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Introduction

Le dépistage néonatal est un programme national de santé publique permettant de
détecter et prendre en charge précocement les enfants atteints de maladies rares mais graves.
Ces malades sont asymptomatiques a la naissance, puis une fois symptomatiques, les
conséquences peuvent étre irréversibles, allant du handicap au déces. Par conséquent, le
dépistage doit étre systématiquement proposé a chaque naissance en France. Cette entreprise a
grande échelle est possible grace a une technique particuliére : le préléevement sur papier
buvard. 1l s’agit du dépdt de gouttes de sang sur un papier buvard au 3° jour de vie. Ce
prélevement permet ensuite la réalisation de multiples dosages sur ces taches de sang séché. En
France, les premiers dépistages de phénylcétonurie ont été réalisés en 1972 puis ont été
rapidement généralisés sur tout le pays. Au fur et & mesure des années, d’autres maladies ont
été ajoutées au panel : I’hypothyroidie congénitale en 1978, la drépanocytose en 1989 d’abord
dans les départements d’Outre-mer puis en métropole en 1995, I’hyperplasie congénitale des
surrénales en 1995 et enfin la mucoviscidose en 2002 (1).

L’évolution technologique, avec I’utilisation croissante de la spectrométrie de masse en
tandem (MS/MS) depuis les années 90, a permis a de nombreux pays d’augmenter leurs
capacités de dépistage de quelques pathologies a une trentaine de maladies métaboliques
héréditaires (1,2). En effet, cette technologie permet de doser de maniére fiable, rapide et
automatisée sur un méme prélévement un spectre large d’analytes. Elle peut doser avec une
grande sensibilité et spécificité les acylcarnitines qui sont des marqueurs de déficit de la -
oxydation mitochondriale des acides gras (AG) et de certaines aciduries organiques et permet
également de doser les acides aminés anormalement accumulés en cas d’acidoaminopathie (3).

En France, les contraintes organisationnelles, économiques et Iégislatives ont retardé le
développement de cette technologie. Ce ne sera qu’en 2011 que la Haute Autorité de Santé
(HAS) recommande 1I’adoption de la spectrométriec de masse en tandem pour le dépistage
néonatal du déficit en acyl-CoA-déshydrogénase des acides gras a chaine moyenne (MCAD).

Le déficit en MCAD est un déficit enzymatique empéchant le catabolisme des acides
gras a chaine moyenne. Il s’agit de I’anomalie de la B-oxydation des AG la plus fréquente avec
une prévalence dans la population européenne entre 1/10 000 et 1/27 000. Les patients atteints
de cette maladie peuvent présenter des vomissements, une léthargie, voire un coma
hypoglycémique qui peut aller jusqu’au déces. La prise en charge, relativement simple, consiste
en une prévention des crises métaboliques par éviction du jetne et une vigilance accrue lors de

I’augmentation des demandes énergétiques comme lors d’une activité sportive ou d’un épisode
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infectieux. La fréquence, la gravité et I’existence d’un traitement font de cette maladie un
excellent candidat au dépistage néonatal (4).

La réorganisation compléte du dépistage neonatal en France en 2018, avec la mise en
place des Centres régionaux de dépistage neonatal (CRDN) en coordination avec le Centre
national de coordination de dépistage neonatal (CNCDN), la réduction du nombre de
laboratoires de dépistage et la volonté de la Direction générale de 1’offre de soin (DGOS) ont
permis 1’acquisition de spectrométres de masse pour tous les CRDN. Ainsi, le démarrage du
dépistage systématique du déficit en MCAD pour les nouveau-nés a été programmé pour le 1%
trimestre 2020 (3).

L’objectif de ce travail était de mettre en place le dépistage néonatal du déficit en
MCAD par dosage d’octanoylcarnitine (Cg) et décanoylcarnitine (C1o) par spectrométrie de
masse en tandem au Laboratoire de Dépistage Néonatal du Centre Hospitalier Universitaire
Grenoble-Alpes (CHUGA). 11 s’agit d’une méthode multiplex permettant de doser
simultanément les acylcarnitines et les acides aminés, comme la phénylalanine et la tyrosine
qui permettent le dépistage de la phénylcétonurie. Le laboratoire a donc également réalisé la
veérification de méthode du dosage de ces acides aminés par MS/MS. Nous présenterons
I’ensemble de ces résultats dans ce manuscrit.

Un point historique et bibliographique sur le déficit en MCAD et le dépistage néonatal
seront d’abord exposes. Par la suite seront présentés le choix du spectrométre, la mise en place
de I’analyse et sa veérification de méthode. Apres ce travail, le laboratoire est désormais prét
pour le dépistage néonatal systématique du déficit en MCAD, qui sera effectif aprés décision

ministérielle.
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Partie 1 : Synthese bibliographique

Chapitre 1 : Le catabolisme des acides gras

Il existe 3 substrats clés pour le maintien de 1’homéostasie métabolique dans le corps
humain : le glucose, les acides gras (AG) et les acides aminés. Le glucose, substrat énergétique
majeur, est peu stocké dans le corps a I’inverse des AG qui sont conserves dans les tissus
adipeux. Ainsi lors du jelne prolongé et/ou en période de demande énergétique élevee, le
glucose n’est plus suffisant pour alimenter tous les organes. La lipolyse est alors activée pour
libérer des AG des tissus adipeux dans la circulation sanguine, leur permettant d’approvisionner
les organes, notamment le foie, le cceur et les muscles squelettiques.

Afin de pouvoir les utiliser, les cellules doivent métaboliser les AG en substrats
énergétiques. La voie principale de ce métabolisme est la B-oxydation. Elle a lieu
majoritairement dans les mitochondries et plus accessoirement dans les peroxysomes et les
microsomes. Il s’agit d’une cascade enzymatique oxydative qui écourte I’AG de 2 carbones du
coté carboxy-terminal sous forme d’acétyl-CoA en position B (voir Figure 1). Ce processus est
réalisé plusieurs fois jusqu’a ce qu’il ne reste plus qu’un acétyl-CoA (deux carbones) ou un
propionyl-CoA (trois carbones) selon la parité de la chaine initiale. Cet enchainement de
réactions porte le nom d’hélice de Lynen.

Figure 1 : Structure d'un acide gras saturé a n carbones

H5Co-(CH2)n-3CyH2-2CoH2-'COOH

L’acétyl-CoA produit peut étre utilise a divers usages. Il peut entrer dans le cycle de
Krebs pour générer de I’ATP (adénosine triphosphate) ou étre un point de départ pour la
cétogenése (formation du 3-hydroxy-butyrate et de 1’acétoacétate) et la néoglucogenése. Le
cerveau, organe vital incapable d’utiliser directement les acides gras, pourra utiliser ces corps

cétoniques a des fins énergétiques (5-8).

1.1. Lalipolyse

La majorité des AG sont stockés dans les tissus adipeux sous forme de triglycérides a
chaine longue. Une baisse de la glycémie déclenche I’hydrolyse de ces triglycérides (la
lipolyse) qui libere du glycérol et des AG. Ces AG sont ensuite transportés par la circulation

sanguine vers les différents organes via une fixation a I’albumine.
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Comme le montre la Figure 2, les AG passent du milieu extracellulaire au milieu
intracellulaire grace a des systemes de transports comme les Fatty Acid Transport Proteins
(FATPs) avant de s'introduire dans les différentes organelles intracellulaires qui vont les
utiliser. Ils sont ensuite activés par une thio-estérification a un coenzyme A (CoA) pour devenir
un acyl-CoA. Cet acyl-CoA doit par la suite traverser la membrane de la mitochondrie afin
d’étre oxydé. Les AG a courte et moyenne chaine (< 10 carbones) diffusent passivement dans
la mitochondrie, mais la membrane mitochondriale est imperméable aux acyl-CoA a chaine

longue (12-20 carbones), leur transport se fait donc via le systeme de carnitine (5,8).

Figure 2 : La voie métabolique de I'acide gras

Albumine

Milieu extracellulaire

—

Milieu intracellulaire

Acyl-CoA synthase

Mitochondrie Peroxysome

Oxydation

B-oxydation Oxydation

1.2. Le systeme de transport par la carnitine

La L-carnitine est un métabolite naturel qui possede 2 réles majeurs. Le premier est de
permettre le transport des AG a chaine longue dans les mitochondries pour qu’ils puissent étre
B-oxydés. Son deuxiéme role est 1’élimination des AG a chaine courte et moyenne qui
s’accumulent dans la mitochondrie que ce soit physiologique ou pathologique. Ceux-ci sont
estérifies a la carnitine par une carnitine acétyltransférase en acylcarnitine qui pourra étre
transportée hors de la mitochondrie (9).

Le transport par le systéme de carnitine commence par 1’estérification de 1’acyl-CoA a
la carnitine grace a la Carnitine palmitoyl transférase 1 (CPT 1), localisée sur la membrane

externe de la mitochondrie, formant ainsi une acylcarnitine. La Carnitine acylcarnitine
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translocase (CACT) permet le transfert de cette acylcarnitine dans la mitochondrie en
échangeant une carnitine libre mitochondriale. Une fois dans la mitochondrie, la Carnitine
palmitoyl transférase 2 (CPT 2), localisée sur la membrane interne de la mitochondrie, la
dissocie en acyl-CoA et en carnitine libre. La carnitine libérée peut retourner dans le cytoplasme
gréace a la CACT (voir Figure 3).

Figure 3 : Réle de la carnitine dans le transport des acides gras a chaine longue

ESPACE MATRICE

CYTOSOL INTER-MEMBRANAIRE MITOCHONDRIALE
, | |

Acyl-CoA a chaine .I—. Acyl-CoA a chaine > ® Acyl-CoA a chaine
courte et moyenne .—. courte et moyenne .—. courte et moyenne
o— o—o
—p —p .
Carnitine o— o— Carnitine
+ o—p o—y +
Acyl-CoA >—¢ >—¢ Acyl-CoA

a chaine longue a chaine longue

o5 o—»
o— o—9
.:. .:.
Acylcarnitine _-P)' Acylcarnitine > Acylcarnitine

._

o> CACT

Carnitine €—8——=s———— Carnitine <€ Carnitine
.:. .:.
o— o—9
Membrane externe Membrane interne

CPT : Carnitine palmitoyl transférase ; CACT : carnitine acylcarnitine translocase

Les acylcarnitines peuvent faire le chemin inverse : elles peuvent revenir dans le cytosol
en passant par la CACT, traverser la membrane cellulaire puis rejoindre la circulation sanguine
pour finalement étre excrétées dans les urines ou dans la bile selon la longueur de chaine de
I’acylcarnitine. Il s’agit d’un moyen de détoxification en cas d’accumulation importante d’acyl-

CoA, par exemple en cas d’anomalie de la -oxydation mitochondriale des AG (5,10).

1.3. La B-oxydation mitochondriale des acides gras

Dans la mitochondrie, 1’acyl-CoA va subir plusieurs cycles comprenant 4 réactions
enzymatiques afin de libérer un acétyl-CoA par cycle. La premiéere étape est une
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déshydrogénation de 1’AG en trans-enoyl-CoA qui peut étre catalysée par 4 enzymes différentes

en fonction de la longueur de la chaine de ’AG :

- SCAD : acyl-CoA déshydrogénase des acides gras a chaine courte (Cs a Ce)

- MCAD : acyl-CoA déshydrogénase des acides gras a chaine moyenne (Cs a C12)

- LCAD : acyl-CoA déshydrogénase des acides gras a chaine longue (Cg a C2o)

- VLCAD : acyl-CoA déshydrogénase des acides gras a chaine trés longue (C12 a C2s)

Cette étape nécessite un cofacteur, le Flavine-adénine-dinucléotide (FAD), pour
permettre 1’échange d’électron et un systeme de transport d’électrons, ’ETF (Electron-
transferring flavoprotein).

Les 3 étapes suivantes sont catalysees par une protéine mitochondriale trifonctionnelle
(TFP) ayant une activité d’hydratase, d’hydroxy-acyl-CoA déshydrogénase et de thiolase (voir
Figure 4). Tout d’abord, le trans-enoyl-CoA issu de la premiére réaction va subir une
hydratation par I’enoyl-CoA hydratase sur sa double liaison et devenir le L-3-hydroxy-acyl-
CoA. En fonction de la longueur de la chaine, la 3-hydroxy-acyl-CoA déshydrogénase des
acides gras a chaine longue (LCHAD) ou moyenne et courte (M/SCHAD) vont le
déshydrogéner en 3-céto-acyl-CoA. La derniere étape est un clivage par une thiolase en un acyl-
CoA écourté de 2 carbones et un acétyl-CoA. Cet acyl-CoA va pouvoir recommencer un cycle
de B-oxydation (5,8).
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Figure 4 : g-oxydation des acides gras
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D’aprés Eaton et al., 1996 (11)

1.4. Les voies alternatives

Dans des conditions physiologiques, 1’oxydation des AG a moyenne et longue chaine a
lieu majoritairement au niveau mitochondrial. Il existe des voies alternatives comme
I’oxydation microsomale et peroxysomale. L’®-0xydation microsomale des AG produit des
acides dicarboxyliques qui pourront étre dégradés par la [B-oxydation peroxysomale.
L’oxydation peroxysomale concerne préférentiellement les AG a chaine tres longue (I’acide
pristanique, ’acide di- et trihydroxycholestanoiques, 1’acide tétracosaénoique et les acides
dicarboxyliques a tres longue chaine). Elle rend ces longues chaines aliphatiques plus polaires,
permettant une élimination plus aisée. Lors d’un déficit de la B-oxydation, ces 2 voies
oxydatives deviennent plus importantes afin d’éliminer les acyl-CoA accumulés. Les
métabolites issus de ces processus sont donc excrétés en plus grande quantité et leur mise en

évidence peut étre une aide au diagnostic (5,10,12).
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1.5. Les anomalies de la B-oxydation mitochondriale des acides gras

Du systeme de transport de la carnitine jusqu’a I’hélice de Lynen, chaque étape
enzymatique de la B-oxydation peut étre le siége d’un déficit. A ce jour, une vingtaine de déficits
sont connus. La mise en place du dépistage néonatal systématique de ces pathologies dans
d’autres pays a permis d’estimer leur incidence globale a 1/5 000 — 1/10 000. II s’agit d’un
assortiment hétérogéne de maladies que ce soit au niveau de 1’age de déclaration de la maladie,
de la gravité ou des manifestations cliniques. La forme la plus sévére est la présentation
néonatale avec une cardiomyopathie grave, une hypoglycémie hypocétosique et une
insuffisance hépatique ayant une évolution souvent fatale. L’expression infantile se caractérise
par des épisodes de léthargie et vomissements pouvant mener & une atteinte hépatique, une
hypoglycémie hypocétosique, une encéphalopathie voire le décés. Les présentations tardives
chez I’adolescent ou 1’adulte sont marquées par une atteinte musculaire avec faiblesse
musculaire, myalgie, rhabdomyolyse et atteinte rénale (6,8,13,14).

Lors d’une suspicion d’une anomalic de la [-oxydation, le bilan biologique
d’exploration doit a minima rechercher une hypoglycémie hypocétosique avec un dosage du
glucose plasmatique et de corps cétoniques sanguins, ainsi qu’un profil des acylcarnitines
plasmatique afin de cibler le lieu du déficit. L’¢tude de I’oxydation des AG dans les
lymphocytes, les dosages enzymatiques sur fibroblastes et la biologie moléculaire sont utiles
pour confirmer le diagnostic.

La prise en charge de ces pathologies comporte 2 versants : le traitement de la phase
aigué et la prise en charge a long terme. En phase aigué, lors d’une décompensation
métabolique, il faut trés rapidement traiter le patient par perfusion de glucose intraveineuse (12-
15 mg/kg/min chez le nourrisson et 1’enfant puis 8-10 mg/kg/min chez le grand enfant et
I’adolescent). Une supplémentation en L-carnitine (50-100 mg/kg/jour) peut également étre
administrée en cas de carence. A long terme, le traitement est essentiellement préventif. Il
convient d’éviter ou au moins d’anticiper les facteurs de risques de décompensation par
I’éviction du jeline notamment grace a des repas fréquents, une surveillance accrue lors
d’épisodes infectieux ou d’exercice physique intensif avec I’administration de solutions riches
en glucides et éventuellement une supplémentation en L-carnitine. Selon [I’atteinte
enzymatique, certaines sources d’acides gras doivent étre proscrites. Le pronostic est variable
selon la pathologie mais certaines anomalies de la 3-oxydation ont un excellent pronostic avec

ces actions préventives (8,15).
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Chapitre 2 : Le déficit en MCAD

Le deficit en MCAD est une maladie métabolique héréditaire dans laquelle la B-
oxydation mitochondriale des AG est inhibée au niveau des AG a chaine moyenne. Avec une
prévalence dans les pays limitrophes de la France entre 1/10 000 a 1/27 000 (4), il s’agit de
I’anomalie de la B-oxydation des acides gras la plus fréquente. Cette pathologie peut conduire
a des épisodes d’hypoglycémie avec un défaut de cétogenése potentiellement grave se
traduisant par de la léthargie, le coma voire le déces. La plupart des cas se déclarent dans la
petite enfance, cependant dans de rares cas les premieres crises se manifestent dés la période
néonatale ou n’apparaissent qu’a 1’age adulte. Ces épisodes de décompensation peuvent
engager le pronostic vital mais peuvent étre évités par de relativement simples mesures

préventives (4,16).

2.1. Historique

Le premier cas de déficit en MCAD décrit dans la littérature date de 1976, lorsque
Gregersen et al. décrivent un patient de 3 ans ayant présenté plusieurs épisodes de léthargie et
de troubles de la conscience associés a des hypoglycémies (17). L’exploration biologique met
en évidence une excrétion dans ses urines d’acides dicarboxyliques (1’acide adipique Cs,
subérique Cg et sébacique Cio) et de subérylglycine. Il décede suite a une épreuve de jelne a
visée diagnostique. En 1980, ils expliquent ce syndrome qu’ils retrouvent chez d’autres patients
par le déficit d’une acyl-CoA déshydrogénase (18). Deux ans plus tard, Kglvraa et al.
parviennent a localiser plus précisément le déficit en réalisant une étude enzymatique sur
fibroblastes de patients présentant le méme syndrome et mettent en évidence un déficit en
MCAD (19). Par la suite, la gravité de cette maladie devient apparente lorsque Howat et al.
attribuent le premier cas de mort subite du nourrisson a un déficit en MCAD en 1984 (20).

L’exploration biologique de cette pathologie est approfondie avec le travail de Roe et
al. qui mettent en évidence 1’intérét du profil des acylcarnitines pour poser le diagnostic de
déficit en MCAD (21). L’origine génétique de la maladie est élucidée au début des années
90s lorsque la mutation prépondérante ¢.985A>G sur le géne ACADM codant pour la MCAD
est découverte quasi-simultanément par plusieurs laboratoires (22—-26).

Un premier dépistage prénatal est réalisé en 1987 par détermination de 1’activité
enzymatique des cellules du liquide amniotique (27) puis par biologie moléculaire en 1995 (28).
En 2000, un diagnostic préimplantatoire est réalisé avec succes chez un couple ayant
précédemment perdu 2 enfants atteints d’un déficit en MCAD (29). La possibilité de rechercher

le déficit en MCAD lors du dépistage néonatal est étudiée dés 1989 et est mise en place aux
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Etats-Unis depuis les années 90s (3,30). Alors qu’en 2011 la Haute Autorité de Santé (HAS)
émet des recommandations sur 1’intérét d’inclure le dépistage du déficit en MCAD chez le
nouveau-né en France (31), ce n’est qu’en 2018 que les financements sont octroyés et
I’organisation du dépistage national remaniée pour permettre sa mise en place dans les

laboratoires de dépistage néonatal.

2.2. Epidémiologie

Historiquement, les données épidémiologiques du déficit en MCAD venaient des
patients diagnostiqués sur la base de symptomes cliniques. L’incidence allait de 1/30 000 a
1/135 000. Cette population était constituée a 80% d’homozygotes pour la mutation ¢.985A>G
de transmission autosomique récessive et essentiellement de patients caucasiens avec des
origines d’Europe du nord. La fréquence de portage de cette mutation dans la population
générale est variable selon la localisation géographique : en Europe du nord, aux Etats-Unis et
en Australie, le portage de cette anomalie génétique est estimé entre 1:40 et 1:100 nouveau-nés.
Au contraire, lors de la recherche de cette mutation sur le test de Guthrie de 1000 nouveau-nés
japonais, aucun porteur n’a été retrouvé. Le portage élevé dans les populations caucasiennes
permet de calculer un taux d’incidence théorique d’homozygotes de 1/6 400. La discordance
entre ce chiffre et ’incidence des patients diagnostiqués sur la base de symptomes cliniques
citée plus haut est probablement le résultat du sous-diagnostic lié au nombre de patients
asymptomatiques (28,32—36).

L’arrivée du dépistage néonatal dans de nombreux pays a fait évoluer les connaissances
de I’épidémiologie du déficit en MCAD de maniére considérable. En effet, I’incidence de la
maladie a significativement augmenté avec le dépistage : elle est de ’ordre de 1/10 000 a
1/20 000 dans les populations européennes. De plus, cette maladie a historiquement été décrite
chez les caucasiens, mais le dépistage a permis d’évaluer sa prévalence dans de nombreux pays
comportant d’autres ethnies :

e Japon : 1/51 000 naissances vivantes

e Arabie Saoudite : 1/18 000 naissances vivantes

e Taiwan : 1/263 500 naissances vivantes

e Australie : 1/19 000 naissances vivantes

e FEurope: 1/4 900 (Allemagne) a 1/24 900 (Autriche) naissances vivantes

e Amérique du Nord : 1/23 400 (Canada) a 1/13 000 (certains états aux Etats-Unis)

naissance vivantes
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L’incidence chez les nouveau-nés en France n’est pas connue mais peut €tre estimée a
1/15 000 en se basant sur les données épidémiologiques des pays limitrophes, ce qui correspond
a environ 50 nouveaux cas par an (4,34-36).

2.3. L’acyl-CoA-déshydrogénase des acides gras a chaine moyenne (MCAD)

La MCAD est une oxydoréductase qui intervient dans la béta-oxydation mitochondriale
des acides gras de chaine moyenne comportant 6 a 12 atomes de carbone (voir Figure 5) (4). Il
s’agit d’une flavoenzyme homotétramérique dont les sous-unités ont une taille de 44 kDa.
Chague sous-unité de I’enzyme est composée de 3 domaines : un domaine o N-terminal, un
domaine et un domaine o C-terminal (voir Figure 6). Les domaines N et C-terminal sont
essentiellement des hélices a et contribuent largement au cceur du tétramére. Le domaine [ est
compris de 2 feuillets B orthogonaux.

Cette enzyme est codée par le gene ACADM situé sur le bras court du chromosome 1 au
niveau de la bande p31 et contient 12 exons. Il comprend une séquence de 1263 paires de bases
codant pour les 421 acides aminés (AA) de la sous-unité précurseur. La synthese de son
précurseur, pPMCAD (2,9 kDa plus large que son équivalent mature), se réalise au niveau des
ribosomes cytosoliques. 1l posséde un peptide « leader » de 25 AA chargés positivement qui va
le diriger vers la matrice mitochondriale. Une fois transporté dans la mitochondrie, le pMCAD
subit un clivage et prend sa forme mature en formant un tétramére et en incorporant un FAD
(32,37). L’expression du géne ACADM varie en fonction du type de tissu et I’age du patient. A
la naissance, le cceur présente un pic d’expression du gene. Ceci expliquerait la prépondérance

de la symptomatologie cardiaque (arrét cardiaque) retrouvé dans la période néonatale (38).
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Figure 5 : Le role de la MCAD dans la béta-oxydation
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Figure 6 : Structure de la MCAD

La MCAD forme une structure tétramérique (diméres de dimeres). Les domaines N-terminal et
C-terminal contiennent surtout des Aélices a tandis que les domaines du milieu sont composés
de feuillets p. Les couleurs permettent de distinguer chaque monomere (39) (RCSB Protein

Data Bank).
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2.4. Physiopathologie

Le déficit en MCAD est di a une perte de fonction de 1’enzyme liée aux diverses
mutations pouvant atteindre le géne ACADM. Pour les génotypes les plus fréquents, cette perte
de fonction est imputée a un mauvais repliement de la protéine et de tétramérisation de la
prot¢ine MCAD. Lorsque I’enzyme est sauvage, la lysine en position 304 interagit avec
’aspartate en 346 pour former la structure 3D de la protéine. Dans la mutation faux-sens la plus
fréquemment retrouvée ¢.985A>G, la substitution d’une adénosine par une guanine engendre
le remplacement de la lysine par un glutamate (p.Lys329Glu) a I’emplacement 329 du
précurseur MCAD soit sur I’emplacement 304 de la sous-unit¢é MCAD mature (22,37,40,41),
engendrant une anomalie de la conformation de I’enzyme et une réduction de son activité. Cette
anomalie est accentuée par la chaleur, ce qui explique que la fiévre retrouvée dans les épisodes
infectieux puisse déclencher des crises métaboliques (42). D’autres types de mutations peuvent
étre retrouvés : par exemple, une mutation non-sens peut tronquer 1I’enzyme et réduire ainsi son
activité (43-46).

