

EV (about 24 hours), these results suggest that some patients identified by our criteria as 

"non-observant" failed to take their treatment only occasionally. 
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Conclusion 

We report a simple LC-MS/MS method suitable for the quantitation of EV of chronically 

infected HVB patients. This method includes a SPE step and a HILIC-MS/MS analytical 

method to ensure high sensitivity and specificity. 

Our study describes the pharmacokinetic profile of EV in HBV mono-infected patients, in 

whom the observance was checked by the adapted Morisky scale. Thus our protocol is 

compatible with routine activities in therapeutic drug monitoring or measurement of EV 

plasma concentrations in patients enrolled in clinical trials.  
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Table 1: MRM transitions, voltage setting declustering potential (DP), entrance potential 

(EP), collision energy (CE), and collision cell exit potential (CXP) for entecavir and Entecavir 

13C3 
15N.  

Analyte Q1 m/z Q3 m/z 
Dwell time 

(ms) 
DP (V) EP (V) CE (V)° CXP (V) 

Entecavir  278,2 152,1 300 61 10 25 12 

 
278.2 135.2 40 61 10 49 12 

Entecavir 
13C3 

15N 
282.2 156.1 300 61 10 25 12 

 

The collision gas (CAD) was set to 10 psi. Dwell times were set automatically by the 

Scheduled MRM mode of the software to obtain at least 15 points per peak. Underlined ions 

were used as quantifiers. 
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Table 2: Within-day and between-day precision (expressed as coefficients of variation) and 

accuracy (expressed as % bias) of entecavir quantitation 

 

 
Nominal 

concentration 
(ng L-1) 

Within-day precision and accuracy 
(n=6) 

Between-day precision and accuracy 
(n=6) 

Mean concentration 
(ng L-1) 

CV 
(%) 

Bias 
(%) 

Mean concentration    
(ng L-1) 

CV 
(%) 

Bias 
(%) 

150 161.17 3.83 7.45 157.86 6.41 5.24 

750 790.17 1.58 5.36 793.43 4.81 5.79 

3000 3115 0.67 3.83 3137.14 3.06 4.57 
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Table 3: Stability of Entecavir after freezing/thawing cycles and storage under different 

conditions: a literature review. 

 

              

  Entecavir in plasma Entecavir in solution 

Results Results 
Concentration 

(ng L
-1

) 
CV (%) Résults 

Concentration 

(ng L
-1

) 
CV (%) 

Freezing/thawing : 

3 cycles from -

10/-20/-30°C 

→ RT
 (7)

 

150 4,9
(7)

 

N/A 

16 000 5,3
(7)

 

4 cycles from -

20°C → RT
 (13)

 
Data not shown 

5 cycles from -

20°C → RT
 (13)

 

-70°C 49 days 
(13)

 Data not shown N/A 

-20°C 
14 days 

(9)
 

15 5.9 

> 1 year 
(9)

 Data not shown 10 000 - 6.3 

42 days 
(13)

 Data not shown 

  -10 °C 65 days 
7)

 
150 3.3 

N/A 
16 000 5.6 

  1-8°C N/A 47 days 
(13)

 Data not shown 

Room T°C 

19h
(7)

 
150 5 

19h
(13)

 Data not shown 
16 000 4.4 

22h15min
(13)

 
Data not shown 

120h
(9)

 

Reinjection vial 121h15min 
(7)

 Data not shown N/A 
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Table 4: Demographic and biological data of the patients; Data are presented as medians 
(10th-90th percentiles). Abbreviations: Body Mass Index (BMI); Aspartate aminotransferase 
(ASAT); Alanine aminotransferase (ALAT); Clearance CKD-EPI (Cl CKD-EPI). 