Conséquence de la perte de fonction de la MCAD

La perte de fonction de la MCAD se manifeste cliniquement lorsque la 3-oxydation des
AG est fortement sollicitée : en cas de défaut d’apport alimentaire (lors d’un jetine prolongé,
notamment au cours de la nuit, suite a des vomissements ou pour une anesthésie générale) ou
d’augmentation des besoins énergétiques (gastro-entérite virale, infection respiratoire, maladie
intercurrente, exercice physique, stress, vaccination combinant diphtérie-cogueluche-tétanos).
Les cas décrits dans la littérature sont le plus souvent des crises métaboliques liées a une
infection intercurrente (4,33,47,48).

Lorsque la B-oxydation est fortement sollicitée, les AG a chaine moyenne s’accumulent
car la MCAD défaillante ne peut pas catalyser leur déshydrogénation avec une cadence
suffisante. Il faut cependant noter qu’étant donné le chevauchement d’activité entre la MCAD
et les autres acyl-CoA-déshydrogénases, la p-oxydation des AG n’est pas complétement
bloguée. Cela explique I’accumulation prédominante de 1’acide octanoique (Cg) et moindre des
acides décanoique (Cio) et hexanoique (Ce). La diminution de production d’acétyl-CoA
résultante empéche la production d’ATP par le cycle de Krebs et la production de corps
cetoniques (voir Figure 7) (49).

L’insuffisance de production énergétique a partir des lipides se traduit par une

consommation du glucose sanguin par les organes vitaux. L’hypoglycémie conséquente
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contribue a de nombreux signes cliniques du déficit en MCAD comme la léthargie, les troubles
de la conscience ou le déces (10).

Figure 7 : Pathogéneése d’un patient atteint du déficit en MCAD en crise
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Toxicité des AG a chaine moyenne

L’accumulation des AG a chaine moyenne présente en elle-méme une toxicité. Le coeur
et le foie étant des sieges importants de B-oxydation, les AG s’y accumulent et engendrent une
stéatose hépatique et une toxicité cardiaque (4,50).

Par ailleurs, I’accumulation d’AG a chaine moyenne perturbe I’homéostasie
mitochondriale cérébrale. Ils ont une activité inhibitrice au niveau de la chaine respiratoire, de
la phosphorylation oxydative et de D’activité Na*/K*-ATPase cérébrale chez le rat. Ces

interférences contribueraient a la neurotoxicité du déficit en MCAD (51-58).

2.5. Clinique

Le déficit en MCAD est une pathologie d’apparition épisodique provoquée par les
facteurs déclencheurs cités plus haut. L’age médian d’apparition du premier épisode est de 1 a
1,5 ans, il existe cependant des présentations néonatales et des décompensations plus tardives
lors de la période scolaire. Des manifestations a 1’adolescence et a I’age adulte sont rares mais
ont été décrites dans la littérature (59,60). A I’inverse, la pénétrance incompléte explique que
certains patients peuvent rester asymptomatiques toute leur vie (49,61).

Présentation clinique chez I'’enfant

Les signes de décompensation les plus courants chez I’enfant sont les vomissements, la
léthargie, 1’encéphalopathie, 1’hypotonie voire le coma. Historiquement, lorsque la maladie
était encore peu connue, cette clinique était souvent étiquetée comme syndrome de Reye.
Certains patients peuvent également présenter des crises convulsives et une hépatomégalie. La
gravité de la maladie reléve du fait que ces épisodes métaboliques peuvent étre fatals. En effet,
le taux de mortalité est d’environ 20% lors de la premiere crise métabolique lorsque le
diagnostic n’est pas connu (4,33,34,62,63).

A plus long terme, des séquelles neurologiques ont été décrites dans la littérature chez
des patients ayant présenté une décompensation métabolique dans 1’enfance. Il a été rapporté
des retards du développement, des troubles du langage, de 1’aphasie ou des troubles de déficit
de I’attention. Ces complications pourraient étre dues a des lésions cérébrales créées lors
d’épisodes métaboliques aigus et qui sont particulierement délétéres chez le nourrisson et
I’enfant en bas age en plein développement neurologique. Cependant, le lien de corrélation
entre la maladie et tous ces troubles neurologiques n’est pas établi: certains auteurs ne
retrouvent pas de différence statistiquement significative dans le neurodéveloppement des

personnes atteintes du déficit en MCAD par rapport a la population générale (33,47,64).
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Présentation clinique chez I’adulte

Chez [D’adulte, les crises métaboliques sont beaucoup moins fréquentes car la
dépendance a la B-oxydation des AG a chaine moyenne diminue avec 1’age : le risque de
décompensation est donc moindre sans pour autant étre nul. Différents types d’atteintes
d’organes sont décrits dans la littérature : au niveau digestif (vomissements), neurologique
(somnolence, crise epileptique, coma) (4), musculaire (faiblesse, douleur musculaire,
rhabdomyolyse, intolérance a ’effort) (63,65), hépatique (66) et cardiaque (arythmie) en plus
des signes de décompensation métabolique (acidose métabolique, hyperammoniémie,
hyperlactacidémie, hypoglycémie) (67). La faiblesse musculaire est le plus souvent une
séquelle retrouvée chez des patients ayant déja eu plusieurs crises métaboliques et plusieurs
hospitalisations avant d’étre diagnostiqués. Chez 1’adulte, au moins un facteur déclenchant était
toujours retrouvé : I’exercice physique, le jetine, la prise d’alcool ou une infection intercurrente.

Dans certains de ces cas, I’épisode s’est terminé en déces (4,33,63,65,66,68,69).

2.6. Biologie

Investigations biochimiques initiales

Lors d’une décompensation aigué, la caracteristique la plus souvent retrouvéee est une
hypoglycémie hypocétosique avec un trou anionique augmenté. L’hypoglycémie est
documentée chez 42-96% des patients avec une décompensation métabolique sévere (33,47). 1l
faut cependant étre vigilant sur I’interprétation des corps cétoniques, car leur présence ou leur
augmentation ne permet pas d’exclure un déficit en MCAD. En effet, les acyl-CoA
déshydrogénases des acides gras a chaine longue et courte permettent tout de méme une
production d’acétyl-CoA et donc de corps cétoniques. On peut également retrouver une
hyperuricémie, une acidose lactique et une élévation des transaminases hépatiques. La
diminution d’apport énergétique au niveau hépatique réduit I’activité des voies métaboliques
hépatiques, notamment celle du cycle de 1’urée, résultant en une hyperammoniémie et par
conséquent une encéphalopathie. L hyperuricémie pourrait étre le reflet de la perturbation
mitochondriale et du dommage tissulaire engendré par la décompensation métabolique
(16,62,70-73).

Dosage des acides gras libres
Un autre parametre intéressant a doser est la concentration d’acides gras libres
plasmatiques. Ceux-ci peuvent étre augmentés ainsi que le ratio d’acides gras libres / 3-

hydroxybutyrate, témoin de ’anomalie de la cétogenése. Cette élévation des acides gras libres
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peut étre responsable d’arythmie cardiaque (74). Parmi les métabolites plus spécifiques, on peut
trouver une élévation de la concentration d’octanoate saturé (Cs) et surtout de cis-4-décénoate
insaturé plasmatique lors de crises métaboliques ou d’épreuve de jetine. Le cis-4-décénoate est
pathognomonique dans le déficit en MCAD et non influencé par une supplémentation en

triglycérides a chaine moyenne (47).

Profil des acylcarnitines plasmatiques

Le profil des acylcarnitines plasmatiques, réalisé par spectrométrie de masse en tandem
dont le principe est décrit dans le chapitre 4.1., est I’analyse phare pour établir le diagnostic des
anomalies de la -oxydation mitochondriale des AG. Les acyl-CoA accumulés forment des
acylcarnitines dosables dans le plasma ou le sang total permettant de situer le lieu du déficit en
fonction du type de profil. Le profil peut cependant se normaliser en dehors des épisodes de
décompensation, le prélévement doit donc étre réalisé lors d’une crise métabolique ou a défaut,
a jeun.

Lors du déficit en MCAD, le profil des acylcarnitines va refléter I’accumulation des
acylcarnitines a chaine moyenne de Cs a C10: Cs (hexanoylcarnitine), Cs (octanoylcarnitine),
C1o (décanoylcarnitine) et Cio:1 (décenoylcarnitine). Le Cs est le plus élevé tandis que le Cs et
le C10 peuvent étre catabolisés par la SCAD et la LCAD respectivement, d’ot une accumulation
moins importante. Cet écart peut étre mis en évidence par 1’augmentation du ratio Cg/Cio. Ce
ratio permet également de distinguer les génotypes dit « séveres » (homozygotes ¢.985A>G)
pour lesquels le ratio sera plus élevé, des génotypes « modérés » (hétérozygotes composites).
Le ratio Cg/C: peut également étre utilisé dans 1’interprétation du profil. Bien que le profil des
acylcarnitines soit un excellent outil diagnostic, il est mal corrélé au risque de décompensation
métabolique (42,75,76).

L’interprétation du profil des acylcarnitines doit toujours prendre en compte la
concentration de carnitine (Co) libre plasmatique, car un déficit en carnitine peut masquer une
anomalie de la B-oxydation mitochondriale des acides gras. En cas de déficit en carnitine, la
carnitine libre et totale seront diminuées. En cas d’anomalie de la B-oxydation, la carnitine
totale, qui comprend la carnitine libre et les acylcarnitines accumulées, sera normale voire
augmentée tandis que la carnitine libre sera diminuée par consommation. Par ailleurs, 1’heure
de prelevement joue un réle dans le dosage des carnitines : a jeun, la libération de carnitine libre
dans le plasma est augmentée, reflet d’une mobilisation des réserves de carnitine dans les tissus.

A T’état postprandial, la carnitine libre plasmatique est souvent basse (47,74,77).

29



Un critere de diagnostic du déficit en MCAD proposé pour le profil des acylcarnitines
est une concentration en Cg > 0,3 pmol/L, un ratio Cg/C1o > 5 et une absence d’accumulation

significative des acylcarnitines a chaines de plus de 10 carbones (75).

Figure 8 : Profil des acylcarnitines plasmatique d'un patient atteint du déficit en MCAD
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est observée.

Chromatographie des acides organiques urinaires (CAQO)

La chromatographie des acides organiques urinaires (CAQ) est un outil puissant pour
détecter les erreurs innées du métabolisme par la mise en évidence de métabolites
intermédiaires. 1l peut étre réalisé par chromatographie gazeuse avec détection en spectrométrie
de masse (GC-MS) ou par chromatographie liquide avec détection par spectrométrie de masse.
Dans toute anomalie de la B-oxydation des AG, une excrétion urinaire d’acides dicarboxyliques
et d’acylglycines, voie alternative d’élimination des AG cumulés, peut étre retrouvée a la CAO
lors d’un épisode aigu. Si les urines sont prélevées en dehors d’un épisode aigu, la CAO peut

se normaliser (78).
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La spécificité du déficit en MCAD est I’excrétion massive des acides dicarboxyliques a
chaine moyenne dans les urines : I’acide adipique Cs (hexanedioique), 1’acide subérique Cs
(octanedioique) et I’acide sébacique Cio (decanedioique). La présence d’acides dicarboxyliques
peut étre expliquée par une -oxydation des acides décanoiques, dodécanoique et
tetradécanoiques suivie d’une B-oxydation des acides dicarboxyliques produits. Les dérivés de
I’m-oxydation des AG peuvent egalement étre retrouvés sur la chromatographie, notamment
I’acide 5-hydroxy-hexanoique. Au niveau des glycines, ce sont I’hexanoylglycine, la
phénylpropionylglycine et la subérylglycine qui augmentent fortement lors d’épisodes de
décompensation aigue tandis que I’acide 7-OH-octanoique, 1’acide 9-OH-decanoique, cis-5-
dodecenedioique et cis-4-decenedioique (Cio:1) sont modérément augmentés (79). Chez le
nouveau-né, la phénylpropionylglycine est absente car il s’agit d’un métabolite issu de la flore
intestinale (61).

Etant donné le défaut de production de corps cétoniques, les corps cétoniques urinaires
sont généralement bas mais il est tout de méme possible d’en retrouver a la CAO et a la
bandelette urinaire. La présence de corps cétoniques ne doit donc pas exclure un déficit en
MCAD.

Lors de I’interprétation de la CAO, il faut rester vigilant sur une possible interférence
des suppléments de triglycérides a chaine moyenne, retrouve par exemple dans les laits pour
prématurés, qui engendrent une augmentation des concentrations en acide octanoique et

décanoique et des acides dicarboxyliques correspondants (47,77,78,80-82).

Analyse des acylglycines urinaires

En dehors de la CAO, un dosage spécifique des acylglycines urinaires par
chromatographie gazeuse détecté par spectrométrie de masse (GC-MS) peut étre réalisé. Cette
analyse repose sur la détermination quantitative, spécifique par isotope de 1’excrétion urinaire
de la n-hexanoylglycine, la 3-phénylpropionylglycine et de la subérylglycine. Les acylglycines
sont formées dans la mitochondrie lorsque les esters d’acyl-CoA se conjuguent avec une glycine
grace a la glycine N-acyltransférase.

L’intérét de I’hexanoylglycine et de la phénylpropionylglycine est leur persistance
méme chez les patients asymptomatiques. Par ailleurs, cette analyse ne nécessite pas de
préparation du patient : celui-ci n’a pas besoin d’étre a jeun ou de faire des épreuves de charges
avec des triglycérides a chaine moyenne, de la carnitine ou de ’acide phénylpropionique.
Cependant, ces métabolites ne sont pas spécifiques : ils peuvent également étre retrouvés dans

I’acidurie glutarique de type II et I’acidurie éthylmalonique-adipique (83-85).
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Analyse de la p-oxydation sur fibroblastes ou leucocytes

Une exploration globale de la 3-oxydation peut étre réalisée sur des fibroblastes ou des
leucocytes du patient. Les cellules sont mises en culture puis un profil des acylcarnitines du
milieu de culture est effectué. Une accumulation des acylcarnitines Cs a Cio permet de

confirmer les anomalies du profil des acylcarnitines plasmatiques (77,86).

Mesure de ’activité enzymatique

La mesure spécifique de I’activité enzymatique de la MCAD est un autre outil
diagnostique. Elle peut étre réalisée sur des fibroblastes en culture ou sur d’autres tissus
(leucocytes, foie, ceeur, muscle squelettiques ou amniocytes) par HPLC-UV (High Performance
Liquid Chromatography) ou par spectrométrie de masse en tandem. Le seuil de positivité est

cependant variable selon les pays, pouvant aller de 25 a 35% (4,74,87,88).

Anatomo-pathologie

Lorsqu’une biopsie hépatique est réalisée chez un patient présentant un déficit en
MCAD, généralement dans le cadre d’une autopsie, une stéatose hépatique panlobulaire avec
des hépatocytes vacuolisés remplis de micro- ou macrovésicules de lipides peut étre observée.
Dans un cas décrit dans la littérature d’un adulte présentant une rhabdomyolyse (65), une
biopsie musculaire a été réalisée sur laquelle des vésicules de lipides entre les myofibrilles ont
été mises en évidence. Ces vesicules peuvent également étre retrouvées dans le myocarde et les

cellules épithéliales rénales (62,78,89).

Tests dynamiques

Les épreuves dynamiques peuvent participer au diagnostic. Il existe par exemple
I’épreuve de jeline qui consiste a mettre le sujet a jeun en surveillant son évolution clinique et
biologique. S’il évolue vers une décompensation métabolique et que les anomalies
biochimiques compatibles avec un déficit en MCAD sont retrouvées, le diagnostic d’une
anomalie de la B-oxydation peut étre posé. Ce type de test est cependant dangereux pour le
patient : il a été mis en évidence chez 50% de patients mis a 1’épreuve, des manifestations
cliniques séveres voire de rares déces. Un test de charge en lipides et triglycérides a chaine
moyenne est également potentiellement dangereux car il peut induire une détérioration
neurologique ou hépatique (47).

Le test de charge a I’acide phénylpropionique permet de mettre en évidence une
anomalie de la MCAD car le phénylpropionate est oxyde par la MCAD en acide benzoique. Un

patient sain, pouvant le métaboliser correctement, I’excrétera sous forme d’hippurate. Un
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patient atteint du déficit en MCAD excrétera 1/3 de phénylpropionylglycine et 2/3 d’hippurate.
Il faut cependant noter que chez le nouveau-né, ce test peut étre négatif malgré un profil

d’acylcarnitines évocateur (47,90).

Post-mortem

Devant tout cas de mort subite du nourrisson ou de déces dans un contexte de syndrome
de Reye, il faut penser aux anomalies de 1’oxydation des acides gras dont le déficit en MCAD,
comme le précisent les recommandations de la HAS dans la « Prise en charge en cas de mort
inattendue du nourrisson (moins de 2 ans) » de février 2007 (91). Un diagnostic post-mortem
peut étre réalisé par prélévement de sang et/ou de bile sur papier buvard pour faire un profil des
acylcarnitines voire une analyse du géne. La combinaison des 2 prélévements augmente les
chances de faire un diagnostic. Les prélevements post-mortem étant souvent parasités par des
pics interférents liés aux dommages tissulaires, il est préférable dans la mesure du possible
d’utiliser le papier buvard prélevé a J3 pour le dépistage néonatal, avec le consentement des

parents, pour réaliser un profil des acylcarnitines (77).

2.7. Biologie moléculaire

Le déficit en MCAD est di a une anomalie sur le ggne ACADM codant pour la MCAD.
A ce jour, 294 variants ont été identifiés (92), dont une majorité sont des mutations faux-sens.
L’impact clinique de la plupart de ces mutations n’est pas connu. En effet, la plupart de ces
mutations ayant été découverte grace au dépistage néonatal, les enfants concernés sont

prémunis contre toute décompensation par des mesures préventives (34,42).

Figure 10 : Variations génétiques du géene ACADM

ACADM gene variations in screened newborns
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D’apreés Gregersen et al, 2008 (93)

L’introduction du dépistage néonatal dans de nombreux pays a permis une meilleure
compréhension de la pathologie, notamment au niveau génétique, par la détection d’un plus
grand nombre de cas. L’exploration génétique de ces nouveau-nés montre que seulement 36-

71% des patients diagnostiqués suite au dépistage sont homozygotes pour la mutation
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€.985A>G. Par ailleurs, 30-40% sont des hétérozygotes composites avec la mutation c.985A>G
et une autre mutation plus rare (3).

La deuxiéme mutation la plus fréquente, découverte grace au dépistage néonatal, est la
mutation faux-sens ¢.199C>T (p.Tyr67His). Cette mutation est retrouvée chez 6-10% des
nouveau-neés depistés positifs. Elle représente 20-30% des mutations non-c.985A>G retrouvées
au dépistage. L’activité résiduelle enzymatique d’un patient hétérozygote composite avec
€.199C>T est souvent plus élevée que le génotype classique avec une activité entre 11-30% ce
qui ne permet pas de les différencier des porteurs de la mutation ¢.985A>G. Par ailleurs, le
profil des acylcarnitines est significativement moins perturbé lorsqu’un patient a cette mutation
vis-a-vis du Cs, du Cioa1 et des ratios Cs/Cs, Cs/C1o et Cg/Ci2. Des études enzymatiques
démontrent que cette mutation n’altére que légerement 1’activité enzymatique, cependant elle
modifie la stabilit¢ de I’enzyme. A température élevée, 1’activité enzymatique est
significativement abaissée, ce qui peut étre le cas lors d’une infection intercurrente avec
hyperthermie (34,41,76,90,93-98).

En ce qui concerne les autres mutations, leur rareté les rend difficiles a interpréter. Ces
nouveaux Vvariants étaient-ils précédemment sous-diagnostiqués car ils n’ont aucune
conséquence clinique ? Ont-ils une pénétrance incompléte ? Des outils de prédiction ou
d’analyse protéique en 3D peuvent étre utilisés pour simuler I’impact de ces mutations sur la
protéine MCAD. Cependant ces techniques ont leurs limites : par exemple, certaines mutations
décrites comme non deéléteres en simulation donnent en réalité une protéine MCAD avec une
structure perturbée. Dans tous les cas, il n’existe pas de corrélation entre le génotype et le
phénotype clinique : certains patients n’ayant aucune activité enzymatique résiduelle (décalage
du cadre de lecture ou codon stop prématuré) peuvent étre asymptomatiques toute leur vie tandis
que des patients avec un profil dit « modéré » (par exemple un hétérozygote composite avec la
mutation ¢.985A>G et ¢.157C>T) peuvent décéder soudainement de leur maladie
(4,34,42,46,76,94,96).

Epidémiologie des génotypes

L’¢épidémiologie des différentes mutations est variable selon la géographie. Le portage
de la mutation prépondérante ¢.985A>G est fréquent : I’incidence est d’environ 1/40 en
Angleterre, en Australie ou en Amérique du Nord. En France, sur une population de donneurs
de sang a Paris, la fréquence de la mutation observée en 1995 était de 1/138, ce qui ferait une

incidence estimée de la maladie liée a la mutation ¢.985A>G de 1/19 000. En Asie (Taiwan,
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Japon, Corée), on retrouve plutdt la delétion ¢.499 452delCTGA. Elle engendre un décalage

du cadre de lecture, résultant en un codon stop prématuré (99-101).

Figure 11 : Epidémiologie de la mutation fréquente c.985A>G

Table 1
Frequency by country of homozygosity and heterozygosity for K304E MCAD mutation

Frequency of Frequency of Population Reference

Country of origin homozygosity®  heterozygosity Homozygotes Heterozygotes total Sample source HNo.
Australia 1/20,000 171 0 5 353 Anonymous spare Guthrie cards 7
Belgium 1/24,000 177 0 13 998 Surveyed newborn blood samples 8
Bulgaria 1/33,000 1/91 1 9 1005 Surveyed newborn blood samples B
Czech Republic 1/231,000 1/240 1] 5 1201 Surveyed newborn blood samples 8
Denmark 1/42,000 1/102 1} 9 921 PKU cards 9
Finland 1/10.000 1/50 1] 4 200 Blood donors 10
France

Lyon /532 0 2 1064 Unselected newbaorn blood spots 11

Aquitaine 1744000 /103 i 20 2090 Unselected newborn blood spots 12

Normandy 1/118 0 17 2000 Random newborn blood spots 13

Paris 1/19,000 1/140 [i] [ 414 Caucasian blood donors 14
Germany 1453,000 /16 ] 26 3015 Surveyed newborn blood spots ]
Hungary 1/192,000 1/168 0 6 1008 Surveyed newborn blood spots 8
Ttaly 1/442,000 1/333 ] 3 997 Newborn PKU cards 15
Japan 0 0 4] 0 1000 Anonymous spare Guthrie cards 7.8
Netherlands 1/16,000 1/63 [} 99 6195 Anonymous spare Guthrie cards 16
Poland 1/38,000 1/98 [ 10 980 Surveyed newhorn blood spots ]
Russia 1/27,000 1/83 o 5 413 Unselected newborn blood spots 17
Scotland 1/304,000 11276 [1] 2 552 Women AFF lab clotted blood 18
Spain 1/82,000 1/141 1 5 1000 Unspecified newborn blood spots 8
Switzerland 1/11,000 1/52 0 2 1142 Guthrie cards from healthy babies 19
Turkey 1/186,000 11216 0 3 1079 Surveyed newborn blood spots 3
UK 117,000 1/64 0 158 10,171 Surplus dried blood samples 20

Trent 1/18,500 1/68 0 6 410 Meonatal population 21

Birmingham 1/6,400 1140 0 12 479 Anonymous Guthrie cards 2
Us

North Carolina 1/28,000 1/84 0 3l 2611 Caucasian PKU cards 4

Texas 1107 0 5 536 Anonymous spare Guthrie cards 7

Pennsylvania*® 1/20,408 t 4 5% 80,371 Supple. newborn screening program 5

*Estimated from frequency of heterozygasity; #, cannot be calculated— entire population not genotyped; $, compound het i i i
+*Brospective population. based st genotyped, §, p erozygotes, not including carriers.

D’apres Wang et al., 1999 (102)

2.8. Prise en charge

2.8.1. Approche diététique

La prise en charge du déficiten MCAD repose essentiellement sur le régime alimentaire.
Le but est de prévenir les situations ou les AG seront fortement mobilisés. Il faut donc éviter
les longues périodes de jeline par un rapprochement des repas, avec une attention particuliére
chez le nouveau-né et le nourrisson la nuit. Les connaissances actuelles ne permettent pas de

réaliser une prise en charge adaptée au génotype et le traitement préventif étant relativement
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simple sans risque iatrogéne, tout patient, quel que soit son genotype ou ses concentrations de
Cs, devrait suivre ces consignes alimentaires (103).

Il existe cependant peu d’études robustes permettant de faire des recommandations
reconnues au niveau international sur les délais de jeine acceptable. La Figure 12 résume des
recommandations de délai de jeline maximal acceptable dans quelques pays différents. Selon
une etude bibliographique de Derks et al. (104), il est proposé qu’entre 6 mois et 1 an d’age, il
ne faut pas dépasser 8h de jeline, puis 10h dans la 2° année de vie et enfin 12h par la suite. En
dehors des repas habituels, cela correspond finalement a assurer un repas vespéral durant les 2
premiéres années de vie. Il faut garder en téte que ces recommandations sont pour des enfants
en bonne santé (en dehors de toute infection intercurrente avec fiévre ou autres situations de
stress). Toutefois, une étude réalisée en 2013 au Pays-Bas suggére qu’il n’est peut-étre pas utile
de conseiller I’éviction du jeline pour les patients avec une activité enzymatique > 10% au-dela
de 6 mois d’age. Dans cette étude, 6 patients dans cette catégorie ont supporté 15h de jelne
sans perturbations biochimique et clinique (105,106). Le consensus francais pour le délai de
jene maximal acceptable est résumé dans la Figure 13.

Il faut noter que les nouveau-nés nourris exclusivement au lait maternel ont un risque
plus élevé de morbidité et de mortalité que ceux nourris au lait artificiel dans la période
néonatale, lorsque les résultats du dépistage néonatal ne sont pas encore connus. Ceci est
probablement li¢ a I’insuffisance de production de lait maternel lors des premiers jours de vie
du nouveau-né (107). Cependant, I’allaitement maternel n’est pas systématiquement
responsable de décompensation, car 5 sur 8 nouveau-nés avec un déficit en MCAD

asymptomatiques sont allaités (61,63).
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Figure 12 : Exemples de délais de jeine maximum acceptable

Age Maximum fasting time for children with MCAD deficiency (hours)

(months) | Germany Australia UK Holland
(M. Lindner, personal (B. Wilcken, personal | (Dixon & (Derks et al
communication, 2008) communication, 2008) Champion 2007)

2008)

1 6 4 6 Not stated

2

3

4 8

5 6

6 8

7 8 8-10

8 10

9

10

11

1 year 12 12 10

2 years 12

3 years

=>4 years 10

D’aprés Walter et al., 2009 (105)

Figure 13 : Consensus francais sur le temps de jene autorisé dans le déficit en MCAD

en fonction de I'age
Age Temps de jeiine
nocturne (heures)

Naissance a 2—4 semaines 3a4
13d 4 mois 4a6
4 a 8 mois 6a8
8 3 10 mois 8310
10 @ 12 mois 10 a 12
1a 6ans 12

> 6 ans <14

MCAD : acyl-CoA-déshydrogénase des acides gras a chaine moyenne.

D ’apres Feillet et al., 2012 (4)

L’¢élément primordial a la prise en charge est donc 1’éducation thérapeutique. Les
parents doivent connaitre les facteurs de risque et pouvoir détecter le plus t6t possible les signes
annonciateurs d’une décompensation afin de pouvoir initier tout de suite une action préventive.
En cas d’infection ou d’exercice physique intense, ils doivent donner une boisson riche en
glucides (a ne pas confondre avec les solutions de réhydratation orales qui ne contiennent pas
suffisamment de glucose) jour et nuit jusqu’a récupération. La mesure de la glycémie a domicile
pour détecter une décompensation métabolique n’est pas recommandée car elle peut mener a

une fausse sensation de sécurité : d’une part, la sensibilité des appareils de mesures capillaires
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n’est pas suffisante notamment dans les valeurs basses ; d’autre part, 1’hypoglycémie peut
apparaitre tardivement lors d’une décompensation et donc retarder la prise en charge (108).

L’éducation thérapeutique doit également faire comprendre aux parents les situations
dans lesquelles une prise en charge médicale doit étre requise. Par exemple, en cas de refus de
boisson, d’aggravation de 1’état du patient, de vomissements ou de diarrhée, il faut rapidement
se tourner vers un professionnel de santé afin de mettre en place des perfusions intraveineuses
de glucose et d’¢lectrolytes. Enfin, lorsque I’enfant devient adolescent puis adulte, il doit lui-
méme étre éduqué afin de savoir reconnaitre ses symptomes et la conduite a tenir devant ces
symptémes (103,108).

2.8.2. Supplémentation en L-carnitine

L’intérét de la supplémentation en L-carnitine (Levocarnil®) chez les patients avec un
déficiten MCAD reste controversé. En théorie, I’apport de carnitine devrait réduire la fréquence
et la gravité des décompensations métaboliques en corrigeant le déficit en carnitine secondaire,
en ¢éliminant les métabolites toxiques qui s’accumulent, en restaurant le ratio acyl-CoA/CoA
intramitochondrial. Par ailleurs, des expériences in vitro montrent un effet protecteur de la
carnitine face a la toxicité de 1’acide octanoique envers le plexus choroide (109). Des études
mettent en évidence une augmentation de 1’excrétion d’acylcarnitines urinaires a I’effort sous
supplémentation en L-carnitine, mais dans tous les cas, les patients restent asymptomatiques
avec ou sans apport de L-carnitine. Finalement, en pratique, aucune étude suffisamment robuste

confirme un bénéfice clinique de cette supplémentation (110-113).

2.8.3. Supplémentation en riboflavine

La riboflavine (ou vitamine B2) est un précurseur de la FAD qui a son tour est un
cofacteur de la MCAD. Le role anti-oxydant de la riboflavine pourrait avoir un effet protecteur.
Par ailleurs, le FAD issu de la riboflavine aurait un effet stabilisant vis-a-vis de la MCAD (114).
L’utilisation thérapeutique de la riboflavine pourrait donc en théorie agir comme chaperon
pharmacologique de I’enzyme. De plus, Duran et al. (115) ont démontré in vitro une
augmentation de I’activité enzymatique chez des patients homozygotes pour la mutation
€.985A>G aprés supplémentation en riboflavine. 1l faut prendre cette information en compte
lors des premiers tests diagnostiques : une supplémentation en riboflavine peut surestimer les
résultats des tests enzymatiques. Néanmoins, son intérét clinique n’est pas démontré in vivo
(114-117).
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2.8.4. Conseil génétique

Le déficit en MCAD étant une maladie génétique, le diagnostic chez un patient doit
entrainer une enquéte familiale, notamment au niveau de la fratrie. Ce dépistage peut étre réalisé
par biologie moléculaire en étant complété par des marqueurs biochimiques (103). Une
vigilance particuliere doit étre appliquée en cas de nouvelles naissances lorsqu’une atteinte dans
la fratrie est connue : des précautions doivent étre prises d’emblée dés la naissance. En effet,
méme si le dépistage néonatal existe, une décompensation peut avoir lieu entre la naissance et

les résultats du dépistage (33).

2.9. Pronostic

La gravité du déficit en MCAD s’explique par le risque de déceés de 20-25% lors d’une
décompensation chez un patient non diagnostiqué (48,118). En outre, le risque de séquelles
neurologiques, méme s’il n’est pas complétement démontré, ne doit pas étre écarté. En
revanche, lorsque le diagnostic est posé et un traitement préventif est mis en place, le pronostic
est trés bon avec un risque de déces qui diminue significativement. Ceci explique I’importance

du dépistage néonatal du déficit en MCAD (103,119,128-131,120-127).
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Chapitre 3 : Le dépistage néonatal

3.1. Historique

L’histoire du dépistage néonatal commence en 1963, lorsque Robert Guthrie,
bactériologiste américain motivé par sa propre expérience personnelle familiale avec la
phénylcétonurie, publie une technique de dépistage de cette maladie handicapante. Il se base
sur le principe que la croissance de la bactérie Bacillus subtilis est inhibée par la p2-
thienylalanine mais que la phénylalanine 1éve cette inhibition. Il suffit donc d’une tache de sang
recueillie sur papier filtre, dont une pastille est déposée sur une gélose ensemencée avec du
Bacillus subtilis et d’observer 24 heures plus tard la pousse bactérienne pour détecter les
patients malades. Ainsi est né le test de Guthrie. 1l a été implémenté rapidement dans les pays
développés puis le progrés technologique a permis de mettre au point des dosages plus
quantitatifs par fluorimétrie, par chromatographie liquide ou par colorimétrie. Ce progrés a
également permis le dépistage d’autres pathologies. Le type de prélévement est cependant resté
universel du fait du faible volume de sang requis idéal pour un nouveau-né, le nombre important
d’analytes différents pouvant étre dosés et leur stabilité dans cette matrice (132).

Tableau 1. Les avantages du papier buvard
Avantages (Hirtz et al, 2015 (133))

e Facile aréaliser

Mode de e Volume faible : 50 pL de sang par disque soit 250 uL au total
prélévement e Peut étre réalisé a domicile : intéressant pour les accouchements
a domicile
e Le sechage de la goutte de sang entraine 1’inactivation des virus
Risque infectieux (CMV, VHC, VIH, HTLV) permettant de réduire le risque
infectieux
Identification de e Simple : directement sur le papier buvard
I’échantillon

¢ Nombreux analytes stables a tempeérature ambiante permettant le
transport par courrier (possibilité d’éloignement géographique
Stabilité entre le site de prélévement et le laboratoire d’analyse)
e Conservation post-analytique facilitée par la stabilité et le faible
espace requis par prélevement
e Possibilité d’analyse de nombreux analytes : acides nucléiques,
Analyses protéines, lipides, petites molécules organiques et non
organiques

En France, le dépistage néonatal voit ses débuts en 1972, lorsque la recherche de la
phénylcétonurie sur le test de Guthrie est mise en place. Le dépistage néonatal devient un
programme national en 1978 mené par 1’Association Francaise pour le Dépistage et la

Prévention des Handicaps de I’Enfant (AFDPHE) qui organise, coordonne et réalise le suivi du
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programme. Son financement est assuré par la Caisse Nationale de 1’ Assurance Maladie des
Travailleurs Salariés (CNAMTS). Afin d’optimiser la coordination a une échelle plus locale, le
dépistage est organisé dans chaque région par une association régionale : I’ARDPHE
(Association Régionale de Dépistage et de Prévention des Handicaps de I’Enfant). Au fur et a
mesure des années, les autres maladies sont ajoutées au panel : I’hypothyroidie congénitale avec
le dosage de la TSH (thyroid stimulating hormone) en 1978, la drépanocytose chez les enfants
a risque par électrophorése de I’hémoglobine en 1989, I’hyperplasie congénitale des surrénales
avec le dosage de la 170HP (17-hydroxyprogestérone) en 1995 et la mucoviscidose avec le
dosage de I’IRT (trypsine immuno-réactive) en 2002 (134).

Le dépistage néonatal est défini par le Code de la santé publique (I’article R1131-21
modifié par le décret n°2008-321 du 4 avril 2008) comme étant un programme de santé national.
La liste des maladies dépistées était initialement fixée par I’arrété du 22 janvier 2010. Suite aux
recommandations de I’HAS en 2011 pour I’extension du dépistage néonatal au déficit en
MCAD par spectrométrie de masse (31), il a fallu réorganiser le dépistage en France afin de
mettre en place dans les laboratoires de dépistage des spectrometres de masse en tandem
(MS/MS). En effet, I’investissement dans cette technologie (en colt économique et en
ressources humaines) n’est justifi¢ que pour le dépistage d’un minimum de 50 000 nouveau-
nés par an par MS/MS (31). Sur 22 laboratoires de dépistage neonatal en France, 4 analysaient
plus de 50 000 buvards par an et 7 en réalisaient moins de 20 000 (31). En conséquence, 1’arrété
du 22 février 2018 a ordonné une restructuration du dépistage, en diminuant notamment le
nombre de laboratoires de dépistage en France afin d’obtenir un CRDN par région (voir Figure
15). Les ARDPHE ont été dissoutes pour donner place aux CRDN et I’AFDPHE a laissé place
au Centre National de Coordination du Dépistage Néonatal (CNCDN) a Tours. Cette nouvelle
organisation est décrite dans la Figure 14. Dans la région Auvergne-Rhdne-Alpes, le nombre
de naissances est suffisant pour justifier la persistance de 2 antennes pour un CRDN (dont le
siege est a Lyon) : une aux Hospices Civils de Lyon (HCL) et une au CHU Grenoble Alpes
(CHUGA). L’acquisition de ces appareils MS/MS permet d’ajouter le dépistage du déficit en
MCAD, mais elle ouvre également la porte a I’extension du dépistage de nombreuses autres

maladies du métabolisme intermédiaire.
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Figure 15 : Carte des centres de dépistage néonatal en France

Légende:

* CRDN

@ Antenne

Strasbourg

© comersis.com

3.2. L’organisation du dépistage néonatal en France

3.2.1. Le pré-analytique

Les professionnels de santé ont 1’obligation de proposer le dépistage néonatal aux
parents de chaque nouveau-né. Son déroulé et son intérét doivent étre expliqués aux parents
afin de recueillir leur consentement. Un accord oral est suffisant pour procéder au dépistage ;
cependant, dans le cadre du dépistage de la mucoviscidose, un test de deuxiéme intention par
biologie moléculaire peut étre nécessaire en cas de premier résultat anormal ce qui nécessite un
consentement écrit. C’est pourquoi un consentement écrit est systématiquement demandé¢ au

verso du papier buvard.

Les parents peuvent refuser le dépistage de leur enfant, auquel cas une trace écrite de ce
refus doit étre conservée. En effet, les CRDN sont tenus d’assurer 1’exhaustivité du dépistage

en vérifiant que toutes les naissances déclarées ont fait 1’objet d’un dépistage ou d’un refus des
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parents. Les laboratoires doivent donc travailler en collaboration étroite avec les réseaux de
santé en périnatalité, les maternités, les services de néonatologie et les sages-femmes chargées
du suivi des suites de couches a domicile (1,135).

Le dépistage est réalisé sur un test de Guthrie : le nouveau-né est piqué au niveau du
talon afin de récupérer quelques gouttes de sang capillaire sur un papier buvard préalablement
identifié avec toutes les données démographiques qui le concernent. Il est également possible
d’utiliser du sang veineux, déposé sur le buvard a partir d’une seringue ou d’un embout de
cathéter. Les taches sont séchées environ 2h a I’abri d’une source de chaleur comme le soleil,

un radiateur ou une lampe a infrarouge (1).

Figure 16 : Buvard recto-verso, version 2020
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En France, le préléevement est effectué au troisiéme jour de vie (J3), mais peut

éventuellement étre réalisé au plus tot, a partir de la 48° heure, si un départ précoce de la
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maternité est prévu. Ce délai n’a pas été choisi arbitrairement, il permet de respecter I’intervalle
libre pour la phénylcétonurie, c’est-a-dire le temps d’accumuler suffisamment de phénylalanine
pour étre détectable afin d’éviter les faux négatifs. Les seuils de positivité pour les autres
pathologies ont par ailleurs été déterminés pour des prélevements réealises a 48-72h de vie. A
I’opposé, si le prélévement est réalisé au-dela de 120h de vie, le rendu de résultat devient trop
tardif : il s’agit une perte de chance pour le nouveau-né. Pour le déficit en MCAD, la
concentration d’octanoylcarnitine sanguine, 1’analyte dosé pour réaliser le dépistage, diminue
d’un facteur 3 entre le 1-2° jour et 6-10° jour de vie (36).

Le buvard peut par la suite étre envoyé par voie postale ou par coursier vers un centre
de dépistage. Malgré la stabilité de la plupart des analytes sur papier buvard a température
ambiante, I’envoi du prélévement ne doit pas tarder afin de pouvoir prendre en charge
rapidement tout enfant malade.

A D’arrivée au laboratoire, la qualité du prélévement doit étre vérifiée. En effet, la tache
doit étre conforme (taille suffisante, visible des 2 c6tés du buvard, sans souillure, etc. Voir
Figure 17) pour pouvoir réaliser 1’analyse.

Figure 17 : Images de prélevements conformes et non conformes
(procédure « Non-conformités des buvards du dépistage Néonatal » du CHUGA)

Taches conformes Taches non conformes

3.2.2. L’analytique

Des pastilles de taille parametrée sont découpées des taches de sang pour étre analysées
en microplaque. Selon la maladie recherchée, différentes techniques peuvent étre utilisées : la

phénylcétonurie, 1I’hypothyroidie congénitale, I’hyperplasie congénitale des surrénales et la
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mucoviscidose peuvent étre dépistées par technique immunofluorimétrique (fluorimétrie
manuelle ou méthode DELFIA® a fluorescence en temps retardé) ou par technique radio-
immunologique pour certaines maladies. Le principe de la fluorescence a temps retardé est
décrit dans la Figure 18 pour la 170HP. Les analyses peuvent étre réalisées manuellement ou
sur des analyseurs automatisés comme le GSP® ou I’AutoDELFIA® de PerkinElmer. En cas
de résultat anormal pour la mucoviscidose, 1’analyse des mutations sur le gene CFTR est
réalisée en test de 2° intention. Enfin, plusieurs techniques permettent le dépistage de la
drépanocytose pour rechercher ’hémoglobine S par électrophorése de I’hémoglobine : ’'HPLC
par échange de cations, 1’électrophorese capillaire de zone et la spectrométrie de masse
MALDI-TOF (1).

Figure 18 : Principe de dosage de la 170HP
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Le dosage de 170HP DELFIA est une méthode compétitive utilisant de la 170HP liée a
[’europium et des anticorps 170HP-spécifiques. Site de PerkinElmer.

3.2.3. Le post-analytique

La Commission Biologie du CNCDN détermine le seuil d’action pour chaque analyse
ainsi que les conduites a tenir associées. Le seuil d’action correspond au seuil a partir duquel
un résultat est considéré anormal. Chaque laboratoire va ensuite définir au niveau local un seuil
d’alerte (ou seuil de retest) pour chaque analyte, seuil déterminé par ’incertitude de mesure de
la méthode, qui déclenche un contréle du résultat sur le méme buvard. Le but ultime est de
bannir les faux-négatifs et de limiter dans la mesure du possible les faux-positifs qui peuvent
étre source de stress pour la famille (136). Lorsqu’un résultat est supérieur au seuil d’alerte, le
prélévement est quantifié une 2° fois en double afin de confirmer le 1* résultat. L ’écart dans le

doublet est validé s’il est inférieur a 2,8 fois I’écart-type de la répétabilité. L ’écart entre le
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doublet et le test initial est validé s’il est inférieur a 2,8 fois 1’écart-type de la fidelité
intermédiaire.

Dans la région Auvergne-Rhone-Alpes, le logiciel Dépistar est utilisé pour la validation
biologique. Les résultats physiologiques ne sont rendus ni au médecin ni aux parents mais sont
disponibles sur demande. Cependant, dés lors qu’un résultat est anormal, le médecin référent
régional pour la maladie en question est prévenu au plus vite afin de décider si un deuxieme
prélévement de contrdle doit étre réalisé ou s’il faut d’emblée réaliser des tests de confirmation
diagnostique. Le centre de dépistage doit donc travailler en concertation avec les pédiatres
référents et les centres de référence des maladies dépistées afin de pouvoir réaliser une prise en
charge rapide et efficace. Le délai de rendu de résultats est un élément critique car il détermine
I’age de prise en charge de I’enfant. Il faut tenir compte de 1’age au prélévement (en principe 3
jours), du délai d’acheminement (en moyenne 2 jours) et du délai de réalisation de 1’analyse et
de sa confirmation (2 jours).

Les papiers buvards sont ensuite stockés pendant au moins un an a +4°C avec un
dessiccant. Ces buvards ne peuvent pas étre utilisés pour d’autres dépistages ou diagnostics ni

pour de la recherche sans un consentement écrit des parents (1).

3.2.4. Exigences de qualité

La qualité du résultat est assurée par I’obligation d’accréditation des laboratoires de
biologie médicale, exigé par 1’ordonnance 2010-49 du 13 janvier 2010. Cette accréditation
s’appuie sur la norme NF EN ISO 15189 version 2012 qui décrit les exigences adaptées aux
laboratoires de biologie médicale (LBM) qui peuvent s’aider de documents de référence comme
le SH REF 08 (Expression et évaluation des portées d’accréditation) et le SH REF 02
(Exigences pour I’accréditation selon les normes NF EN ISO 15189 et NF EN ISO 22870). Par
ailleurs, un groupe de travail qualit¢ de ’AFDPHE a rédigé en 2015 un « Guide pour
I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal », permettant d’homogénéiser les

pratiques et cibler spécifiquement les problématiques liées au dépistage néonatal (137).

3.3. Détermination des pathologies a dépister

Etant donné le nombre de maladies métaboliques et endocrines potentiellement
dépistables, sur quels critéres les maladies dépistées sont-elles sélectionnées ? En France,
comme dans de nombreux autres pays, les critéres de Wilson et Jungner établis dans les années
1970 permettent de cribler les pathologies candidates au dépistage. En résumé, il s’agit des

criteres suivants (138) :
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- Lamaladie est un probleme de santé publique.
- L’histoire de la maladie est comprise.
- La maladie est sensible a un traitement efficace avec des protocoles thérapeutiques
precis.
- Le dépistage est effectué a un stade pré-symptomatique.
- Le marqueur de depistage est fiable avec :
o Sensibilité
o Spécificite
o Technicité robuste
- Lamaladie est acceptée de la population générale.
- Labalance codt-bénéfice est positive.
- Le financement est pérenne.

- L’organisation du diagnostic et du traitement des malades est définie.

En France, I’Agence nationale d’accréditation et d’évaluation en santé (ANAES) a
¢élaboré des critéres d’évaluation a priori pour un programme de dépistage en général en 2004
(voir Annexe 2). Ceux-ci se basent sur les critéres de Wilson et Jungner en ajoutant des points
supplémentaires plus adaptés au contexte de santé publique spécifique a la France. Un total de
16 criteres ont été rédigés concernant les aspects suivants : la maladie, le test, le diagnostic,
I’intervention, ’efficacité et la sécurité du programme de dépistage, 1’évaluation médico-
économique du dépistage, I’organisation du dépistage et le suivi et I’évaluation du programme
de dépistage. En plus des critéres de Wilson et Jungner, on peut retrouver par exemple 1’apport
de preuve d’efficacité du programme de dépistage concernant la mortalité ou la morbidité,
I’intervention de I’assurance qualité et le versant éthique vis-a-vis de I’information et le droit
de refus de la population. La HAS a utilisé en 2011 ces critéres pour évaluer I’intérét du
dépistage de la MCAD.

Au final, la rédaction des recommandations pour 1’extension du dépistage est réalisée
par un groupe de travail multidisciplinaire qui se base sur une revue extensive de la littérature et
des réunions de concertation. Un groupe de relecture participe a la finalisation du texte et la
validation finale est livrée par le College de la HAS (139).
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Chapitre 4 : Le dépistage néonatal du déficit en MCAD

Aprés avoir defini le déficit en MCAD et le dépistage néonatal, il est clair que cette
pathologie est un excellent candidat au dépistage (31) : les patients sont asymptomatiques a la
naissance, mais les conséquences cliniques peuvent étre graves voire fatales alors qu’un
traitement préventif efficace existe. Par ailleurs les recommandations de la HAS en 2011
prédisent un réel impact médico-économique du dépistage en permettant d’éviter chaque année
5 déceés chez des enfants de moins de 5 ans et avec la diminution de I’occurrence de séquelles
neurologiques. La HAS a également évalué le rapport colt-efficacité incrémental par année de
vie gagnée ajustée a la qualité (estimé a 7 600 € par QALY [Quality-Adjusted Life Year]) qui
est jugé favorable (31).

4.1. Latechnique

Plusieurs approches pourraient permettre le dépistage néonatal du déficit en MCAD.
L’analyse de I’activité enzymatique n’est pas adaptée, car elle nécessite du tissu ou des cellules
et n’est pas envisageable sur un grand nombre de prélévements comme c’est le cas dans le
dépistage néonatal. La recherche de métabolites urinaires (acides dicarboxyliques, acylglycines
et conjugués a la carnitine) par chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
n’est pas suffisamment sensible car D’excrétion n’est significative que lors d’une
décompensation métabolique. La mutation principale ¢.985A>G n’étant retrouvée que chez une
partie des patients et au vu des délais importants de rendu de résultats de biologie moléculaire,
la piste génetique n’est pas non plus une solution. En revanche, I’analyse des acylcarnitines par
spectrométrie de masse en tandem en ESI-MS/MS (electrospray ionisation) est une technique
rapide, automatisable, de bonne sensibilité et de bonne spécificité. En outre, il s’agit d’une
technique qui permet simultanément sur une méme pastille de sang de dépister de nombreuses
pathologies différentes en dosant les acylcarnitines et les acides aminés, c’est pourquoi la
spectrométrie de masse en tandem a été une idée révolutionnaire dans les années 1990s dans le
monde du dépistage néonatal. La phénylcétonurie pourrait donc étre dépistée par le dosage de
la phénylalanine en MS/MS sur la méme pastille que pour le déficit en MCAD. En
conséquence, 1’extension du dépistage néonatal ne requiert pas d’augmenter le volume de sang
prélevé (41).