 

 

  Patients (n=36) 

Age (year) 48 (30-67) 
Men (n,%) 26 (72) 

BMI (Kg m2) 26 (20-30) 
Fibrosis 1 (1-2) 

ASAT (IU L-1) 21 (13-33) 
ALAT (IU L-1) 31 (20-50) 

Cl CKD-EPI  (ml min-1 1.73 m-2) 104 (81-127) 
Adapted Morisky Scale score (arbitrary units ) 1 (0-2) 
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Legends of the figures 

 

Fig.1: Representative chromatograms of a double blank sample (A), a blank (B), a median 

level internal quality control (750 ng L-1) (C), a sample from a patient treated with EV and 

quantified at 267 ng L-1 (D) 

Fig.2 : Post-column infusion chromatograms depicting the matrix effects (ion 

suppression/enhancement) from 6 different blank plasma samples extracted by solid phase 

(overlay of 6 signals of each post-column infused compound – gray signals), following direct 

infusion of entecavir and its internal standards (single bold black signal representing a typical 

ion current among the ten initially obtained).  

 

Fig.3: Concentration–time profile of entecavir in HBV mono infected patients treated with 

EV for at least 6 months and in whom the observance was confirmed. 

 

 

  



63 

 

Fig.1  
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Fig.2  
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Fig.3  
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ANNEXE 1 
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  CONCLUSION 

 

THÈSE SOUTENUE PAR : Guillaume CHOVELON 

 

 

TITRE : Développement et validation d’une méthode de dosage de l’Entécavir. Application 

pour l’étude de l’observance au traitement chez des patients chroniquement infectés par le 

virus de l’hépatite B 

 

 

RÉSUMÉ :  

L’hépatite B représente l’un des principaux problèmes de santé publique dans le monde. 

Environ 1/3 de la population mondiale a des marqueurs sérologiques témoignant de 

l’existence d’une infection ancienne ou d’une infection chronique par le virus de l’hépatite B. 

L’Entécavir est un analogue nucléosidique utilisé dans le traitement de l’hépatite chronique B. 

C’est un antiviral très puissant (CE50 = 1.11 µg/L dans les cellules hépatiques humaines) dont 

la posologie est faible (0,5 ou 1mg/ jour), ainsi que ses concentrations plasmatiques (entre 50 

et 5000 ng/L). 

L’objectif de ce travail a été de mettre au point une technique analytique fiable et robuste, et 

capable de détecter de faibles concentrations plasmatiques d’Entécavir. Il s’est inscrit dans le 

cadre d’une étude ancillaire du protocole clinique AdhepB, ayant pour objectif principal 

l’évaluation de l’observance au traitement chez des patients chroniquement infectés par le 

virus de l’hépatite B. 

Nous avons développé une méthode comprenant une première étape d’extraction en phase 

solide, suivie d’un dosage par chromatographie liquide haute performance HILIC 

(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) couplée à la spectrométrie de masse en 

tandem. Les principales performances de notre méthode de dosage sont : 
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• Répétabilité : Coefficients de Variation (CV) entre 0.67 et 3.83% 

• Reproductibilité : CV entre 3.06 et 6.41%  

• Pourcentage de contamination : 0.01% 

• Limites de quantification et de linéarité : entre 50 et 10 000 ng/L 

• Intégrité de dilutions au ½ et 1/5 : CV entre 0.96 et 2.08% 

Cette méthode analytique de dosage mise au point au laboratoire de pharmacologie du CHU 

de Grenoble répond aux objectifs de performances selon la norme internationale ISO 15189, 

qui spécifie les exigences de qualité et de compétence propres aux laboratoires de biologie 

médicale. 

Sur 80 échantillons plasmatiques de patients monoinfectés par le VHB et traités par Entécavir, 

seulement 6 concernaient des patients non-observants selon l’échelle modifiée de Morisky. 

Une tendance (p=0.06) à la diminution des concentrations résiduelles moyennes était observée 

chez les patients non-observants (360 ng/L) par rapport aux patients observants (598 ng/L). 

Aucun patient n’avait une concentration plasmatique d’Entecavir indétectable. Au regard de 

la longue demi-vie de l’Entecavir (environ 24h), ces résultats suggèrent que certains patients 

identifiés selon nos critères comme « non-observants » ne le sont que ponctuellement.   

Ce travail a aussi permis la description du profil pharmacocinétique de l’Entécavir chez les 

patients atteints de l’hépatite B et traités de façon chronique, ainsi que la détermination d’une 

concentration maximale (Cmax) moyenne de 3182 ng/L. 
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