La spectrométrie de masse en tandem permet de séparer et identifier des métabolites en
fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Une fois le prélévement injecté dans 1’appareil,
les métabolites sont ionisés et transférés sous forme gazeuse. Ces ions sont sélectionnés par le

premier spectrometre de masse grace a un champ électromagnétique puis passent dans une
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chambre de collision qui les fragmente en ions fils. Ces fragments traversent un deuxiéme
spectrométre de masse et arrivent & un point différent du détecteur en fonction de leur rapport
m/z. Ce détecteur traduit ce signal en un signal informatique permettant de dessiner un spectre
de masse avec en abscisse les ratios m/z et en ordonnée la quantité des ions. Plusieurs modes
analytiques sont possibles selon la quantité d’information que 1’on souhaite obtenir : en mode
« balayage », les métabolites de plusieurs familles différentes peuvent étre recherchés tandis
qu’en « selected reaction monitoring » SRM ou en « multiple reaction monitoring » MRM, des

ions spécifiques sont recherchés (139-141).

Figure 19 : Principe de la spectrométrie de masse en tandem
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D’aprés Makni et al, 2007 (141)

Dans le cadre plus spécifique du déficit en MCAD, I’analyse en MS/MS par MRM
permet de doser les différentes acylcarnitines. L’utilisation du mode MRM permet une plus
grande sensibilité, en sélectionnant spécifiquement les transitions des ions parents et fils qui
nous intéressent. Le temps analytique par échantillon est rapide (de I’ordre de 2 minutes), critére
essentiel pour le dépistage néonatal ou le nombre d’échantillons est souvent trés important. Les
autres avantages de cette technique sont sa grande sensibilité, sa précision, la possibilité d’avoir
une approche quantitative grace a 1’utilisation de standards internes et la possibilité d’analyser

plusieurs métabolites simultanément sur une méme pastille de sang séché (139).
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4.2. Les marqueurs et détermination du seuil

Un profil des acylcarnitines permet de détecter de nombreuses anomalies de la -
oxydation des AG. Dans le cadre du dépistage du déficit en MCAD, il n’y a pas d’intérét a lire
le profil entier mais plutét de cibler les marqueurs d’intérét. Quatre acylcarnitines sont
augmentées dans le déficit en MCAD : I’hexanoyl- (Ce), I’octanoyl- (Cs), la decenoyl- (C1o:1)
et la decanoylcarnitine (C10). Comme il a été vu dans le Chapitre 2, I’octanoylcarnitine est
I’acylcarnitine la plus augmentée, ce qui en fait un marqueur principal. Le consensus en France
est de doser uniquement le Cg puis en cas de resultat anormal, de retester le Cg en dosant
également le Cio, afin de calculer le rapport Cs/Cio. Les facteurs pouvant donner des faux
positifs sont le portage a 1’état hétérozygote de la mutation c.985A>G, le traitement par
valproate ou par triglycérides a chaine moyenne, la prématurité ou un faible poids a la
naissance. A I’inverse, parmi les causes de faux négatifs, on peut retrouver la carence en
carnitine ou le prélevement tardif, au-dela du 8° jour de vie, il est donc impératif de ne pas
retarder le prélevement du buvard (30,142,143).

D’autres paramétres peuvent également étre pris en compte comme les ratios entre
acylcarnitines : Cg/Co, Cs/C10, Cs/C2 0u Cg/12. Les ratios sont moins sensibles aux facteurs de
variabilité : par exemple le rapport Cs/Cio reste élevé méme a distance de la naissance. Il s’agit
d’un indicateur intéressant pour les prélévements de contrdle. Par ailleurs, les rapports sont des
outils utiles pour différencier les formes modérées des formes séveres (76,86,95).

Aprés avoir choisi les marqueurs, il faut déterminer des seuils de positivité. L’enjeu est
majeur car les faux négatifs sont a proscrire tandis que les faux positifs doivent étre limités afin
d’éviter un stress inutile et nuisible pour les parents. Les seuils du Cg selon les pays peuvent
varier de 0,3 a 1,5 umol/L avec généralement des seuils plutdt situés entre 0,5 et 1,0 uM. En
France, en premier lieu, le seuil est établi a 0,2 umol/L.

Les taux élevés de Cg (>10 pmol/L) ne sont généralement retrouvés que lorsque
I’activité enzymatique est inférieure a 2% chez les patients homozygotes c.985A>G. Les
hétérozygotes composites ayant la mutation c.985A>G sont les 2° plus élevés (mediane 4,9-8,6
umol/L avec une étendue de 3-37 umol/L). Les hétérozygotes composites c.985A>G /
€.199T>C ont des concentrations moyennes basses (1,2-4,9 umol/L) et les patients sans la
mutation ¢.985A>G ont les concentrations les plus basses (95,128,144,145). Une étude
multicentrique réalisée aux Etats-Unis a montré qu’il n’y a pas de différence significative de la
concentration du Cg & J3 entre les garcons et les filles, ni entre les nouveau-nés en alimentation

maternelle exclusive et les nouveau-nés dont I’alimentation comportait du lait artificiel, de la
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nutrition parentérale ou des intralipides. Une concentration significativement plus élevée de Cs

était retrouvée chez les sujets qui ont présenté des symptdémes néonataux (146).

4.3. Dépistage néonatal du déficit en MCAD dans d’autres pays

Le dépistage néonatal du déficit en MCAD n’est pas une nouveauté. Plusieurs pays se
sont dotés de spectrometres de masse en tandem afin de réaliser ce dépistage depuis les années
1990s, nous permettant d’avoir un certain recul sur sa mise en place et sur son intérét. La Figure
20 montre les pays d’Europe ayant déja mis en place ce dépistage en début 2020 et notamment
le retard de la France vis-a-vis de I’Europe dans ce domaine.

Le retour d’expérience dans ces pays met en évidence une bonne spécificité et une
robustesse de I’analyse. De plus, de nombreuses études medico-économiques ont déja été
réalisées dans ces pays, démontrant un effet bénéfique et économiquement rentable avec une
réelle incidence sur la diminution d’apparition des crises métaboliques et de décés (voir Figure

21).

Figure 20 : Carte des pays d'Europe réalisant le dépistage néonatal du déficit en MCAD
(2020)

Les pays rayes realisent le dépistage néonatal du deficit en MCAD en début 2020.
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Figure 21 : Incidence du dépistage sur I'apparition de crises métaboliques
Kaplan-Meier curves
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Cette courbe de Kaplan-Meier met en évidence une meilleure survie a 60 mois chez des patients
dépistes versus les patients non dépistés. D ‘aprés Nennstiel-Ratzel et al, 2005 (130).

Il persiste tout de méme des cas de decés malgré le dépistage : ils sont liés a des
décompensations métaboliques qui ont eu lieu avant le retour des résultats du dépistage ou
lorsque le diagnostic était posé, les premiers signes de décompensation n’ont pas été reconnus
et traités a temps (120,121,130,131,122-129). Dans une cohorte de 111 bébés dépistés et
diagnostiqués aux Etats-Unis, un taux de mortalité de 3,5% était retrouvé (119). Dans une étude
réalisée par Ahrens-Nicklas et al (107) sur des nouveau-nés dépistés en Pennsylvanie, 23,9%
des 46 nouveau-nés qui ont été dépistés puis diagnostiqués avec un déficit en MCAD ont
présenté des signes de décompensation métabolique et 8,7% sont décédés ou ont eu un épisode
d’arrét cardiaque avant ou en méme temps que ’obtention du résultat du dépistage. Les
nouveau-nés qui étaient symptomatiques étaient tous homozygotes pour la mutation c.985A>G
et allaités au lait maternel (3,107,145,147,148). Les données sur la morbidité a long terme
restent insuffisantes.

Dans le Tableau 2 sont résumés les résultats du dépistage néonatal dans d’autres pays.
Toutes ces publications déclarent ne pas avoir de faux négatif en se basant sur le suivi a plus ou
moins long terme des enfants dépistés.
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Tableau 2 : Résultat du dépistage néonatal du déficit en MCAD

Seuil C8

Pays Prélevement (umol/L)

Autres seuils

Tests de confirmation

Incidence

VPP*

Pays-Bas (149) 72-168h >0,5

- Profil acylcarnitines sur plasma et/ou buvard

- Chromatographie des acides organiques urinaires

- Activité enzymatique sur leucocytes ou lymphocytes
- Génétique (séquencage)

1/8 750

75%

Pays-Bas (142) 96-168h >0,3

- Chromatographie des acides organiques urinaires
- Profil des acylcarnitines sur buvard

- Activité enzymatique sur leucocytes (<50%)

- Génétique (ségquencage)

1/6 600

50%

Australie (144) 48-72h >1,0

C8/C10>1

- Chromatographie des acides organiques urinaires
- Profil des acylcarnitines plasmatique
- Génétique (recherche c.985A>G)

1/17 435

57%

>0,8 (alerte)

72-144h >1 (action)

Australie (150)

- Chromatographie des acides organiques urinaires
- Profil des acylcarnitines sur buvard

- Génétique (recherche c.985A>G)

- B-oxydation sur fibroblastes

1/25 059

48%

Etats-Unis (151) 24-72h >0,5

- Génétique (recherche c.985A>G puis séquencage)

1/18 400

20%

Etats-Unis (131) | 24-120h >0,5

Cs > 0,5 = demande d’un buvard de contrdle
Cs > 0,8 = évaluation par un médecin métabolicien

- Chromatographie des acides organiques urinaires
- Profil des acylcarnitines plasmatique
- Génétique (ségquencage)

1/15 200

42%

Canada (152) 24-48h >0,38

- Profil des acylcarnitines sur buvard

1/12 100

58%

Allemagne (153) 72-168h >0,32

C6>0,21
C10:1>0,28
C10>0,48
C8/C2>0,02
C8/C10>1,6
C8/C12>1,6

- Activité enzymatique sur fibroblastes ou lymphocytes
- Génétique

- Epreuve de charge en phénylpropionate

- Chromatographie des acides organiques urinaires

1/15 600

25,8%

Australie (123) 48-72h >1,0

C8/C10>1

- Profil des acylcarnitines plasmatiques
- Chromatographie des acides organiques urinaires
- Génétique (recherche c.985A>G)

1/19 167

42%

*VPP : valeur prédictive positive
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4.4. La mise en place en France

La mise en place du dépistage du déficit en MCAD a été une longue bataille. Enclenchée
par les recommandations de ’HAS en 2011, il faudra attendre 2018 avec la réorganisation du
dépistage et 1’allocation d’un budget de 3 millions d’euros pour I’achat des spectromeétres de
masse pour que le mouvement s’accélére. Le choix et ’acquisition de ces appareils se sont
déroulés entre le dernier trimestre de 2019 et début 2020 et sont détaillés dans la Partie 2,
chapitre 1. La volonté du Ministére des Solidarités et de la Santé était la mise en place rapide
du depistage du déficit en MCAD des le premier trimestre 2020. Au vu de la pandémie COVID-
19 qui a touche la France au printemps 2020 entravant les projets de mise en place, la date de

mise en routine a été décalée au troisieme trimestre 2020.

4.4.1. Techniques de confirmation diagnostique

La mise en place du dépistage néonatal du déficit en MCAD implique un bilan
complémentaire de confirmation diagnostique a effectuer dés I’obtention d’un résultat positif
sur le buvard du dépistage néonatal avec un profil des acylcarnitines plasmatique et une
chromatographie des acides organiques urinaires. L’interprétation du profil des acylcarnitines
doit prendre en compte la potentielle normalisation du Cg a distance de la naissance et en dehors
d’un épisode métabolique. De plus, il faut noter que la sensibilité de la chromatographie des
acides organiques urinaires est faible notamment lorsque la concentration de Cg initiale est
inférieure a 15 umol/L. Une confirmation par dosage de 1’activité enzymatique et par la biologie
moléculaire peut étre réalisée (103).

En outre des tests de confirmation, une étude réalisée en 2018 au Canada met en
évidence I'intérét du dosage des acylglycines sur papier buvard comme test de deuxieme
intention afin d’accroitre la spécificité du dépistage. Sur 3 patients atteints du déficit en MCAD,
I’hexanoylglycine, la subérylglycine et [’octanoylglycine étaient systématiquement
augmentées. La robustesse d’une étude sur 3 patients est bien sur insuffisante, il reste cependant

intéressant de suivre les avancées dans cette piste (85).

Au niveau genétique, 2 approches peuvent étre appliquées :
- Soit la recherche monogénique ciblée chez les patients d’origine européenne du nord :
o C€.985A>G (p.Lys329Glu)
o €.199T>C (p.Tyr67His)
- Soit la réalisation d’un panel multigénique incluant le géne ACADM ou par une

approche génomique avec un séquengage d’exome (77).
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Le diagnostic génétique ciblé est plus simple et moins cotliteux mais n’est pas exhaustif.

Selon Maier et al., si le diagnostic en Allemagne ne comprenait que le génotypage des 2
mutations fréquentes ¢.985A>G et ¢.199T>C, seuls 58% des cas de déficit en MCAD seraient

mis en évidence (94).

En France, I’algorithme de confirmation diagnostique est encore en discussion par la

filiere G2M — Maladies Héréditaires du Métabolisme. Il pourrait étre basé sur I’analyse des

marqueurs biochimiques (profil des acylcarnitines plasmatiques et acides organiques urinaires)

ainsi que la recherche de la mutation ¢.985A>G. Un profil typique ainsi qu’une homozygotie

de la mutation permettrait de confirmer le diagnostic (4).

Figure 22 : Algorithme du diagnostic du déficit en MCAD en France proposé en 2012,
avant ’introduction du dépistage systématique
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D apres Feillet et al., 2012 (4)
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4.4.2. Prise en charge

La mise en place du dépistage du déficit en MCAD seule ne suffit pas, il est impératif
qu’en aval il y ait une prise en charge adaptée par un médecin référent pour cette pathologie. Il
existe un consensus frangais rédigé sous 1’égide de la Société frangaise pour 1’étude des erreurs
innées du métabolisme (SFEIM) en 2012 concernant la confirmation diagnostique et la prise en
charge (4). En premier lieu, dés I’obtention du résultat positif du dépistage, I’enfant et les
parents doivent étre rapidement convoques afin de les informer sur la maladie et sur les mesures
préventives et de surveillance a mettre en place dans I’immédiat. Par ailleurs, un document
expliquant la maladie doit étre remis aux parents, leur permettant d’avoir un acces priorisé aux
urgences. A 1’occasion de cette premicre consultation, les prélevements pour la confirmation
diagnostique sont recueillis. Si le diagnostic est confirmé, un certificat de la maladie avec les
conduites a tenir doit étre ajouté au carnet de santé, afin d’informer tout professionnel de santé
en contact avec I’enfant. Par la suite, au fur et & mesure de la croissance de ’enfant, le temps
de jeline acceptable peut devenir progressivement plus souple (60,103,148).

Ces patients doivent avoir un suivi et posséder une lettre d’information sur eux a tout
moment. La difficulté a ce niveau est de faire comprendre la potentielle gravité d’une
décompensation a un patient qui n’aura probablement jamais vécu d’épisode métabolique.

A I’heure actuelle, il manque encore beaucoup d’information sur les situations a risque
que peuvent encourir les adolescents et adultes atteints du déficit en MCAD comme les sports
de compétition, la perte de poids, la chirurgie, la grossesse ou la consommation d’alcool et de
drogues. Dans le cadre de la prévention du jelne, les patients déficitaires en MCAD ont plutét
tendance a étre en surpoids, d’ou une potentielle volonté¢ de perdre du poids qui doit étre
accompagnée d’un suivi médical. Lors de la grossesse, il existe un risque de décompensation
car le feetus va physiologiquement consommer plus de glucose et ainsi faire diminuer la

tolérance au jedne (49,63).

4.5. Perspectives

Depuis le développement de la spectrométrie de masse en tandem dans les années
1990s, le nombre de maladies métaboliques potentiellement dépistables a vu une croissance
phénoménale. En effet, grace a cette technique, une pastille de sang permet de dépister de
maniere simultanée plus de 30 maladies métaboliques touchant différentes voies métaboliques :
les acidoaminopathies, les aciduries organiques, les anomalies de la B-oxydation des AG et les

maladies de surcharge lysosomales. En Europe, de nombreux pays ont déja adopté la MS/MS.
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La Figure 23 montre la place de la France dans le classement du nombre de pathologies

dépistees dans les pays européens.

Figure 23 : Nombre de pathologies dépistées dans les pays européens en 2020
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Informations recueillies sur les sites de dépistage néonatal de chaque pays et de /’ISNS
(International Society for Neonatal Screening).

Il faut cependant garder en téte que méme si technologiquement les possibilités sont
nombreuses, il est important de respecter les critéres de I’ANAES car il n’y a pas forcément
d’intérét a tout dépister. Par ailleurs, le plan national Maladies rares 3 (2018-2022) préconise
de diminuer ’errance diagnostic en augmentant le dépistage précoce de maladies rares. C’est
pourquoi la HAS a réalisé une revue des maladies affectant le métabolisme intermédiaire : il en
est ressorti une recommandation en février 2020 proposant 1’ajout de 7 maladies

supplémentaires au dépistage néonatal (1,139,140,154).
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Figure 24 : Résultat de I'évaluation des maladies métaboliques : maladies proposées
pour étre intégrées au programme national de DNN

Maladies

Aminoacidopathies

Aciduries organiques

Déficits de béta-oxydation

Proposées

Non proposées
a réevaluer

HCY Homocystinurie
MSUD Leucinose
TYR1 Tyrosinémie type 1

CIT1 Citrullinemie type 1

OTC Ornithine transcar-
bamylase

GA-1 Acidurie glutarique
de type 1

IVA Acidurie isovalérique

PA Acidurie propionique
MMA Ac. méthylma-
lonigue

LCHAD déficit en déshydrogénase des
hydroxyacyl-CoA de chaine longue

CUD déficit en captation de carnitine

VLCAD déficit en déshydrogénase des

acyl-CoA a trés longues chaines

Non proposées

ASA Acidurie arginino-
succinique

ARG Argininémie

3MCC Méthylcrotonyl
glycinurie

HMG Ac. hydroxyméthyl-
glutarique

MCD Holocarboxylase
Synthétase

BKT B-cétothiolase

SCAD déficit en déshydrogénase des
acyl-CoA a chaine courte

CPT1 déficit en carnitine palmitoyl trans-
férase |

CPT2 déficit en carnitine palmitoyl trans-
ferase Il

CACT déficit en carnitine-acylcarnitine
translocase

MTP déficit en protéine trifonctionnelle
mitochondriale

MADD Déficit multiple en acyl-CoA
déshydrogénases

D apres la HAS, 2020 (139)
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Partie 2 : Données expérimentales

Dans le contexte de 1’extension du dépistage néonatal au déficit en MCAD, 1’objectif
de ce travail était de mettre en place ce dépistage au laboratoire de Dépistage Néonatal du
CHUGA. Cela a commencé par le choix du spectromeétre de masse, son acquisition et son
installation puis la mise au point et la vérification de méthode. L’intérét de la MS/MS étant la
possibilité¢ d’analyses multiplex, sa mise en place s’est accompagnée du transfert de méthode
du dosage de la phénylalanine (pour le dépistage de la phénylcétonurie) sur MS/MS. La
verification de méthode a donc porté sur les dosages d’octanoylcarnitine, de décanoylcarnitine,
de phénylalanine et de tyrosine (dont I’intérét, comme la décanoylcarnitine, est le calcul du

ratio phénylalanine / tyrosine).

Chapitre 1 : Matériels et méthodes

Le dépistage néonatal étant un programme national, la procédure de choix des
spectromeétres de masse et des réactifs a été centralisée par le RESAH (Réseau des Acheteurs
Hospitaliers) a la demande du Ministére des Solidarités et de la Santé. La Commission
Nationale de Biologie du DNN a rédigé le cahier des charges afin que le RESAH puisse lancer
un appel d’offre composé de 2 lots en ao(t 2019 sous forme d’un accord-cadre (155) :

e Lot n°l - Spectrométre de masse : un accord-cadre multi-attribué

e Lot n°2 — Réactif : un accord-cadre mono-attribué
1.1. Matériels

1.1.1. Lot n°1: Choix du spectrometre de masse

Le choix du lot n°1 a été réalisé en 2 étapes : aprés une premiere sélection par le RESAH,
puis présentation des différents fournisseurs et des différentes gammes proposées par les
délégués commerciaux, la décision finale a été prise par chaque CRDN dans les marchés
subséquents en fonction de leurs besoins spécifiques.

Cinq fournisseurs ont répondu a I’appel d’offre du RESAH en proposant une ou
plusieurs gammes de MS/MS. Les appareils proposés en premiéere intention pour le DNN
étaient : Triple Quad™ 4500 (Sciex), LCMS-8045 (Shimadzu), QSight® 225 MD Mass
spectrometer screening system (PerkinElmer), Xevo® TQD (Waters) et TSQ Fortis™
(ThermoFisher).
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Le CRDN de la région Auvergne-Rhéne-Alpes étant composé de 2 laboratoires (HCL
et CHUGA), le choix a été réalisé en concertation entre les 2 CHU. En effet, I’utilisation d’un
méme appareil permet, en cas de panne, a chaque antenne d’agir comme backup pour ’autre.
Les biologistes, ingénieurs et personnel du département biomédical des 2 CHU ont travaillé en

collaboration pour rédiger un cahier des charges qui prenait en compte les aspects suivants :

- La performance technique : L’appareil doit avoir une sensibilité satisfaisante par
rapport aux seuils du dépistage tout en étant robuste face a une utilisation quotidienne
importante.

- La formation a D’utilisation du spectrométre : La formation doit permettre aux
techniciens et biologistes d’acquérir une maitrise du fonctionnement de 1’appareil afin
de pouvoir analyser les échantillons, gérer les problématiques rencontrées au quotidien
et réaliser les maintenances préventives. Une 2° formation permettant d’approfondir la
maitrise de 1’instrument nous a semblé importante pour une utilisation optimisée.

- La qualité du service aprés-vente : Comme tout appareil, un spectrometre de masse
doit étre soumis & une maintenance reguliere, le fournisseur doit donc prévoir un
calendrier de maintenance régulier et adapté a I’utilisation de 1’appareil. En cas de
panne, une hotline (de préférence francophone) doit étre disponible pour intervenir au
plus vite.

- Leprix: Le coft total d’un équipement comprend non seulement le prix de I’appareil,

mais aussi les contrats de maintenance et les garanties.

Au regard de ce cahier des charges, les 2 laboratoires de la région Auvergne-Rhone-
Alpes ont retenu lors de la réunion du 8 janvier 2020 le Xevo® TQD de la société Waters avec
son logiciel d’exploitation MassLynx™ et son module spécifique au dépistage néonatal
IonLynx™, présenté dans la Figure 25. Le processus de sélection est détaillé dans le Tableau
3.
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Tableau 3 : Chronologie de I'acquisition de la MS/MS pour le CHUGA

Dates
07/08/2019
18/10/2019

22/11/2019

06/01/2020

08/01/2020

13/02/2020

03/03/2020

06/03/2020

16/03 —
10/05/20

11/05/2020

25-29/05/2020

16-18/06/2020

Evénement
Appel d’offre du RESAH

Diffusion des réponses des fournisseurs a I’appel
d’offre du RESAH

Présentation des fournisseurs aux CHU de Lyon et
Grenoble (biologistes, ingénieurs, service biomédical,
responsable des achats)
e Chromsystems
Sciex
Waters
Shimadzu
ThermoFisher

Rédaction du cahier des clauses
spécifiques (CCS) du marché subséquent

Réponses des fournisseurs au CCS

Réunion avec Lyon : analyse des offres, notes techniques
des fournisseurs

Notation des offres

Choix du fournisseur notifié par le RESAH pour la
région Auvergne-Rhone-Alpes :
Xevo® TQD de la société Waters

Livraison et installation de la MS/MS

Premiere réunion pour la gestion des flux
informatiques avec la cellule informatique du
laboratoire

Confinement liée a la pandémie COVID-19 et plan
blanc des CHU interdisant la présence de sociétés
extérieures (hors interventions urgentes)

Formation Waters
Formation au paramétrage de la MS/MS et la maintenance
des pieces

Formation Chromsystems
Paramétrage de la MS/MS avec le kit réactif

Formation Waters et finalisation des flux
informatiques en amont (convertisseur) et en aval
(lonLynx)

Echéances
16/09/2019

29/11/2019

13/01/2020
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Figure 25 : Xevo® TDQ de Waters

TonLynx &
TargetLynx XS &»

1. ACQUITY I-Class Binary Solvent Manager ; 2. ACQUITY Sample Manager ; 3. Column
Manager ; 4. Xevo® TQD, IVD, 5. Logiciel MassLynx™ [VD ; 6. ACQUITY Sample
Organizer

Pour tous les fournisseurs proposés, il a été constaté I’absence d’un logiciel de
retraitement adapté a la validation technique du dépistage néonatal. Le logiciel nécessaire a
I’exploitation des données devrait permettre le transfert de données du puncher au spectromeétre,
puis du spectrométre au LIMS (Laboratory Information Management Systems), la gestion des
contréles internes de qualité (CIQ) et la validation technique pathologie par pathologie. Le
logiciel devrait également réaliser une sauvegarde des données avec une tragabilité de toutes
les actions exécutées. Des solutions sous formes de « Middleware » nous ont donc été

proposées ultérieurement :

¢ NeoAMAC® de Biomanéo : Ce module a été spécialement congu par la société
Biomanéo dans le cadre de 1’appel d’offre. Biomanéo est une entreprise ayant déja de
I’expérience dans le domaine du dépistage avec le logiciel Neoscreening, dédié au
dépistage de la drépanocytose. La version actuelle, a I’heure de la rédaction de cette
these, ne permet cependant pas une gestion optimisée des CIQ avec notamment
’utilisation d’une moyenne mobile a la place d’une moyenne fixe, dont les limites sont
le risque de dissimulation d’une dérive.

e ISS-AIH (Integrated Software Solutions — Analytical Instrument Hub) de Spectra
2000 : Ce logiciel anglais, déja commercialisé dans de nombreux pays anglophones,
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répond a nos exigences citées plus haut, mais ne propose actuellement ni interface ni
service apres-vente en francais.

e Specimen Gate de Perkin Elmer: Ce logiciel est également déja largement
commercialisé, mais n’a malheureusement pas été¢ proposé en collaboration avec un

spectromeétre de masse autre que ceux de Perkin Elmer.

Lors de I’investissement initial pour 1’achat de la MS/MS, il a été décidé de différer
I’achat du « Middleware ». Pour le dépistage du déficit en MCAD et de la PCU, la gestion des
données avec lonLynx et des CIQ avec Unity Real Time (URT) de Biorad (décrit dans le
chapitre 3 : Discussion) a été considéree suffisante. La cellule informatique du CHUGA a par
ailleurs proposé une solution de gestion des fichiers de données pour permettre la sélection des

données a transférer sur Dépistar.

1.1.2. Choix réactif

Un seul kit réactif a été retenu par le RESAH pour toute la France : le kit MassChrom®
Acides aminés et acylcarnitines sur sang séché (sans dérivation) de Chromsystems (156). Ce
kit permet de réaliser le dosage multiplex semi-quantitatif des acides aminés et des
acylcarnitines sur taches de sang séché sans butylation. Des étalons internes avec marquage
isotopique permettent de réaliser la quantification des analytes. Chromsystems a su se montrer
compétitif tant au niveau du prix proposé qu’au niveau du service fourni : le « petit matériel »
de laboratoire (une centrifugeuse, un agitateur de plague et une thermoscelleuse) a été proposé
en location sans surcofit, ainsi que la garantie d’utilisation d’un lot unique de réactifs sur toute

la France pendant un an.

1.2. Méthode

Le kit Chromsystems propose I’extraction d’acylcarnitines et d’acides aminés des taches
de sang séché par un tampon d’extraction contenant de 1’étalon interne marqué. Un systéme de
plaque filtrante apposée sur une plaque collectrice permet la séparation de I’extrait et la pastille.

Cet extrait est ensuite analysé par MS/MS.

1.2.1. Mode opératoire

Les pastilles de sang séche de 3,2 mm de diamétre sont deposees sur une plaque filtrante
de 96 puits. Elles sont incubées dans 200 pL de tampon d’extraction contenant 1’étalon interne
sous agitation a 600 tours/min a température ambiante pendant 20 minutes. La plaque filtrante

est superposée sur une plaque collectrice afin qu’apres centrifugation pendant 2 minutes a
65



2210 g, les extraits se retrouvent dans la plaque collectrice. Une thermoscelleuse permet de
sceller la plaque avec un film percable. Le spectrometre injecte 10 uL de chaque extrait et
réalise un run de 1,7 minutes par extrait. Le processus est présenté dans la Figure 26.

Figure 26. Déroulement de la méthode
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1.2.2. Validation technique

Les « flow profile » de chaque préléevement doivent étre vérifiés un a un. La Figure 27

montre un exemple de CIQ avec les spectres de masse correspondant aux acides aminés, aux

acylcarnitines et leurs étalons internes. L’aspect du « flow profile » optimisé est en plateau. S’il

n’a pas cet aspect en plateau, cela indique un potentiel blocage ou un échantillon non présent.

La Figure 28 en est un exemple. La Figure 29 dessine le « flow profile » d’un prélévement

lorsque le flux n’est pas optimisé.

Figure 27 : Spectre et « flow profile » d'un CIQ
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Sur les graphiques (a) et (b), les spectres de masse peuvent étre visualisés avec le rapport m/z

en abscisses et ['intensité du signal en ordonnées. Sur le graphique (c), le « flow profile » est

représenté avec le temps en abscisses et ['intensité du signal en ordonnées.
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Figure 28 : Exemple d'un « flow profile » d'un prélevement qui n'a pas été injecté
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Sur ces deux « flow profile », le signal ne dépasse pas la ligne de base. Le prélevement n’a
pas été injecté.
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Ce « flow profile » ne se présente pas sous forme de plateau mais sous forme de pic car le débit
n’est pas optimisé.

1.2.3. Accréditation de la méthode

Dans le cadre d’une démarche d’accréditation des laboratoires de biologie médicale
(LBM) selon les normes NF EN ISO 15189, le SH REF 02 (Révision 6) du COFRAC précise
gue « Chaque examen de biologie médicale et d’anatomie et cytologie pathologique réalisé par
méthode quantitative ou qualitative doit étre vérifié/validé ». La vérification/validation de
méthode permet de vérifier les performances d’une méthode analytique sur site. En effet, méme
si le fournisseur a valideé les performances de sa méthode, les conditions de travail dans un LBM
sont différentes que celles de cette validation initiale. Elles peuvent différer par un changement

de lots de réactifs, de calibrants, des conditions ambiantes locales, des conditions de stockage
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des réactifs, de la qualité de I’eau ou des compétences de I'utilisateur. La vérification de
méthode est un outil de maitrise de la fiabilité des résultats. Elle s’inscrit dans la triade de
qualification d’une méthode qui inclut :

e La qualification d’installation correspondant a la vérification par le fournisseur de
I’installation d’un équipement grace a des tests de conformite.

e La qualification opérationnelle comprend la vérification du fournisseur du bon
fonctionnement de 1I’équipement en accord avec les besoins analytiques du laboratoire,
notamment via une formation de I’équipe.

e La qualification des performances est effectuée par la Vérification/validation de

méthode réalisée par le laboratoire.

Selon le SH REF 08 (Révision 06), la demande d’accréditation peut étre réalisée selon
des portees différentes en fonction de la méthode analytique. La portée flexible standard (A)
concerne les examens réalises avec une méthode reconnue et nécessite seulement une
vérification de méthode. Elle permet au LBM de changer d’équipement ou de trousse réactifs
tout en maintenant son accréditation, des lors que le principe technique général reste le méme.
La portée flexible étendue (B) concerne les méthodes adaptées voire développées par le LBM
qui doit alors réaliser une validation de méthode. Le Tableau 4 résume les différentes
performances a évaluer en fonction de la portée d’accréditation et de la nature du résultat
(quantitatif ou qualitatif).

Nous utilisons ici une méthode reconnue avec un mode d’emploi de DM-DIV
(Dispositif médical de diagnostic in vitro) marqué CE (conformité européenne) au titre de la
directive 98/79/CE et dont les performances ont deja eté vérifiées par Chromsystems sur le
Xevo® TQD de Waters, il convient donc de réaliser une vérification de méthode en portée
flexible de type A. Les vérifications de méthode pour le dépistage de la PCU et du déficit en
MCAD ont été divisées en un sous-processus par analyte : un sous-processus pour la
phénylalanine, la tyrosine, le Cg et le Cio. Cette vérification a été réalisée avec 1’aide du Guide
technique d’accréditation de vérification (portée A) / validation (portée B) des méthodes en
biologie médicale (Document SH GTA 04 — Révision 01). Par ailleurs, des essais
supplémentaires a ce qui est exigé dans la portée A ont été réalisés pour permettre une maitrise

plus globale de la méthode par le laboratoire.
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Tableau 4 : Tableau résumé des performances a évaluer lors d’une vérification/validation
de méthode quantitative ou qualitative

CRITERES A V,érification (port(,ée A) \{alidation (porté,e B)
EVALUER Method_e Met_hoc_je Metr_lod_e Met_hogie
guantitative qualitative guantitative gualitative
Fidélité Essali Essai Essai Essai
Justesse/exactitude Essai Essai Essai Essai
Incertitudes/facteurs Maitrise des Maitrise des
de variabilité Essai facteurs de Essai facteurs de
variabilité variabilité
gcé;rk\]gzrealson de Essai Essai Essai Essai
Intervalle de mesure | Bibliographie / Essai /
Interférences Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
Contamination Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
Robustesse Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
Stabilité réactifs Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
Iqtgrvalles de Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
référence
Limite de détection / Bibliographie / Essali
SpeC|f|_C|te/sen5|b|I|te / Bibliographie / Essai
analytique
Le dossier doit conclure sur ’avis d’aptitude de la méthode ou du systéme analytique.

1.2.4. Analyse des risques

Selon NATA note n°17 — juin 2012

Un ¢élément important d’une vérification ou validation de méthode est la gestion des

risques. En effet, selon le paragraphe §84.14.6 de la norme NF EN ISO 15189, le laboratoire doit
tout mettre en ceuvre pour réduire et/ou éliminer les risques potentiels identifiés pouvant avoir
un impact sur les résultats des examens dans la mesure ou il existe un risque pour la sécurité
des patients. Cela passe par I’identification des risques encourus a chaque étape du processus :
le pré-analytique, 1’analytique et le post-analytique dont les conséquences peuvent étre des
résultats erronés ou trop tardifs avec retard de prise en charge. Une fois identifiés, le laboratoire
peut mettre en place des mesures de maitrise de ces risques. Les outils que nous avons utilises
pour I’analyse de risque sont les suivants :
e Meéthode des 5M : Les risques peuvent étre classés dans les 5 catégories suivantes.

o Matiére : les consommables (les réactifs), la matiére premiere (1’échantillon)

o Milieu : le lieu de travail

o Matériel : les équipements, I’outillage, les pieces de rechange

o Meéthode : les procédures, le flux d’information

o Main d’ceuvre : les ressources humaines, les qualifications du personnel
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e AMDEC (analyse des modes de défaillance, de leurs effets et de leur criticité) : la
méthode AMDEC permet de prioriser les actions de maitrise des risques en fonction de
leur criticité. La criticité est déterminée grace au calcul suivant :

C (criticité) = G (gravité) x F (fréquence) x D (probabilité de non-détection)

1.2.2. Evaluation des performances

1.2.2.1. Répétabilité

La répétabilité permet de déterminer la fiabilité de la méthode sur un méme échantillon
dans des conditions similaires : le méme opérateur, le méme lot de réactif, le méme instrument
et le méme étalonnage dans un délai le plus court possible. La moyenne (m) et I’écart-type (o)
permettent de calculer le coefficient de variation (CV). Le CV limite initialement recommandé
par la Commission Technique AFDPHE est de 15% (il sera probablement réévalué par la

Commission Biologie).

(e}
Le calcul du CV est réalisé grace a 1’équation suivante: CV = - x 100

1.2.2.2. Reproductibilité intra-laboratoire / fidélité intermédiaire :

La fidélité intermédiaire est déterminée par 1’analyse d’un méme échantillon en
changeant au moins une des conditions suivantes : 1’opérateur, le temps, les lots de réactifs ou
les étalonnages. Elle permet d’établir la robustesse de la méthode soumise a des conditions

changeantes. Le CV limite recommandé par la Commission Technique AFDPHE est de 20%.

1.2.2.3. Exactitude

L’exactitude permet de vérifier 1’étroitesse de I’accord entre la valeur obtenue par le
laboratoire et la valeur « vraie » d’une mesure établie par la participation de plusieurs autres
laboratoires. La moyenne des participants est considérée comme la cible attendue. Lorsque cela
est possible, il convient également de vérifier 1’exactitude au sein d’un groupe de pairs
(laboratoires utilisant la méme technique). Les évaluations externes de la qualité (EEQ)
permettent d’apprécier 1’exactitude.

La formule de I’inexactitude est :

. —-v)x100 , .
Inexactitude (%) = % (x : valeur trouvée par le LBM ; v : valeur cible)

1.2.2.4. Sensibilité et spécificité analytique
La sensibilité et la spécificité sont utiles pour les tests dichotomiques qualitatifs, avec

une réponse de type oui / non. Notre méthode nous permet de rendre un résultat quantitatif,
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mais dans le cadre du dépistage, I’interprétation est dichotomique de type pathologique / non
pathologique. Il reste donc intéressant d’évaluer la sensibilité et la spécificit¢ de la méthode,
mais cela ne sera possible qu’a posteriori de la mise en place du dépistage avec I’évaluation des

faux positifs et des faux négatifs.

1.2.2.5. Incertitudes

Selon le paragraphe 85.6.2 de la norme NF EN ISO 15189 : « Le laboratoire doit
déterminer l'incertitude des résultats, dans le cas ou cela est pertinent et possible. Toutes les
composantes importantes de I'incertitude doivent étre prises en compte. Les sources contribuant
a l'incertitude peuvent inclure I'échantillonnage, la préparation des échantillons, la sélection des
aliquotes d'échantillon, les calibrants, les matériaux de référence, les grandeurs d'entrée,
I'équipement utilisé, les conditions expérimentales, I'état de I'échantillon et les changements de
manipulateurs ».

Le calcul de cette incertitude permet d’avoir une compréhension des limites analytiques
d’un processus analytique et donc de pouvoir apporter une aide a I’interprétation au clinicien,
notamment autour du seuil décisionnel. Une démarche de suivi de I’incertitude de mesure
permet au laboratoire de réfléchir sur les potentiels facteurs susceptibles d’influencer la mesure
et apporter une maitrise de ces facteurs.

Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour 1’évaluation de I’incertitude de mesure,
elles sont décrites dans le document SH GTA 14 (Révision 00) du COFRAC :

e La méthode « GUM » reposant sur I’identification des composantes d’incertitudes,
leur modélisation et leur quantification

e La méthode « Intra-laboratoire (CIQ + Matériaux de Référence) » basée sur
I’utilisation des données de fidélité intermédiaire et de justesse

e Laméthode « CIQ/EEQ » utilisant les données des CIQ et EEQ

e La méthode « CIQ + Etalon fournisseur » prend en compte en plus de la fidélité

intermédiaire les données fournies par 1’étalon du systéme analytique.

L’utilisation au laboratoire de CIQ et d’EEQ rend propice I’utilisation de la 3° méthode :
la méthode « CIQ/EEQ » dont la formule de calcul est la suivante :

u(C)=u?(CIQ)+ u*(EEQ)

u?(CIQ) : représente la variance de I'ensemble du (CIQ) ;
u?(EEQ) : variance liée a la justesse (biais).
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1.2.2.6. Etendue de mesure

La limite de détection (LOD) est le plus faible signal mesurable qui peut étre différencié
d’un blanc de réaction. La limite de quantification (LOQ) est la plus faible valeur mesurée que
1’on peut rendre avec un niveau de fiabilité acceptable et avec une incertitude connue. La limite
de linéarité objective le seuil supérieur du domaine de mesure. Dans le cadre de I’accréditation
en portée A, I’étendue de mesure n’a pas besoin d’étre déterminée par des essais sur site car
Chromsystems a déja établi les limites de quantification et de linéarité spécifiquement sur
Xevo® TQD. Afin d’avoir un maximum d’information sur site, nous avons tout de méme
calculé ces limites basses (LOD, LOQ) par I’analyse de 30 buvards vierges dont 1’écart-type
(o) a été déterminée. La LOD et LOQ ont été déterminées avec les formules suivantes :

LOD=3X%xoc

LOQ=10Xo

1.2.2.7. Interférences et spécificité analytique

Dans les matrices complexes comme le plasma ou le sang total, des substances
interférentes (I’hémoglobine, les triglycérides, la bilirubine, les médicaments, etc) peuvent
modifier le signal du mesurande. Dans le cadre d’une accréditation en portée A, 1’étude

bibliographique des interférences a été réalisée.

1.2.2.8. Contamination (bibliographie + essai sur site)

L’étude de contamination inter-échantillon a été réalisée en injectant consécutivement
3 CIQ niveau haut (H1, H2, H3, de moyenne mH) puis 3 buvards vierges (B1, B2, B3). Cette
séquence est répétée 5 fois permettant d’obtenir une moyenne des B1 (mB1) et des B3 (mB3).

La contamination est ensuite calculée avec la formule suivante :

(mB1-mB3)
(mH-mB3)

Contamination (%) = x 100

1.2.2.9. Robustesse et stabilité des réactifs

La robustesse d’'une méthode analytique indique sa capacité a ne pas étre influencée par
des variations faibles de certains parametres retrouvés dans les conditions normales
d’utilisation. Il peut s’agir par exemple de la température d’incubation, 1’effet de bords sur
microplaques ou la composition d’une phase mobile.

La stabilité des réactifs, dans le cadre d’un DM-DIV, est analysée par le fournisseur de
réactifs. Elle inclut la température et durée de conservation avant/apres ouverture et la
conservation sur 1’analyseur. Dans le cadre d’une vérification de méthode en portée A, la

robustesse et la stabilité des réactifs ne sont pas evaluées par le LBM.
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1.2.2.10. Intervalle de référence et/ou valeurs seuils

Les seuils décisionnels du dépistage néonatal sont décidés au niveau national. La

Commission Biologique 1’a défini a 0,2 pmol/L. Le tableau suivant présente quelques exemples

de valeurs seuils d’autres pays réalisant le dépistage du déficit en MCAD.

Tableau 5 : Seuils d'action dans d'autres pays

Pays (source) Seuil du C8 Pays (source) Seuil du C8
Pays-Bas (127) 0,50 pmol/L Australie (150) 1,0 umol/L

Canada (152) 0,38 pumol/L Angleterre (157) 0,40 pumol/L
USA (131) 0,50 pmol/L Chine (158) 0,30 pumol/L
Allemagne (67) 0,30 pumol/L Italie (159) 0,23 pumol/L
Espagne (160) 0,52 pmol/L Emirates arabes unis (161) | 0,40 umol/L
Danemark (162) | 0,50 umol/L Japon (163) 0,30 pumol/L

1.2.2.11. Déclaration d’aptitude

A la fin de la vérification/validation de méthode, une personne compétente et habilitée

doit valider I’acceptation de la méthode en signant la déclaration d’aptitude avec une conclusion

argumentée a partir des limites d’acceptation définies au préalable.
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Chapitre 2 : Résultats de la vérification de méthode

2.1. SH FORM 43 pour le dépistage néonatal du déficit en MCAD

UM « Laboratoire de dépistage néonatal »
Site : Institut de Biologie et Pathologie, R+2
Portee : XA OB

Examen : X routine  [J spécialisé

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE
Identification du parametre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :

Dosage de I’octanoylcarnitine (C8) et de décanoylcarnitine (C10) a partir d’une tache
de sang seché sur buvard pour le dépistage néonatal du déficit en acyl-CoA
deshydrogénase des acides gras a chaine moyenne (MCAD)

Processus simple [J ; Processus complexe X

DESCRIPTION DU SOUS-PROCESSUS

Modalités de vérification/validation :
1. Répétabilité
2. Fidélité intermédiaire
3. Variabilité inter-opérateurs
4. Justesse
5. Exactitude
6. Sensibilité et spécificité analytique
7. Incertitudes
8. Etendue de mesure
9. Comparaison de méthodes
10. Interférences
11. Contamination
12. Robustesse et fiabilité des réactifs
13. Intervalle de référence
Modalités de vérification/validation :
1. Répétabilité
. Fidélité intermédiaire

Dosage de I’octanoylcarnitine (C8)

MXXNXOXNXXXOOXKX

2
3. Variabilité inter-opérateurs
4. Justesse
5. Exactitude
Dosage de la décanoylcarnitine 6
(C10) 7
8

Sensibilité et spécificité analytique
Incertitudes
. Etendue de mesure

9. Comparaison de méthodes

10. Interférences

11. Contamination

12. Robustesse et fiabilité des réactifs

13. Intervalle de référence

OXXNXOXXOXOOXK
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SOUS-PROCESSUS 1 : Dosage de I’octanoylcarnitine (C8)

Portée A [X ; Portée B [

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Octanoylcarnitine (C8)

Principe de la Méthode :

Spectrométrie de masse en tandem

Type d'échantillon primaire :

Sang total

Type de récipient, additifs :

Buvard CE IVD Perkin Elmer

Le Perkin Elmer 226 sample collection device intégre le
papier filtre Ahlstrom 226 qui répond aux exigences de la
norme EN ISO 13485.

Prétraitement de I'échantillon :

Punch d’un diamétre de 3,2 mm, éviter les bords extérieurs
des taches de sang. Extraction selon les recommandations
du fournisseur.

Unités : pmol/L

Critéres d’interprétation : Seuil d’action : 0,2 umol/L
Marguage CE (Oui/Non) : Oui

Codage C.N.Q. (s'il existe) : NA

Equipement (instrument,
analyseur, etc.) :

Puncher Wallac
Spectrométre de masse Xevo® TQD de Waters®

Référence du réactif :

MassChrom® Amino Acids and Acylcarnitines from Dried
Blood (non derivatised), réf 57000/F/FR

Matériau d'étalonnage
(références) :

Etalon interne avec marquage isotopique (Réf : 57004/FR)

Type d'étalonnage, nombre de
niveaux et valeurs :

Etalon interne avec marquage isotopique : C8-Carnitine-D3
Transfert de masse en MRM : 291 > 85

Concentration du lot 4619 dans 200 uL d’extrait : 1,3 uM

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)

compétent(s) ayant réalisé la

vérification/validation de méthode :

Fanny Zhao, Julien Leva

Procédure de validation/mode
opératoire :

QBAQANA.PRO.004 : Vérification/validation des
performances des méthodes analytiques

Procédure de gestion de la portée

flexible :

GBAQANA.PRO.008 : Gestion de la portée flexible
d’accréditation

Période d’étude :

Du : 15/06/2020 au 31/07/20

Date de 1°" utilisation :

Dernier trimestre 2020
(mise en route de I’automate en routine)
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MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour
chaque parametre verifié/validé)

5M

Points
critiques

Eléments & maitriser

Moyens de maitrise (formation
du personnel, Vvérification
expérimentale, jeux d’essai, ...)
[/ Documents  (procédure,
instruction, enregistrement,
...) avec les références du SMQ
du laboratoire

Matiere (échantillons)

Identité

™! Fréquence

| Gravité

@1 Echelle de criticité!

| Détectabilité

Formation et
information du
personnel

Charte d’identitovigilance au
CHU de Grenoble Alpes
(IDENT.MAQ.001)

Vérification d’identité par le
secrétariat du CRDN
(habilitation :
BIGMMH.FOR.032).

Gestion des prélevements au
laboratoire uniquement a partir
des codes a barres

Préparation du

patient

Information des
patients et préleveurs

Guide AFDPHE pour les
professionnels accessibles via le
catalogue des analyses et
distribué par le CRDN.

Flyer «J3 I’age du dépistage »
distribué a chaque famille.

Type
contenants

de

Formation des

préleveurs

Nature
volume
I’échantillon

et
de

Controle a réception

Délai
température
avant
traitement
analytique

et

Gestion logistique
(navettes, enceintes de
transport)

Guide AFDPHE pour les
professionnels accessibles via le
catalogue des analyses et
distribué par le CRDN.

Transport par voie postale
(enveloppe T: envoi médical
urgent) sauf maternité locale
(pneumatique).

Vérification de la date limite
d’utilisation des buvards a la
réception.

Vérification de la saturation en
sang des buvards a
I’enregistrement et avant le
punch afin d’éviter les quantités
insuffisantes et les surcharges (cf
Document BIGMMH.FTE.014
« Non-conformité des buvards du
dépistage néonatal »).
Surveillance mensuelle des délais
d’acheminement.
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Prétraitement: | N [N | N | N |\ Conditions de | NA
. . A A A A . .
centrifugation centrifugation, ...
Interférences Formation des | Guide AFDPHE pour les
préleveurs professionnels accessibles via le
Contréle a réception catalogue des analyses et
distribué par le CRDN.

Conditions de |1 |1 [2 |2 [ Conditions de | Prélevements envoyés dans des

conservation conservation pré- | enveloppes a I’abri du soleil

des analytique : direct.

échantillons température ambiante, a

(e, ...) I’abri du soleil direct Les échantillons sont punchés

deés leur arrivée au laboratoire.

Conditions de |1 |2 (1 |2 | Métrologie des | Procédure de gestion des

conservation et enceintes enceintes thermiques au LBM

d’utilisation (GBAQGRI.PRO.011).

des réactifs (t°,

.2
3 | Exigences 2 |2 |1 |4 |Plage de température : | Piece thermostatée (suivi des
= | environnement +15 a +28°C. Variation | températures) : enregistrements
= ales pour le <2°C par 1,5 heure. | des conditions

matériel ou Plage d'humidité | environnementales.

I’ opérateur comprise entre 20% et

80%. Habilitation du personnel et

Altitude inférieure a | mode opératoire: les CIQ et

2000m. étalons internes doivent étre
amenés a température ambiante
(+19-+25°C) avant de techniquer
(BIGMMH.MOP.068).
Suivi des exigences d’humidité et
de température des CIQ avec des
indicateurs colorés.

Qualité defl |1 |1 |1 |NA Utilisation d’eau spécifique a la

I’eau spectrométrie de masse.

Surveillance 2 |2 |1 |4 | Périodicité des | Maintenance préventive annuelle

des dérives maintenances du fournisseur

Maitrise des

équipements (suivi | Maintenance hebdomadaire (voir

métrologique, tracabilité des

raccordement, ...) maintenances) (BIGMMH.MOP.
067)

Contamination |1 |4 |2 |8 | Respect des conditions | Maintenance préventive de la
Q) opératoires du | MS/MS  hebdomadaire avec
5 fournisseur changement de filtre et lavage du
g bloc de cone d’échantill
8 OC_ € 001_1e e(_: anl _onn_age.
= Essai sur site (voir vérification de
g méthode)
< | Informatique 2 |4 |1 |8 | Paramétrage, Enregistrements des jeux d’essai
£ | embarquée étalonnage,

g connexions, archivage

des données, ...
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Main d’ceuvre (Personnel)

maintien  de
compétence du
personnel

des compétences du
personnel, plan de
formation

Conservation |1 |2 (1 |2 | Métrologie des | Procédure de gestion des
et conditions enceintes (cartographie | enceintes thermiques au LBM
d’utilisation et suivi des | (GBAQGRI.PRO.011)
températures)
La phase mobile et le
liquide de ringage sont a
température ambiante.
Les étalons internes et
CIQ sont a <-18°C.
@ L’étalon interne
b= reconstitué est a +2-
S +8°C
=
2| Gestion des|1 [2 |1 |2 Acceptation a réception | Procédure de gestion des stocks
% stocks des réactifs (y compris acceptation a chaque
= Gestion des stocks livraison) : Réception  des
commandes & la réception
décentralisée du R+2 de
I’IBP (GEC.REC-MOP-001)
Reconstitution |1 |2 |1 |2 | Métrologie des pipettes | Tracabilité métrologique
des  réactifs, (BIGMMH.FOR.039)
étalons, Respect du mode
contrbles opératoire de | Instructions de reconstitution de
reconstitution et gestion | la fiche technique fournisseur.
des stocks (y compris
acceptation) Habilitation du personnel.
Limites de la|N | N | N | N | Limite de détection, | BIGMMH.MOP.068 : Dépistage
méthode A | A | A | A | limite de quantification, | néonatal PCU et MCAD par
(détection, linéarité, interférences. | MSMS
quantification,
linéarite, Sensibilité, spécificité | Essais sur site pour la limite de
© interférences, détection et de quantification :
3| ..) domaine de mesure satisfaisant.
e
§ Choix de CIQ proche de la valeur
seuil.
Causes 2 | 3] 1 |6 |Calcul des incertitudes | Suivi régulier des CIQ et EEQ.
d’incertitude de mesure annuel
de mesure Incertitude de mesure prise en
compte dans le choix de la valeur
de retest.
Compétenceet | 1 | 4 | 4 Formation et évaluation | Enregistrements des

compétences du personnel

Secrétariat (BIGMMH FDH-
004 : habilitation des secrétaires)

Tragabilité de 1’occupation des
postes de travail

Habilitation du  personnel :
procédure en cours
Organisation du travail

(BIGMMH.PRO.022)
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE
Sous-processus 1 : Dosage de ’octanoylcarnitine (C8)

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) :
Contréles internes de qualité MassCheck®, niveau 1 et 2, N° lot 4519

REPETABILITE
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Nombre
- : de Moyenne | Ecart- | CV | CV (%) SV ), .
Echantillons . retenu par le | Conclusion
valeurs en um type | (%) | fournisseur lab I
(N) aboratoire
ClQ1 30 0,558 0,029 | 5,51 4.6% 150 Conforme
CIQ 2 30 2,143 | 0,111 | 520 | (0,301 pM) 0 Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE, 2014

Argumentaire de la conclusion : La répétabilité, réalisée le 15/06/20 par J. Leva, est conforme
selon le guide d’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’ AFDPHE et similaire
a la répétabilité retrouvée par le fournisseur sur le méme automate.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Nombre 0
Echantillons i MRS IS (e &y () retgrm(/;)r le | Conclusion
valeurs | enpum type | (%) | fournisseur Iaborat%ire*
(N)
ClQ1 9 0,512 0,039 | 7,58 5,2% 20% Conforme
ClQ2 9 2,036 0,103 | 5,05 | (0,301 pM) Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE, 2014

Argumentaire de la conclusion : La fidélité intermédiaire, réalisée du 15/06/20 au 28/07/2020,
est conforme selon le guide d’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de
I’AFDPHE et similaire a la fidélité intermédiaire retrouvée par le fournisseur sur le méme
automate.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable ] ; non applicable X

Argumentaire de la conclusion : Méthode automatisée.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [ ; non applicable (a justifier) X

Argumentaire de la conclusion : Absence de controle de qualité externalisé.
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EXACTITUDE (a partir des controles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
10 buvards distribués par le CDC en 2019 et 2020

Contrdles quantitatifs X ; Contrdles qualitatifs [

Biais

Valeur | Cible Cible Biais (%) | Z-score/ | (%)/
Echantillon | laboen | groupe toutes [ groupe de | groupe | toutes | Conclusion

UM de pairs | techniques pairs de pairs | techni

ques
2010601 0,04 0,04 0,01 7,5 0,15 330 Conforme
2010602 2,03 1,84 2,01 10,1 0,55 1 Conforme
2010603 0,06 0,06 0,01 -5,0 -0,15 470 Conforme
2010604 0,04 0,04 0,01 2,5 0,05 310 Conforme
2010605 0,06 0,07 0,06 -14,3 -0,50 0 Conforme
31961 0,04 0,04 0,02 -12,5 -0,50 75 Conforme
31962 0,04 0,04 0,01 -12,5 -0,50 250 Conforme
31963 19,78 20,53 24,42 -3,7 -0,20 -19 Conforme
31964 0,04 0,06 0,01 -36,7 -0,73 280 Conforme
31965 0,05 0,06 0,01 -23,3 -0,47 360 Conforme

Argumentaire de la conclusion : Le biais limite recommandé par le Guide pour ’accréditation
des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE 2014 est de 20%. L’exactitude est
conforme au groupe de pairs (les 2 dernieres valeurs ont un biais > 20% mais un z-score
acceptable < 2 ; ce sont des résultats proches de la limite de quantification).

Le biais important retrouvé lors de la comparaison «toutes techniques » est lié a des
concentrations inférieures a la limite de quantification. L’interprétation clinique n’est pas

modifiée.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)

Applicable X ; non applicable (a justifier) (]

o[ senen | G| LA
(Toulz\?gf :a?,a28012) >0,5 pmol/L 75% NA
(Derksstal 2008 >0,3 pmol/L 50% 0%
(Wadg(\elljlsgjlf,ezoos) >1,0 umol/L 57% NA
(Carpeﬁtl:zsrtg? :alle 2001) 2201’ 8&?31&3(2:?33) 48% NA
(ZytkoEvti?;tzs-elthll,52001) >0,5 umol/L 20% NA
Heser ol 2008 50,5 pmol/L £2% NA
(Horvz:fr? 2? gﬁ 2008) >0,38 pmol/L 58% 0%
(Schﬁilzlee r:tazﬂ,ngom) >0,32 pmol/L 25,8% 0%
(WilckAeurfzgli,ezoon 1,0 pmol/L 42% 0% (suivi sur 2 ans)
(Otoneta 2011) | =0 el (sovomy | 77| O uivisur2ang
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Argumentaire de la conclusion : La VPP pour le seuil de C8 retenu en France de 0,2 pumol/L
n’est pas connue, cependant cette étude bibliographique permet d’avoir une estimation de la
VPP et VPN du dosage de C8 en MS/MS dans d’autres pays avec d’autres seuils. La VPN est
a interpréter avec réserve car ces études ne sont pas suffisamment longues pour conclure sur le
nombre de vrais-négatifs.

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [] ; calcul [X

Incertitudes calculées plg;(;gmcaenizs
: +

Mode de calcul (cf. SH Methode « CIQ + EEQ » SH GTA 14
GTA14): u(C)=Ju?(cIQ)+ u*(EEQ)
Quantification de - s
I'ipcertitude u(C) = 0,028 pmol/L gg;ncée?;iﬁgeéuciggﬁgﬁi
(niveau 1) : 0,5 umol/L I’accréditation des
Quantification de . , .
I'incertitude u(C) = 0,690 pmol/L Laéboonr:;tgllres de dépistage
(niveau 2) : 2,0 pmol/L '

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?) : L’incertitude de mesure
est I’outil permettant au labo de déterminer le seuil d’alerte (seuil de retest). 1l sera a réévaluer
lorsque plus de données d’EEQ seront disponibles.

Lors du passage en routine, le seuil de retest arbitraire est fixé a 0,15 uM (pour un seuil d’action
a 0,2 uM). Si I’incertitude calculée ici est confirmée, le seuil de retest pourrait étre de 0,17 pM.

LIMITE DE DETECTION
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable X ; non applicable []
Limite de détection (essai sur site) | 0,02 umol/L

Argumentaire de la conclusion : Voir Etendue de mesure.

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable (] ; non applicable (a justifier) X

Argumentaire de la conclusion : Absence de méthode précédente, cependant le profil des
acylcarnitines plasmatiques en semi-quantitatif est réalisé au CHUGA en MS/MS (sur API
5500QT). Nous avons donc pu comparer le résultat de C8 plasmatique d’un patient atteint du
déficit en MCAD avec le C8 mesuré sur Xevo® TQD) a partir de sang total déposé sur buvard.
Le biais n’est pas interprétable au vu des matrices d’analyse différentes, mais les valeurs
obtenues avec les 2 méthodes restent toute deux dans le domaine pathologique avec un ratio
C8/C10 calculé comparable.

Résultat API 5500QT Résultat Xevo TQD Biais (%)
C8 34,3 pmol/L 23,2 umol/L -32
Ratio C8/C10 8,6 7,4 17
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ETENDUE DE MESURE
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable X ; non applicable (a justifier) (]

Données bibliographiques :
fiche technique du
fournisseur

Essais sur site
(03/07/20, J Leva)

Limite de détection : NA 0,02 pumol/L

leltg Qe o 0,010 pmol/L 0,05 pmol/L
guantification :

Limite supérieure de Non réalisée en I’absence d’échantillons
linéarité : 25,0 umol/L tres concentrés. En routine, la limite du

fournisseur sera utilisée.

Argumentaire de la conclusion : Les limite de quantification et de linéarité sur Xevo® TQD
sont fournies par Chromsystems. L’essai sur site a consisté a doser le C8 sur 35 buvards vierges
dont 1’écart-type (ET) a permis de calculer la limite de détection (LOD = 3*ET) et de
quantification (LOQ = 10*ET). La limite de quantification déterminée sur site est similaire a
la limite de quantification donnée pas le fournisseur.

INTERFERENCES

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité, bilirubine,

médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a évaluer si

nécessaire)
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Hémolyse Augmentation des acylcarnitines a chaine longues donc ne concerne par le C8
Turbidité NA
Bilirubine, NA

ictere

Liéala Systéme d’injection sale : nettoyer le systeme avec du méthanol ou injecter 10 fois
MS/MS la phase mobile

Additifs « Les additifs présents dans les récipients en matiéres plastiques (plaques de 96

puits, feuilles adhésives) utilisés lors de la préparation des échantillons peuvent
fortement interférer avec certaines acylcarnitines et contribuer a des résultats
faussement positifs. En conséquence, tous les réactifs et récipients contenus dans ce
Kit ont été testés de maniére a pouvoir garantir des analyses sans interférences. »
Notice technique Chromsystems.

CONTAMINATION
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parametres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) (]

Inter échantillon pour les Essai sur site de la contamination inter-échantillon avec
parametres sensibles (par analyse de 3 CIQ élevés (H1, H2, H3 de moyenne mH) puis 3
exemple Ag HBS, BHCG, ...) : blancs (B1, B2, B3), répété 5 fois.
Contamination = 22289 , 1
(mH)—-mB3

Contamination = -0,02%
Inter réactif si nécessaire (par NA

exemple : LDH et ALAT,
cholestérol et phosphate, lipase et
triglycérides, ...) :

Argumentaire de la conclusion : Absence de contamination inter-échantillons.
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ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []
Parametres Marges de tolérance précisées par le fournisseur Chromsystems :
sensibles testés - Température d’extraction : 20-30°C
(t°, pH, - Durée d’incubation : 18-30 min
position sur un - Vitesse d’agitation : 500-700 tours/min ; orbite : 2mm
support, ...) - Vitesse de centrifugation : 2200 — 3000 ¢
Stabilité des Réactif Température Durée
réactifs apres Phase mobile +18-+30°C 1 an apres la date d’ouverture
ouverture, Etalon interne Flacon : <-18°C 1 an apres la date d’ouverture
embarqués, ... _
Reconstitué : 3 semaines a 1’abri de la lumiére,

Données de la +2-+8°C hermétiquement fermé.
fiche technique | Solution de rincage | +18-+30°C 1 an aprés la date d’ouverture
du fournisseur Tampon +18-+30°C 1 an aprés la date d’ouverture
Chromsystems : | d’extraction

Contréle de sang <-18°C 1 an aprés la date d’ouverture

séché sur papier

buvard

Argumentaire de la conclusion : La stabilité des réactifs est donnée par la notice fournisseur
Chromsystems.

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données
démographiques
Applicable X ; non applicable []

Seuil d’action : 0,2 umol/L

Argumentaire de la conclusion : Recommandation de la Commission Nationale de Biologie
du 10 juillet 2020

DECLARATION d’APTITUDE
Conclusion : méthode conforme utilisée a partir du ../../....

Autorisée par :
Signature
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SOUS-PROCESSUS 2 : Dosage de la décanoylcarnitine (C10)

Portée A [X ; Portée B I

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Decanoylcarnitine (C10)

Principe de la Méthode :

Spectrométrie de masse en tandem

Type d'échantillon primaire :

Sang total

Type de récipient, additifs :

Buvard CE 1D Perkin Elmer

Le Perkin Elmer 226 sample collection device intégre le papier
filtre Ahlstrom 226 qui répond aux exigences de la norme EN
ISO 13485.

Prétraitement de I'échantillon :

Punch d’un diamétre de 3,2 mm, éviter les bords extérieurs des
tdches de sang. Extraction selon les recommandations du
fournisseur.

Unités : pmol/L

Critéres d’interprétation : NA (non interprété)
Marguage CE (Oui/Non) : Oui

Codage C.N.Q. (s'il existe) : NA

Equipement (instrument,
analyseur, etc.) :

Puncher Wallac
Spectrométre de masse Xevo® TQD de Waters®

Référence du réactif :

MassChrom® Amino Acids and Acylcarnitines from Dried
Blood (non derivatised), réf 57000/F/FR

Matériau d'étalonnage
(références) :

Etalon interne avec marquage isotopique (Réf : 57004/FR)

Type d'étalonnage, nombre de
niveaux et valeurs :

Etalon interne avec marquage isotopique : C10-Carnitine-D3
Transfert de masse en MRM : 319 > 85

Concentration du lot 4619 dans 200 pL d’extrait : 1,35 pM

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)

compétent(s) ayant réalisé la

vérification/validation de méthode :

Fanny Zhao, Julien Leva

Procédure de validation/mode
opératoire :

QBAQANA.PRO.004 : Vérification/validation des
performances des méthodes analytiques

Procédure de gestion de la portée

flexible :

GBAQANA.PRO.008 : Gestion de la portée flexible
d’accréditation

Période d’étude :

Du : 15/06/2020 au 31/07/20

Date de 1°" utilisation :

Dernier trimestre 2020
(mise en route de 1’automate en routine)
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE
Sous-processus 2 : Dosage de la décanoylcarnitine (C10)

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) :
Contréles internes de qualité MassCheck®, niveau 1 et 2, N° lot 4519

REPETABILITE
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

) _ Nombre ) ) CV (%)
Echantillons de Moyenne | Ecart- | CV CVv _( 0%0) retenu par le | Conclusion
valeurs | enpuM type | (%) | fournisseur laboratoire*
(N)
ClQ1 30 0,52 0,03 | 6,2 4.4% 150 Conforme
CIQ?2 30 1,96 0,11 | 5,7 | (0,452 uM) 0 Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE, 2014

Argumentaire de la conclusion : La répétabilité, réalisée le 15/06/20 par J. Leva, est conforme
selon le guide d’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’ AFDPHE et similaire
a la répétabilité retrouvée par le fournisseur sur le méme automate.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]
Nombre 0
Echantillons i Moyenne | Ecart- | CV ey (o) retgr:l/J(/;)r le | Conclusion
valeurs | en uM type | (%) | fournisseur Iaborat%ire*
(N)
ClQ1 9 0,47 0,037 | 7,77 5,0% 20% Conforme
ClQ2 9 1,87 0,085 | 4,54 | (0,452 M) Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE, 2014

Argumentaire de la conclusion: La fidélité intermédiaire, réalisée du 15/06/20 au
28/07/2020, est conforme selon le guide d’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal
de ’AFDPHE et similaire a la fidélité intermédiaire retrouvée par le fournisseur sur le méme
automate.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable 1 ; non applicable X

Argumentaire de la conclusion : Méthode automatisée.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [ ; non applicable (a justifier) X

Argumentaire de la conclusion : Absence de contrble de qualite externaliseé.
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EXACTITUDE_(a partir des controles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
10 buvards distribués par le CDC en 2019 et 2020
Controles quantitatifs [X ; Controles qualitatifs [
valeur | Cible | S | Biais o6) Biais (%) /
. toutes Z- .
Echantillon | laboen | groupe . / groupe toutes Conclusion
i technique ; score .
UM de pairs s de pairs techniques
2010601 0,03 0,03 0,01 6,7 0,10 220 Conforme
2010602 1,19 1,18 1,36 0,7 0,03 -13 Conforme
2010603 0,03 0,04 0,01 -15,0 -0,30 240 Conforme
2010604 0,03 0,03 0,01 -6,67 -0,20 180 Conforme
2010605 0,07 0,07 0,07 -4,3 -0,10 -4 Conforme
31961 0,02 0,02 0,01 10,0 0,20 120 Conforme
31962 0,02 0,03 0,01 -46,7 -0,70 60 Conforme
31963 1,45 1,64 1,95 -11,7 -0,64 -26 Conforme
31964 0,02 0,03 0,01 -50,0 -1,50 50 Conforme
31965 005 | 015 0,01 680 |-255| 380 Non
conforme

Argumentaire de la conclusion : Le biais limite acceptable selon le Guide pour I’accréditation
des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE 2014 est de 20%. Trois EEQ ont un biais
supérieur a 20%, dont deux ont un z-score < 2 et sont donc acceptables. Le dernier EEQ est
non conforme. Le C1o n’étant pas le marqueur principal pour le dépistage du déficit en MCAD,
cette déviation est a surveiller mais n’est pas bloquante pour la vérification de méthode.

Comme pour le Cs, le biais avec la cible « toutes techniques » est important sur des valeurs
inférieures a la limite de quantification et est cliniguement non significative.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
Applicable 7 ; non applicable (a justifier) [X

Argumentaire de la conclusion: La spécificité n’a pas été quantifiée, mais aucune
interférence n’est signalée par Chromsystems. La sensibilité est non applicable car il n’y a pas
de seuils pour le C10.

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [] ; calcul [X]

Incertitudes calculées Exigence de performances
Méthode « CIQ + EEQ »

Mode de calcul (cf. SH

SH GTA 14
GTA14): u(C)=u?(CIQ)+ u*(EEQ)

Quantification de . o
Fincertitude U(C) = 0,043 pmol/L Pas d'exigences chiffrées

(niveau 1) : 0.5 umol/L données par le Guide pour

Quantification de I’accréditation des
< - _ laboratoires de dépistage
I'incertitude U(C) = 0,205 pmol/L néonatal.

(niveau 2) : 2,0 pmol/L

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?) : Le Cio ne s’interpréte
pas seul, mais avec le Cs.
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LIMITE DE DETECTION
(étude expérimentale possible si pertinente en portee A)
Applicable X ; non applicable [J
Limite de détection (essai sur site) | 0,02 pmol/L

Argumentaire de la conclusion : Voir Etendue de mesure.

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable ] ; non applicable (a justifier) [X

Argumentaire de la conclusion : Absence de méthode précédente, cependant comme pour le
C8, nous avons donc pu comparer le résultat du C10 plasmatique d’un patient atteint du déficit
en MCAD avec le C10 mesuré sur Xevo® TQD a partir de sang total déposé sur buvard. Le
biais n’est pas interprétable car nous n’analysons pas dans la méme matrice, mais nous
retrouvons des valeurs pathologiques avec les 2 méthodes.

Résultat API 5500 Résultat Xevo® TQD Biais (%)
C10 4,66 pmol/L 2,70 umol/L -42

ETENDUE DE MESURE
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Données bibliographiques : fiche Essais sur site
technique du fournisseur (03/07/20, J Leva)
Limite de détection : NA 0,02 umol/L
Limite de quantification : 0,030 umol/L 0,06 pumol/L
Limite supérieure de linéarité : 22,5 pmol/L NA

Argumentaire de la conclusion : Les limites de quantification et de linéarité sur Xevo® TQD
sont fournies par Chromsystems. L’essai sur site a consisté a doser le C10 sur 35 buvards
vierges dont 1’écart-type (ET) a permis de calculer la limite de détection (LOD = 3*ET) et de
quantification (LOQ = 10*ET). La limite de quantification déterminée sur site est similaire a
la limite de quantification donnée par le fournisseur.

INTERFERENCES
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité, bilirubine,
médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a évaluer si
nécessaire)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Hémolyse Augmentation des acylcarnitines a chaine longues donc ne concerne par le C10
Turbidité NA

Bilirubine, NA

ictere

Lieala Systéme d’injection sale : nettoyer le systéme avec du méthanol ou injecter 10 fois
MS/MS la phase mobile

Additifs « Les additifs présents dans les récipients en matiéres plastiques (plaques de 96

puits, feuilles adhésives) utilisés lors de la préparation des échantillons peuvent
fortement interférer avec certaines acylcarnitines et contribuer a des résultats
faussement positifs. En conséquence, tous les réactifs et récipients contenus dans ce
kit ont été testés de maniére a pouvoir garantir des analyses sans interférences. »
Notice technique Chromsystems.
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Argumentaire de la conclusion : Le sang total sur buvard est un prélevement de nature
hémolysé. La présence de chaines longues constante n’interfére pas avec le dosage de C10.

CONTAMINATION
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) (]

Inter échantillon pour les Essai sur site de la contamination inter-échantillon avec
parametres sensibles (par analyse de 3 CIQ élevés (H1, H2, H3 de moyenne mH) puis 3
exemple Ag HBS, BHCG, ...) : blancs (B1, B2, B3), répété 5 fois.
Contamination = Z2225%) , 100
(mH)-mB3

Contamination = -0,04%
Inter réactif si nécessaire (par NA

exemple : LDH et ALAT,
cholestérol et phosphate, lipase et
triglycérides, ...) :

Argumentaire de la conclusion : Absence de contamination inter-échantillons.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Parameétres sensibles testés (t°, pH, position | Voir Sous-processus 1
sur un support, ...)
Stabilité des réactifs aprés ouverture, Voir Sous-processus 1
embarqués, ...

Argumentaire de la conclusion : Voir Sous-processus 1.

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données
démographiques (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable ] ; non applicable X

Argumentaire de la conclusion : Le C10 est utilisé pour calculer le ratio C8/C10. A ce titre,
il n’y a pas besoin d’intervalles de référence pour le C10.

DECLARATION d’APTITUDE
Conclusion : méthode conforme utilisée a partir du ../../....

Autorisée par :
Signature

89



2.2. SH FORM 43 pour le dépistage néonatal de la phénylcétonurie

UM « Laboratoire de dépistage néonatal »

| Site : Institut de Biologie et Pathologie, R+2
Portée : XA OB
Examen : X routine [ spécialise

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du paramétre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :

Dosage de phénylalanine et de tyrosine a partir d’une tache de sang séché sur buvard dans le
cadre du dépistage néonatal de la phénylcétonurie

Processus simple [ ; Processus complexe [X

DESCRIPTION DU SOUS-PROCESSUS

Modalités de vérification/validation :
1. Répétabilité

2. Fidélité intermédiaire

3. Variabilité inter-opérateurs

4. Justesse

5. Exactitude

6. Sensibilité et spécificité analytique
7. Incertitudes

8. Etendue de mesure

9. Comparaison de méthodes

10. Interférences

11. Contamination

12. Robustesse et fiabilité des réactifs
13. Intervalle de référence

Dosage de la phénylalanine (Phe)

odalités de vérification/validation :
1. Répétabilité
2. Fidélité intermédiaire
3. Variabilité inter-opérateurs
4. Justesse
5. Exactitude
Dosage de la tyrosine (Tyr) ? |Sr$cnesrltti)':3ctjz Set spécificité analytique
8. Etendue de mesure
9. Comparaison de méthodes
10. Interférences
11. Contamination
12. Robustesse et fiabilité des réactifs
13. Intervalle de référence

OXXNOXNKNONOONKIIKNKIRKKKKOXKOOXKKX
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SOUS-PROCESSUS 1 : Dosage de phénylalanine (Phe)

Portée A [X ; Portée B I

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Phénylalanine

Principe de la Méthode :

Spectrométrie de masse en tandem

Type d'échantillon primaire :

Sang total

Type de récipient, additifs :

Buvard CE 1D Perkin Elmer

Le Perkin Elmer 226 sample collection device intégre le papier
filtre Ahlstrom 226 qui répond aux exigences de la norme EN
ISO 13485.

Prétraitement de I'échantillon :

Punch d’un diamétre de 3,2 mm, éviter les bords extérieurs des
taches de sang. Extraction selon les recommandations du
fournisseur.

Unités :

pumol/L

Critéres d’interprétation :

Seuil d’alerte: 80 pmol/L
Seuil d’action : 100 umol/L

Marguage CE (Oui/Non) :

Oui

Codage C.N.Q. (s'il existe) :

NA

Equipement (instrument,
analyseur, etc.) :

Puncher Wallac
Spectrométre de masse Xevo® TQD de Waters®

Référence du réactif :

MassChrom® Amino Acids and Acylcarnitines from Dried
Blood (non derivatised), réf 57000/F/FR

Matériau d'étalonnage
(références) :

Etalon interne avec marquage isotopique (Réf : 57004/FR)

Type d'étalonnage, nombre de
niveaux et valeurs :

Etalon interne avec marquage isotopique : Phénylalanine-D5
Transfert de masse en MRM : 171 > 125

Concentration du lot 4619 dans 200 uL d’extrait : 192 uM

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)

compétent(s) ayant réalisé la

vérification/validation de méthode :

Fanny Zhao, Julien Leva

Procédure de validation/mode opératoire :

QBAQANA.PRO.004 : Vérification/validation des
performances des méthodes analytiques

Procédure de gestion de la portée flexible :

GBAQANA.PRO.008 : Gestion de la portée
flexible d’accréditation

Période d’étude :

Du : 15/06/2020 au 31/07/20

Date de 1°" utilisation :

Septembre 2020 (mise en route de I’automate en
routine)

MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour
chaque paramétre verifié/validé)

Voir Analyse de risque pour le dépistage du déficit en MCAD
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE
Sous-processus 1 : Dosage de la phénylalanine

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) :
Contréles internes de qualité MassCheck®, niveau 1 et 2, N° lot 4519

REPETABILITE
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Nombre
. CV (%)
c - 0,
Echantillons ES MABHEINTS || |SE | (G S .( %) retenu par le | Conclusion
valeurs en uM type | (%) | fournisseur lab o
(N) aboratoire
ClQ1 30 290,3 11,91 | 4,10 3,0% 15% Conforme
ClQ 2 30 575,0 23,85 | 4,15 | (184 uM) Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE 2014

Argumentaire de la conclusion : La répétabilité, réalisée le 15/06/20 par J. Leva, est conforme
selon le guide d’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’ AFDPHE et similaire
a la répétabilité retrouvée par le fournisseur sur le méme automate.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Nombre 0
Echantillons ik WUSEINS | |SEELE | (G ey (o) retgr:{J(/;)r le | Conclusion
valeurs | en puM type | (%) | fournisseur lab ba *
(N) aboratoire
ClQ1 9 264,2 14,27 | 5,40 4,8% 20% Conforme
CIQ2 9 5522 | 27,04 | 4,90 | (184 uM) 0 Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE 2014

Argumentaire de la conclusion : La fidélité intermédiaire, réalisée du 15/06/20 au 28/07/2020,
est conforme selon le guide d’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de
I’AFDPHE et similaire a la fidélité intermédiaire retrouvée par le fournisseur sur le méme
automate.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable ] ; non applicable X

Argumentaire de la conclusion : Méthode automatisée.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [ ; non applicable (a justifier) X

Argumentaire de la conclusion : Absence de controle de qualité externalisé.
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Newborn Screening Quality Assurance Program (NSQAP) distribué par le CDC

EXACTITUDE (a partir des controles externes ponctuels : EEQ/CNQ)

2019 Quarter 4

Contréles quantitatifs [ ; Controles qualitatifs []

Cible . - ..

.| Valeur Cible Biais (%) | Biais (%) / S
SEE] labo | 9rOUPE toutes / groupe toute B'.a 1S (f’ ) Conclusion

lons de . 1 . limite

en uM pairs techniques | de pairs technique

41951 42,05 49,1 50,5 -14,4 -16,7 Conforme
41952 42,2 48,6 51,9 -13,2 -18,7 Conforme
41953 56,06 59,0 62,7 -5,0 -10,6 20% Conforme
41954 53,22 59,7 62,7 -10,9 -12,3 Conforme
41955 44,08 51,1 50,5 -13,7 -12,7 Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal 2014

Argumentaire de la conclusion : Les biais entre les valeurs retrouvées par le laboratoire et les
cibles des EEQ sont conformes aux exigences du Guide d’accréditation des laboratoires de
dépistage néonatal. Le biais retrouvé est systématiquement négatif (résultats systématiquement
inférieurs aux résultats attendus). Cette évaluation est a compléter avec des EEQ de niveaux
différents.

A noter que des points de gamme de la marque Biorad (Quantase™ Neonatal Phenylalanine &
Total Galactose Screening, lot 64095725, utilisé en méthode enzymatique) ont également été
analysés en MS/MS. Le biais était alors systématiquement positif par rapport a la cible. 1l serait
intéressant de connaitre 1’origine de cette cible (moyenne sur un ou plusieurs sites en méthode
enzymatique ? moyenne de plusieurs techniques différentes ?).

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable 7 ; non applicable (a justifier) [X

Argumentaire de la conclusion: La spécificité n’a pas été quantifiée, mais aucune
interférence significative n’est signalée par Chromsystems (voir Interférences). La sensibilité
est déterminée par le seuil d’action défini au niveau national.

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [] ; calcul [X]

Incertitudes calculées SUGED EL2
performances
Méthode « CIQ + EEQ »
Mode de calcul (cf. SH GTA SH GTA 14

14) :

Quantification de I'incertitude
(niveau 1) : 100 umol/L

u(C) = Ju?(ciQ)+ u*(EEQ)
U(C) = 10,4 pmol/L

Pas d’exigences chiffrées
données par le Guide pour
I’accréditation des
laboratoires de dépistage
néonatal.

Quantification de I'incertitude

(niveau 2) - En attente d’EEQ niveau 2
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Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone déecisionnelle ?) : L’incertitude de mesure
est ’outil permettant au labo de déterminer le seuil d’alerte (seuil de retest). Le seuil d’alerte
actuel de 80 umol/L sera réévalué apres les premiers mois de fonctionnement, apres obtention
de plus de données d’EEQ et de fidélité intermédiaire des CIQ.

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable X ; non applicable ]
Limite de détection (essai sur site) | 0,7 umol/L

Argumentaire de la conclusion : Voir Etendue de mesure.

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable X ; non applicable (a justifier) (]
Données bibliographiques
(fournisseurs, publications,...) :
Méthode précédente, autre méthode
utilisée dans le laboratoire, appareil en | GSP® de PerkinElmer
miroir ou back-up, EBMD :

Kit NeoPhe sur GSP®, méthode enzymatique

Nombre de mesures : 290

Intervalle de comparaison adaptée a 20 & 500 pmol/L

I’étendue des mesures du laboratoire :

Equation de la droite de régression : y =0,8405x - 12,171

Diagramme des différences et/ou des La limite de suivi nous montre que les valeurs en GSP
rapports : sont plus élevées qu’en MS/MS. Elle met également en

évidence de nombreux déviants dans la zone < 100
umol/L n’ayant pas d’impact clinique car étant inférieurs
au seuil d’action.

Un déviant est retrouvé a 155 pmol/L en MS/MS (225
pumol/L sur GSP), probablement lié & 1’erreur aléatoire.
A ces concentrations, cet échantillon aurait bénéficié
d’un retest.

Limite de suivi

Différence Phe GSP-MSMS (umol/L)

Phe MSMS ({umol/L)
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Comparaison Phe MSMS et GSp  ¥=0.8413x-11,551

R*=0,9469
600
500
400
300

200

Phe MSMS (umol/L)

100

0 100 200 300 400 500 600 700
-100
Phe GSP (pmol/L)

Argumentaire de la conclusion : Les résultats entre GSP et MS/MS sont comparables dans un
contexte de dépistage (les valeurs inférieures a la valeur seuil restent inférieures au seuil avec
les 2 méthodes). Néanmoins les concentrations obtenues en MS/MS sont inférieures a celles
issues de la méthode enzymatique (la droite de corrélation met en évidence un biais de 11
umol/L et une pente de corrélation de 0,82 au lieu de 1), ce qui impose une vigilance importante
pour les suivis de patients lors du transfert de méthode.

Une comparaison de méthodes a été réalisée avec le laboratoire de DNN des HCL (Centre de
Biologie et pathologie Est, Service des maladies héréditaires du métabolisme, CHU Lyon) sur
100 buvards de suivi de PCU. Pour rappel, ce laboratoire est équipé du méme appareil de
spectrométrie de masse et utilise les mémes réactifs commerciaux.

Corrélation Phe (Grenoble/Lyon) Y=11283x-24,705

R2= 0,99
3500
3000 o
2500 .
2000
1500 *®

PHE Lyon {umolfL)

1000 wt
500 ‘-"'.'.'I"
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
PHE Grenoble (umol/L)

-500
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Limite de suivi (Grenoble/Lyon)
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Argumentaire de la conclusion : Un déviant est retrouve a 1500 umol/L. Les déviants au-dela
du seuil de 100 pmol/L seraient soumis a un controle en routine au dépistage. Par ailleurs, les
suivis PCU sont habituellement analysés en double, or ils ont été analyses en simple dans le
cadre de cette comparaison de méthodes au vu du nombre de préléevements. Cette comparaison
est conforme a nos exigences.

ETENDUE DE MESURE
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

_Données bibliographiques : Essais sur site (03/07/20, J Leva)
fiche technique du fournisseur

Limite de détection : NA 0,7 umol/L

Limite de

quantification : 4,69 pmol/L 2,4 umol/L

Limite supérieure de Non réalisée en ’absence

linéariteé : 2500 pmol/L d ec_hantlllor_ls _ trés conce_ntres. En
routine, la limite du fournisseur sera
utilisée.

Argumentaire de la conclusion : Les limites de quantification et de linéarité sur Xevo® TQD
sont fournies par Chromsystems. L’essai sur site a consisté a doser la Phe sur 35 buvards
vierges et I’écart-type (ET) a permis de calculer la limite de detection (LOD = 3*ET) et de
quantification (LOQ = 10*ET). La limite de quantification déterminée sur site est similaire a
la limite de quantification donnée pas le fournisseur.

INTERFERENCES
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité, bilirubine,
médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a évaluer si
nécessaire)
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Hémolyse | NA
Turbidité NA
Bilirubine, | NA
ictére
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Liéala Systéeme d’injection sale : nettoyer le systéme avec du méthanol ou injecter 10 fois la
MS/MS phase mobile

Meéthionine | « La méthionine sulfoxyde est un produit d’oxydation de la méthionine. La
sulfoxyde | concentration normale de méthionine chez les nouveau-nés est de 20 pmol/L environ.

Les concentrations de méthionine sulfone devraient donc s’établir au maximum a
I’intérieur de cette zone. La zone pathologique pour la tyrosine et la phénylalanine est
de 100 a 300 umol/L environ. La méthionine sulfone ne devrait donc pas contribuer a
des concentrations faussement élevées lors des dosages en routine ». Notice technique
Chromsystems.

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parametres sensibles)

CONTAMINATION

Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Inter échantillon pour les Essai sur site de la contamination inter-échantillon avec analyse
paramétres sensibles (par de 3 CIQ élevés (H1, H2, H3 de moyenne mH) puis 3 blancs
exemple Ag HBS, BHCG, ...) : | (B1, B2, B3), répété 5 fois.
Contamination = &2, 109
(mH)-mB3

Contamination = 0,05%

Inter réactif si nécessaire (par | NA
exemple : LDH et ALAT,
cholestérol et phosphate,
lipase et triglycérides, ...) :

Argumentaire de la conclusion : Absence de contamination inter-échantillons.

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parametres sensibles)

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)

Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Argumentaire de la conclusion : Voir SH FORM 43 pour le déficit en MCAD.

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données

démographiques (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable X ; non applicable ]

Seuil d’action : 100 pumol/L

Argumentaire de la conclusion : Recommandation de la Commission Nationale de Biologie
du 10 juillet 2020

DECLARATION d’APTITUDE

Signature

Conclusion : méthode conforme utilisée a partir du ../../....

Autorisée par :

97



SOUS-PROCESSUS 2 : Dosage de la tyrosine

Portée A X ; Portée B [ (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Tyrosine

Principe de la Méthode :

Spectrométrie de masse en tandem

Type d'échantillon primaire :

Sang total

Type de récipient, additifs :

Buvard CE IVD Perkin Elmer

Le Perkin Elmer 226 sample collection device integre le
papier filtre Ahlstrom 226 qui répond aux exigences de la
norme EN ISO 13485.

Prétraitement de I'échantillon :

Punch d’un diamétre de 3,2 mm, éviter les bords extérieurs
des taches de sang. Extraction selon les recommandations
du fournisseur.

Unités : pmol/L

Critéres d’interprétation : NA (non interprété)
Marguage CE (Oui/Non) : Oui

Codage C.N.Q. (s'il existe) : NA

Equipement (instrument, analyseur,
etc.) :

Puncher Wallac
Spectrométre de masse Xevo® TQD de Waters®

Référence du réactif :

MassChrom® Amino Acids and Acylcarnitines from Dried
Blood (non derivatised), réf 57000/F/FR

Matériau d'étalonnage
(références) :

Etalon interne avec marquage isotopique (Réf : 57004/FR)

Type d'étalonnage, nombre de
niveaux et valeurs :

Etalon interne avec marquage isotopique : Tyrosine-D4
Transfert de masse en MRM : 186 > 140

Concentration du lot 4619 dans 200 pL d’extrait : 322

pumol/L

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)
compétent(s) ayant réalisé la
vérification/validation de méthode :

Fanny Zhao, Julien Leva

Procédure de validation/mode
opératoire :

QBAQANA.PRO.004 : Vérification/validation des
performances des méthodes analytiques

Procédure de gestion de la portée
flexible :

GBAQANA.PRO.008 : Gestion de la portée flexible
d’accréditation

Période d’étude :

Du : 15/06/2020 au 31/07/20

Date de 1°" utilisation :

Septembre 2020 (mise en route de I’automate en routine)
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE
Sous-processus 2 : Dosage de la tyrosine (Tyr)

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) :
Contréles internes de qualité MassCheck®, niveau 1 et 2, N° lot 4519

REPETABILITE
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]
Nombre
- . - CV (%)
- 0
Echantillons de Moyenne | Ecart- | CV CV_( %) retenu par le | Conclusion
valeurs | enpuM type | (%) | fournisseur laboratoire*

(N)
ClQ1 30 257,2 10,47 | 4,07 4,1% 150 Conforme
ClQ2 30 571,9 21,52 | 3,76 | (319 uM) ° Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE, 2014

Argumentaire de la conclusion : La répétabilité, réalisée le 15/06/20 par J. Leva, est conforme
selon le guide d’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE et similaire
a la répétabilité retrouvée par le fournisseur sur le méme automate.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Nombre 0
Echantillons i Moyenne | Ecart- | CV ey (o) retgr\mﬁ(/;)r le | Conclusion
valeurs | en puM type | (%) | fournisseur Iaborat%ire*
(N)
ClQ1 9 2411 12,16 | 5,04 5,3% 20% Conforme
ClQ2 9 554,0 20,10 | 3,63 | (319 pM) Conforme

*QGuide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal de I’AFDPHE, 2014

Argumentaire de la conclusion : La fidélité intermédiaire, réalisée du 15/06/20 au
28/07/2020, est conforme selon le guide d’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal
de I’AFDPHE et similaire a la fidélité intermédiaire retrouvée par le fournisseur sur le méme
automate.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable ] ; non applicable X

Argumentaire de la conclusion : Méthode automatisée.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [ ; non applicable (a justifier) X

Argumentaire de la conclusion : Absence de contrble de qualite externaliseé.
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EXACTITUDE (a partir des controles externes ponctuels : EEQ/CNQ)

Newborn Screening Quality Assurance Program (NSQAP) distribué par le CDC
2019 Quarter 4

Controéles quantitatifs [ ; Controles qualitatifs []

Echantillo Valeur Cible Cible Biais (%) | Biais (%)/ | Biais

laboen | groupe toutes / groupe toutes (%) | Conclusion
ns : . L . A

uM de pairs | techniques | de pairs | techniques | limite
41951 60,24 62,8 62,9 -4.1 -4.2 Conforme
41952 59,62 62,7 64,7 -4,9 -7,9 Conforme
41953 947,1 880,9 900 7,5 5,2 20% Conforme
41954 59,85 66,1 62,7 -9,5 -4.5 Conforme
41955 53,36 53,6 51,5 -0,4 3,6 Conforme

* Guide pour I’accréditation des laboratoires de dépistage néonatal 2014

Argumentaire de la conclusion : Les biais entre les valeurs retrouvées par le laboratoire et les
cibles des EEQ sont conformes aux exigences du Guide d’accréditation des laboratoires de
dépistage néonatal.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
Applicable ] ; non applicable (a justifier) [X

Argumentaire de la conclusion : Non applicable car il n’y a pas de seuil pour la tyrosine.

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [ ; calcul X

Incertitudes calculées Exigence de performances

Mode de calcul (cf. SH GTA Méthode « CIQ + EEQ)

14) : u(C) = Ju?(CIQ) + u?(EEQ)
Quantification de I'incertitude _ Pas d’exigences chiffrées
(niveau 1) : 100 pmol/L U(C) =6.1 pmol/L données par le Guide pour

Quantification de I'incertitude , . I’accréditation des laboratoires
(niveau 2) : En attente ’EEQ niveau 2 de dépistage néonatal.

SHGTA 14

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?): La tyrosine ne
s’interpréte pas toute seule mais avec la phénylalanine.

LIMITE DE DETECTION
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable X ; non applicable []
Limite de détection (essai sur site) | 1,1 umol/L

Argumentaire de la conclusion : Voir Etendue de mesure.
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COMPARAISON DE METHODES :
Applicable J ; non applicable (a justifier) X

Argumentaire de la conclusion : Absence de méthode précédente.

ETENDUE DE MESURE
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Données bibliographiques : fiche Essais sur site
technique du fournisseur (03/07/20, J Leva)
Limite de détection : NA 1,1 pumol/L
Limite de quantification : 2,73 pmol/L 3,6 umol/L
IT”T"H? s,u_per|eure de 2500 pmol/L NA
linéarité :

Argumentaire de la conclusion : Les limites de quantification inférieure et de linéarité sur le
spectrometre de masse Waters® Xevo TQD sont fournies par le fournisseur. L’essai sur site a
consisté a doser la Tyr sur 35 buvards vierges dont 1’écart-type (ET) a permis de calculer la
limite de détection (LOD = 3*ET) et de quantification (LOQ = 10*ET). La limite de
quantification déterminée sur site est similaire a la limite de quantification donnée pas le
fournisseur.

INTERFERENCES
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité, bilirubine,
médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a évaluer si
nécessaire)
Applicable X ; non applicable (a justifier) ]

Hémolyse NA
Turbidité NA
Bilirubine, NA

ictere
Liéala Systéme d’injection sale : nettoyer le systeme avec du méthanol ou injecter 10 fois la
MS/MS phase mobile

Méthionine | « La méthionine sulfoxyde est un produit d’oxydation de la méthionine. La
sulfoxyde concentration normale de méthionine chez les nouveau-nés est de 20 umol/L environ.
Les concentrations de méthionine sulfone devraient donc s’établir au maximum a
I’intérieur de cette zone. La zone pathologique pour la tyrosine et la phénylalanine est
de 100 a 300 pumol/L environ. La méthionine sulfone ne devrait donc pas contribuer
a des concentrations faussement élevées lors des dosages en routine ». Notice
technigue Chromsystems.

Nutrition « Chez les patients ayant une nutrition parentérale, pour lesquels la tyrosine a été
parentérale | remplacée par 1’acétyltyrosine, la concentration de tyrosine peut se trouver réduite.
Bien que la concentration de phénylalanine soit normale, le rapport Phe/Tyr peut dés
lors augmenter ». Notice technique Chromsystems.
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CONTAMINATION
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) (]

Inter échantillon pour les parameétres | Essai sur site de la contamination inter-échantillon avec

sensibles (par exemple Ag HBS, analyse de 3 CIQ élevés (H1, H2, H3 de moyenne mH)
BHCG,...): puis 3 blancs (B1, B2, B3), répété 5 fois.
Contamination = Z2225%) . 100
(mH)-mB3

Contamination = 0,06%

Inter réactif si nécessaire (par NA
exemple : LDH et ALAT, cholestérol
et phosphate, lipase et triglycérides,
vel)

Argumentaire de la conclusion : Absence de contamination inter-échantillons.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) (]

Argumentaire de la conclusion : Voir SH FORM 43 pour le deficit en MCAD

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données
démographiques (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable ] ; non applicable X

Argumentaire de la conclusion : La tyrosine est utilisée pour calculer le ratio Phe/Tyr. A ce
titre, il n’y a pas besoin d’intervalles de référence pour la tyrosine.

DECLARATION d’APTITUDE

Conclusion : méthode conforme utilisée a partir du ../../....

Autorisée par :
Signature

102




Chapitre 3 : Discussion

L’objectif de ce travail était de mettre en place le dépistage néonatal du déficit en
MCAD des son début : de I’acquisition du spectrométre de masse a la vérification de méthode
sur site. La chronologie des événements est resumee dans la Figure 30 ci-dessous :

Figure 30 : Chronologie de la mise en place du dépistage néonatal du déficit en MCAD

Recommandations

de la HAS : Appel d'offre pour achat Mise en routine du
extension du DNN de spectrometre de dépistage du déficit en
au deéficit en MCAD masse en tandem MCAD
Ré-organisation du DNN Installation du ) ,
en CRDN avec MS/MS et vérification Ajout d au.tres
dissolution de I'AFPDHE de méthode. pathologies

Avant méme la vérification de méthode, la mise en place de la MS/MS a requis le
paramétrage de la MS/MS par les sociétés Waters et Chromsystems, puis des flux de données
en pré-analytique et en post-analytique (la transmission des données d’une part entre les
punchers et MassLynx et d’autre part entre lonLynx et Dépistar). L habilitation du personnel a
la manipulation de la MS/MS a pu également étre réalisée en parallele de la vérification de

méthode.

3.1. Reésultats de la vérification de méthode

3.1.1. Essais sur site : dépistage du déficit en MCAD

Les divers essais de vérification de méthode réalisés sur site ont montré que les dosages
de Cg et Cyo sont répétables, reproductibles et fiables sans contamination inter-échantillons.
Dans le contexte d’un dosage ou la valeur seuil est tres basse et proche de la limite de
quantification (limite de quantification du Cg déterminée a 0,07 umol/L pour un seuil de 0,2
umol/L), la vérification de ’absence de contamination inter-échantillons est primordiale.

L’ etendue de mesure a pu étre testée pour confirmer la concordance avec les données
du fournisseur. L’exactitude, qui nous assure de rendre un résultat le plus proche possible de la
valeur vraie, était conforme pour le Cg et globalement conforme pour le Cio, a I’exception d’un

déviant, qui est a surveiller mais n’est pas bloquant étant donné son réle secondaire vis-a-vis

du Cs.

103



Le calcul de I’incertitude de mesure est essentiel, car il permet de déterminer la « zone
grise » autour du seuil d’action. Si cette incertitude n’est pas prise en compte, le risque encouru
est de rendre un résultat faussement normal. Pour maitriser ce risque, comme pour toutes les
autres analyses de dépistage néonatal, il convient de déterminer un seuil d’alerte en prenant en
compte I’incertitude de mesure. Pour la mise en route du dépistage du déficit en MCAD, la
Commission Biologie propose aux laboratoires de dépistage néonatal d’établir un seuil d’alerte
par défaut a 0,15 umol/L. Au vu d’un premier calcul d’incertitude du Cs, évalué a 0,502 +0,027

MMol/L, ce seuil d’alerte pourra étre réévalué.

3.1.2. Essais sur site : dépistage de la phénylcétonurie

L’¢évaluation du dosage de la phénylalanine et de la tyrosine a également démontré la
répétabilité, la reproductibilité et la fiabilit¢ de la méthode, sans contamination inter-
échantillons. La comparaison de méthode avec la méthode utilisée précédemment, le kit GSP®
Neonatal Phenylalanine, a démontré une bonne corrélation entre les deux méthodes mais avec
un biais : les valeurs de phénylalanine en MS/MS sont systématiquement inférieures aux valeurs
obtenues par méthode enzymatique (écart en moyenne de 11 pmol/L). Ceci est en accord avec
ce qui a déja été décrit dans la littérature (164) et avec les résultats d’EEQ, ou lorsque 1’on
compare les groupes de pairs, il existe un biais i€ a la technique par rapport a d’autres méthodes
de dosage de la phénylalanine. Le changement de seuil d’action, de 180 umol/L a 100 umol/L,
au niveau national prend en compte cet écart. Notre exactitude met cependant en évidence que
notre méthode analytique rend des valeurs basses méme au sein du groupe de pairs, tout en
restant conforme. Ce biais est a surveiller.

Tout équipement utilisé en backup doit étre soumis a des tests de comparaison a
I’équipement de routine. Dans ce cadre, une comparaison de méthode a été réalisée entre les
CHU Grenoble-Alpes et HCL de Lyon sur 100 prélevements de patients atteints de PCU.
L’intérét de ces buvards utilisés pour le suivi des patients diagnostiqués avec une
phénylcétonurie est la grande variabilité de concentrations de phénylalanine, allant de valeurs
physiologiques a des valeurs trés élevées jusqu’a 3000 umol/L. Les résultats de phénylalanine
étaient comparables entre les 2 centres. Des déviants sont retrouvés dans les valeurs faibles
inférieures au seuil d’action de 100 umol/L. Un déviant est retrouvé avec une phénylalanine a
1470 pumol/L a Lyon et a 1168 umol/L a Grenoble, soit un écart de 302 pumol/L. Les déviants
au-dela de ce seuil de 100 umol/L seraient soumis a un contréle en double lors de la routine au

dépistage. Par ailleurs, les suivis PCU sont habituellement analysés en double, or ils ont éte
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analysés en simple dans le cadre de cette comparaison de méthode au vu du nombre de
prélevements.

Une telle comparaison est nécessaire pour le Cg et C1o, mais ’absence de prélévements
adaptes (portant sur une gamme étendue de valeurs de Cg et de Ci0) ne permet pour I’instant

pas de comparaison optimisée.

3.2. Gestion post-analytique

Apres la vérification de méthode, la mise en place d’une analyse dans un LBM doit étre
accompagnée d’une gestion post-analytique des résultats, qui passe notamment par la validation
technique : la série est validée par la verification de la conformité des CIQ et chaque
prélevement doit avoir un « flow profile » correct. Le logiciel lonLynx donne un apercu de ces
2 éléments via un plan de plaque. Les points verts correspondent soit a un CIQ dont les résultats
sont compris dans les cibles soit a un patient dont tous les analytes sont normaux. Un point
rouge signal un CIQ hors borne ou un patient dont au moins un analyte est au-dela du seuil

d’alerte.

Figure 31 : Exemple d'un plan de plagues

Plate: 1 Yial: B
Al Samples Tested
Autozampler Format

EXEXEICTEE R RN
L R E X R EE R R EEX ]
i R R E R R R X X R
ol L A E X R B R X X &K
G A A E R R B R X X AR
GE R R E X 3 R R X X X
=l A A R X B B R X X X
RSO EEEENS

Sur ce plan de plagues de 96 puits, des CIQ se trouvent en position 3, 4, 49, 50, 95 et 96. Le
CIQ en position 3 est rouge car au moins 1 analyte n’est pas dans sa cible. Les autres points
rouges correspondent a des patients ayant un dosage de phénylalanine au-dessus du seuil
d’action car ce sont des suivis de PCU.

Les données de CIQ seront gérées sur Unity Real Time® (URT) de Biorad. Ce logiciel
déja utilisé sur I’ensemble de I’Institut de Biologie et Pathologie (IBP) du CHUGA pour la
gestion de données des CIQ a de nombreuses fonctionnalités intéressantes. Il permet de
paramétrer les régles de Westgard adaptées a la méthode, de visualiser les CIQ sur des graphes
de Levey-Jennings et de suivre des indicateurs qualité comme la fidélité intermédiaire sur une

période donnée, le taux de rejets de CIQ, etc.
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Figure 32 : Exemple de graphe de Levey-Jennings sur URT
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Une des grandes problématiques dans la gestion post-analytiques des resultats avec la
mise en place de la MS/MS est la nécessité de pouvoir valider les résultats de patients analyte
par analyte. En effet, nous avons vu que 1’analyse de chaque prélévement permet de quantifier
la phénylalanine, la tyrosine, le Cg et le C1o. Le nombre d’analyte analysé ne fera qu’augmenter
avec I’extension du dépistage. Or le logiciel lonLynx n’a pas de module de gestion des résultats
par analyte. Les résultats sont rendus sous forme de fichier .csv comprenant tous les dosages.
Il est possible de modifier manuellement ce fichier en supprimant les colonnes que 1’on ne
souhaite pas valider, il s’agit cependant d’un processus manuel a risque d’erreur, nous obligeant
a manipuler les valeurs brutes des résultats et donc inconcevable pour le dépistage néonatal.
Lorsque prochainement un nombre plus important de pathologies sera dépisté par MS/MS, la
gestion des résultats sur un fichier excel sera d’autant plus hasardeuse. Actuellement, la
Direction des Services Numériques du CHUGA propose un outil de transmission des résultats,
Cloverleaf, permettant la sélection des résultats a transmettre a Dépistar, répondant ainsi aux

attentes du laboratoire.

3.3. Mise en place du dépistage néonatal du déficit en MCAD et de la

phénylcétonurie en MS/MS

En dehors de son aspect technique, la mise en place de la MS/MS impose une nouvelle
organisation de travail au sein du laboratoire et pour les cliniciens. L’ajout du dépistage du
déficit en MCAD doit étre communiqué aux personnels de santé susceptible de réaliser le
prélevement de J3 afin qu’ils puissent informer les parents sur 1’intérét du dépistage dans son
intégralité. Le dépliant « J3, ’age du dépistage » remis aux parents doit également étre mis a
jour.

Pour le laboratoire, il faut redéfinir les fiches de poste des techniciens et des secrétaires

du CRDN et mettre a jour la documentation dans le systeme de gestion documentaire du
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laboratoire avec le mode opératoire, la procédure de maintenance du spectrometre de masse et
les nouveaux arbres décisionnels comportant les seuils de retest et les seuils d’action (voir
Annexe 5 et 6). Une fiche de tracabilité adaptée doit étre créée pour gérer la tracabilité
quotidienne de la validation technique. Du c6té informatique, le logiciel de gestion du
dépistage, Dépistar, a été mis a jour afin de permettre I’import des résultats de MassLynx et
leur validation. Enfin, la qualification du personnel doit étre vérifiée au travers sa participation
aux formations de Waters et de Chromsystems, la lecture des documents et 1’habilitation a la
réalisation de la technique. Des jeux d’essais informatiques doivent étre effectués afin de
veérifier les connexions informatiques.

Enfin, il faut mettre en place une organisation avec les pédiatres qui permette la prise
en charge rapide des nouveau-nés ayant des résultats anormaux avec instauration immédiate
d’un régime adapté, la réalisation des analyses de confirmation diagnostique puis le suivi des
patients diagnostiqués.

Le changement de méthode de dosage de la phénylalanine doit également
impérativement étre communiqué aux médecins qui gérent le suivi des enfants et adultes
atteints. La comparaison de méthodes entre la MS/MS et la méthode précédente de dosage
enzymatique sur GSP® de PerkinEImer a mis en évidence un biais systématique entre les 2
méthodes, avec des valeurs de phénylalanine plus basses en MS/MS que par méthode
enzymatique (voir SH FORM 43 — Comparaison de méthode). Il est donc indispensable pour
les patients suivis au laboratoire du CHUGA que les médecins et diététiciens soient informes

de ces variations lors du transfert de méthode.

3.4. Amélioration continue

Les seuils et algorithmes établis par la Commission Biologie pour le dépistage néonatal
du déficit en MCAD sont déterminés grace a des données bibliographiques obtenues d’autres
pays. lls doivent étre a terme adaptés a la population et au systeme de santé francais. Cela peut
s’appuyer en grande partie sur I’amélioration continue. En effet, la vérification de méthode est
un outil qualité important mais statique. Il permet de vérifier qu’une méthode est conforme au
moment de 1’évaluation. Dans une démarche d’amélioration continue, un suivi d’indicateurs est
mis en place afin de vérifier qu’il n’y ait pas de dérive dans le temps. Il s’agit notamment de
ré-evaluer a intervalle régulier la fidelité intermédiaire des CIQ, I’exactitude des EEQ et
I’incertitude de mesure. L’introduction prochaine d’EEQ d’Asqualab pour remplacer les CNQ
(controle national de qualité) de ’ANSM sera un outil en plus pour réaliser le suivi des
indicateurs au niveau national. Par ailleurs, 1’utilisation d’un seul lot réactif sur tout le territoire

facilitera les comparaisons inter-sites et les suivis de réactovigilance. D’autres indicateurs
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peuvent étre suivis comme le délai de rendu de résultats qui peut avoir un impact important sur
la prise en charge de ces nouveau-nes.

Au niveau national, une évaluation de la sensibilité, de la spécificité, la VPP et la VPN
de la technique devra étre réalisée. La mise en route du dépistage permettra en effet d’accumuler
beaucoup plus de données concernant les faux positifs et les faux négatifs. Ces informations
permettront, si besoin, de réévaluer le seuil d’action.

Au final, la mise en place de ce dépistage va étre une action importante de santé publique
prévenant les effets délétéres d’une maladie traitable, et surement accroitre notre
compréhension du déficit en MCAD. Elle permettra également a la France de reprendre une

place plus éminente dans le dépistage néonatal européen.
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Conclusion

Le dépistage néonatal est une action de prévention du plan national de santé publique
en France, permettant depuis plus de 40 ans de détecter certaines maladies rares mais graves
chez des nouveau-nés asymptomatiques afin de les prendre en charge avant 1’apparition de
symptdémes. Actuellement, la phénylcétonurie, I’hypothyroidie congénitale, I’hyperplasie
congénitale des surrénales, la drépanocytose et la mucoviscidose sont dépistées chez les
nouveau-nés au 3° jour de vie par des méthodes variées comme par exemple la fluorimétrie, la
biologie moléculaire, ’HPLC, 1’électrophorése capillaire de zone et la spectrométrie de masse
MALDI-TOF. Depuis les années 1990s, la spectrométrie de masse en tandem a été implémentée
dans de nombreux pays, permettant de dépister sur un seul prélévement jusqu’a 30 pathologies
simultanément. La HAS a recommandé en 2011 I’extension du dépistage néonatal au déficit en
MCAD par MS/MS en France. Dans ce contexte, une réorganisation totale du systeme, avec
I’abandon du modéle associatif et I’intégration de ’activité au sein des CHU, a été nécessaire
pour que les laboratoires de dépistage néonatal puissent se doter en spectrometres de masse en
2020.

Le déficit en MCAD, anomalie de la béta-oxydation des acides gras la plus fréquente,
provoque des épisodes de décompensation sous forme d’hypoglycémie non-cétosique, de
léthargie, de coma voire de déces, déclenchés par le jeune prolongé, I’exercice physique et les
maladies intercurrentes. Ces crises peuvent étre évitées par la mise en place de regles hygiéno-
diététiques, notamment 1’éviction du jeune. Le dépistage néonatal de cette maladie est donc un
outil particulierement intéressant pour détecter les patients atteints avant toute décompensation.

Dans le cadre de la mise en place de ce dépistage en France et des exigences de qualité
requis des laboratoires de biologie médicale par I’ordonnance 2010-49 du 13 janvier 2010, nous
avons mis en place le dosage multiplex d’octanoylcarnitine, de décanoylcarnitine (pour le
dépistage du déficit en MCAD), de phénylalanine et de tyrosine (pour le dépistage de la
phénylcétonurie) avec le kit MassChrom® de Chromsystems sur le systéme analytique
Waters® Xevo® TQD. Nous avons ensuite procedé a une vérification de méthode au
laboratoire du CHU Grenoble-Alpes. Suite aux essais de répétabilité, de fidélité intermédiaire,
de contamination inter-échantillons, d’étendue de mesure et d’exactitude, la performance de la
technique a bien été démontrée conforme a nos attentes et aux exigences de la norme NF EN
ISO 15189. L’analyse des risques a permis de maitriser toutes les étapes du pré-analytique au
post-analytique. Par ailleurs, ces résultats ont pu étre corrélés a ceux du laboratoire du CHU de
Lyon (HCL) ou les essais de veérification de méthode ont également demontré la fiabilité de la

109



méthode. Enfin, I’¢tude bibliographique nous a confortés sur la sensibilité et la spécificité de
ce dosage.

Le démarrage du dépistage néonatal du déficiten MCAD, initialement prévu au premier
trimestre 2020, a d{ étre décalé au troisieme trimestre 2020 devant le contexte pandémique de
la COVID-19. Neanmoins, le laboratoire du CHU Grenoble-Alpes est désormais prét pour
proposer cet examen de biologie médicale a tous les nouveau-nés des 6 départements concernés.
La prochaine étape sera I’extension du dépistage néonatal a d’autres erreurs innées du

métabolisme intermédiaire traitables et depistables par MS/MS.
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Annexe 1. Dépliant J3 I’age du dépistage

Edition 2017

Madame, Monsieur,

Des les premiers jours suivant
la naissance de votre bébé, la inaternité
va vous proposer de lui faire des tesls
dans le cadre du programme national
de dépistage. Celui-ci existe depuis 1975
el concerne tous les nouveau-neés.
Ces tests de dépistage permettent de
repérer les enfants atteints de certaines
maladies graves, souvent d’origine
. 2o ypothyroidie congénitale,
z byperplasie congénitale des surrénales,
6 mucoviscidose, drépanocyltose.
o Les résultais de ce dépistage sont trés

Crép- S“ positifs. Plus de 28 millions de bébés

[ ont &6 testés. Ceuox qui étatent malades
ont éI¢ repérés el traités des leurs
premiéres semaines de vie et ont pi
ainsi se développer normalement.

Le Président de 'AFDPHE*

s *LAssoctation Francaise pour le Dépistage

M\% et la Prévention des Handicaps de FEnfant
@ our s Dvinion, cotant (AFDPHE) est chargée par les pouvoirs
ka\‘w publics de meitre en ceuvre le dépistage

que. Le prog est
entiérement financé par IAssurance Maladie.

QueL \NTérérT

d@ deéPi\STer Treés§
TAT cerraines
maLQdiés ?

Les tests de dépistage permettent de détecter
certaines maladies qui ne sont pas visibles

a la naissance, mais peuvent avoir

des conséquences sérieuses chez les enfants
atteints et retarder leur développement

s’ils ne sont pas traités trés rapidement.

Sans test de dépistage, 'enfant risque

de ne pas étre reconnu comme pouvant

étre malade et traité en temps utile.

POUrquoy un TéST
ch€Z TouS LeS
nouv@au-nés ?

Rien ne permettant de prévoir un risque
particulier, tous les béhés doivent étre testés.
Les maladies actuellement dépistées sont rares ;
elles ne touchent qu’un enfant sur plusieurs
milliers. La probabilité que votre bébé en soit
atteint est donc extrémement faible.

Ces tests ne présentent aucun danger.

auQnd SONT
réaLiSés Leés TeésTs?

Dans les trois a quatre jours qui suivent la
naissance, votre enfant aura un prélévement
de sang. ensemble des tests est réalisé sur
quelques gouttes de sang prélevées par pigiire
au talon et recueillies sur une bandelette

de papier buvard.
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LA PhéNYLCETONUr @

(Pcu)

est due & 'accumulation, dans I'organisme
de la phénylalanine, un des composants
des aliments que nous mangeons chaque jour.

Le test de Guthrie permet de détecter dans
le sang du bébé malade une augmentation
de la phénylalanine qui empéche le cerveau
de se développer normalement.

Un régime pauvre en aliments naturellement
riches en phénylalanine (viandes, poissons,
lait, ceufs...), commencé dans les premiéres
semaines de vie et poursuivi pendant

les premiéres années, permet un bon
développement et une croissance normale
des enfants atteints.

Le dépistage de cette maladie est fait

en France systématiquement depuis 1967.
Les plus agés des malades dépistés

sont tous devenus des adultes normaux.
Leur scolarité et leur intégration sociale
ont été celles des autres enfants.

Fréquence : environ 1/16.000 bébés

= S =

LQ dréPQNOcYTOSE

est liée a la présence d'une hémoglobine
anormale, 'hémoglobine S. Comme
d’autres anomalies de ’hémoglobine,
elle est fréquente dans les départements
d’Qutre-mer et en Afrique Noire.

La drépanocytose est responsable

de crises douloureuses, d’accidents
anémiques aigus et d'infections
particuliérement graves, surtout avant
l'agede 2a3ans.

Le test de dépistage consiste a étudier
’hémoglobine. Il est fait chez tous

les bébés nés dans les DOM-TOM.

En métropole, il n’est pratiqué que
chez les nouveau-nés issus de parents
originaires des pays a risque.

L'éducation des parents, ladministration
réguliére d’antibiotiques et les
vaccinations contre les infections
permettent de prévenir en grande partie
les accidents qui ponctuent les premiéres
années de vie des malades.

L hYPOThYro die
cONgéNITALL

est due a une sécrétion insuffisante

d’une hormone, la thyroxine, normalement
produite par la glande thyroide.

Elle est indispensable a la croissance

et au bon développement cérébral du bébé.

Quand la thyroxine est insuffisamment
sécrétée, la glande hypophysaire produit
en excés de la TSH. C'est cette TSH

qui est dosée par le test de dépistage.

Le traitement consiste a administrer
de la thyroxine, par voie orale, tous les jours,
pendant toute la vie.

Grace a la mise en place du dépistage
depuis 1978, les 7.000 bébés hypothyroidiens
dépistés par ce programme ont tous

un développement physique et intellectuel
normal.

Fréquence ; environ 1/3.500 bébés

L mucoviScidoSe

engendre des troubles nutritionnels
et une atteinte pulmonaire
progressive qui fait la gravité de
l'affection.

Le diagnostic clinique est souvent
tardif, ce qui est préjudiciable pour
le malade.

Un test de dépistage par dosage de
la trypsine permet de repérer les
nouveau-nés suspects.

Son interprétation peut nécessiter
une étude du géne de la
mucoviscidose par biologie
moléculaire.

Une prise en charge précoce des
malades permet de réduire la
fréquence des manifestations
cliniques, d’assurer une meilleure
qualité de vie, dans l'attente d’un
traitement spécifique conduisant a la
guérison.

Fréquence : environ 1/4.000 bébés

SILSWIIP. SPANOJL DUI2 S9N

L2hypPereLasie
CONGENITOLE
deS SurrénaLes

est liée a une production anormale
des hormones produites par les glandes
surrénales.

Cela a pour conséquence un défaut

de sécrétion de cortisone et, dans un certain
nombre de cas, des hormones qui retiennent
le sel et I'eau dans l'organisme, ainsi qu’une
production excessive des hormones
masculinisantes d’oti des accidents graves
de déshydratation, des anomalies

de la croissance staturale...

Le test de dépistage repose sur le dosage
de la 170HP, marqueur de ces anomalies.
Il a été mis en place depuis 1995.

Le traitement par hormones surrénaliennes
permet une bonne croissance et un
développement normal des enfants atteints.
Il doit &tre poursuivi a vie.

Fréquence : environ 1/18.000 bébés
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Annexe 2. Criteres ANAES d’évaluation a priori d’un programme de
dépistage (2004)

e Lamaladie

o 1. Les répercussions de la maladie sur I’individu et la société doivent avoir été
mesurées (en termes de morbidité/mortalité, d’impact socio-économique).

o 2.L’¢pidémiologie et I’histoire naturelle de la maladie doivent étre
suffisamment connues (y compris le développement de la maladie du stade
latent au stade déclaré).

o 3. Toutes les interventions de prévention primaire colt-efficaces doivent,
autant que possible, avoir été¢ mises en ceuvre.

e Letest

o 4. Un test de dépistage simple a mettre en ceuvre, fiable, reproductible et valide
doit étre disponible.

o b. Le test doit étre acceptable par la population.

e Le diagnostic

o 6. Un accord est nécessaire dans la communauté scientifique sur les
investigations diagnostiques a poursuivre chez les personnes dont le test est
positif et sur les choix disponibles pour ces individus.

e L’intervention

o 7. Une intervention doit étre efficace pour les patients identifiés précocement,
avec la preuve que I’intervention plus précoce apporte de meilleurs résultats
que I’intervention plus tardive.

o 8. Une politique consensuelle et fondée sur les preuves d’identification des
individus susceptibles de bénéficier de I’intervention est nécessaire, ainsi que
des interventions adaptées susceptibles d’€tre dispensées.

e L’efficacité et la sécurité du programme de dépistage

o 9. L’efficacité du programme de dépistage sur la réduction de la mortalité ou la
morbidité doit étre prouvée par des essais contrélés randomisés de haute
qualité, ou faire 1’objet d’un consensus international.

o 10. Les avantages du programme de depistage doivent dépasser les
inconvénients (causes par le test, les procédures diagnostiques et les
interventions).

e L’évaluation médico-économique du dépistage
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11. Le dépistage organisé se justifie lorsqu’il offre un rapport cout-efficacité
avantageux relativement a une situation de référence (absence de dépistage ou
dépistage individuel) et au regard de ce que le financeur est disposé a payer

pour privilégier cette intervention de santé.

e L’organisation du dépistage

©)

12. Il doit y avoir un plan de gestion et de contréle du programme de dépistage
et un ensemble de standards d'assurance qualité reconnus par la communauté
meédicale.

13. Une dotation adéquate en personnel et en équipements pour la pratique du
test, le diagnostic, le traitement et la gestion de programme doit étre disponible
avant le commencement du programme de dépistage.

14. Toutes les autres possibilités pour gérer la maladie doivent avoir été
considérées (par exemple, amélioration de la prise en charge globale).

15. 1l faut assurer la continuité d’action dans la recherche des cas et non la
considérer comme une opération exécutée « une fois pour toutes ».

16. Afin d’assurer la participation optimale de la population cible, la meilleure
information possible devrait étre largement diffusée. Des programmes de
sensibilisation devraient étre organiseés a la fois pour la population cible et les
professionnels de la sante.

17. Le manque d’information sur les aspects positifs et négatifs du dépistage
est inacceptable sur le plan éthique et constitue une atteinte a 1’autonomie de
I’individu.

18. Si un dépistage peut étre systématiquement proposé, afin de garantir
I’équité dans 1’acces a celui-ci, les individus doivent rester libres d’accepter ou
de refuser le test. Le consentement doit étre obtenu aprés information sur les

avantages et inconvénients du dépistage.

e Le suivi et I’évaluation du programme de dépistage

o

19. Les critéres et les indicateurs d’évaluation doivent étre validés, en nombre
limité, et choisis des 1’étape d’évaluation a priori sur la base des résultats de

I’étude bibliographique ou de I’avis motivé d’experts.
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Annexe 3. Arrété du 22 février 2018

JORF n®0049 du 28 février 2018
texte n® 18

Arrété du 22 février 2018 relatif a I'organisation du programme national de dépistage néonatal recourant
a des examens de biologie médicale

NOR: SSAP1805225A
ELI: https:/fwww legifrance.gouv frielifarrete/2018/2/22/SSAP1805225Aljo/texte

La ministre des solidarités et de la santé et le ministre de I'action et des comptes publics,

Vu le code de la santé publique, notamment ses articles L. 1411-6, R. 1131-4, R. 1131-21 et R. 1131-22 ;
Vu le code de |a sécurité sociale, notamment ses articles L. 161-40 et R. 160-5 ;

Vu l'avis de 'Agence de biomédacine en date du 11 janvier 2015 ;

Vu l'avis de la Haute Autorité de santé en date du 31 janvier 2018,

Arrétent :

Article 1
ELI: https:/fwnwnw legifrance. gouv frieli/amete/2018/2/22/SS5AP1805225Alj0/article_1

Le dépistage néonatal recourant & des examens de biologie médicale constitue un programme de santé national au sens de ['article
L. 1411-6 du code de la santé publique.

Ce dépistage a pour objectif |la prévention secondaire de maladies a forte morbi-mortalite, dont les manifestations et complications
surviennent dés les premiers jours ou les premieres semaines de vie et peuvent étre prévenuas ou minimisees par un traitement
adapté si ce dernier est débuté trés précocement.

Article 2
ELI: https:ifvwwnw legifrance.gouv frielifamrete/2018/2/22/SSAP1805225Ako/article_2

Les examens de biologie médicale du programme de dépistags néonatal sont réalisés sur un &chantillon de sang total préleve sur
buvard au plus tét 48 heures aprés la naissance, au misux a 72 heures.

Article 3
ELI: https:/fervew legifrance.gouv.frielifarmete/2018/2/22/SSAP1805225A o/ article_3

La réalisation du dépistage néonatal est proposée a titre gratuit pour tous les nouveau-nés.

Article 4
ELI: https:/fwwnw legifrance gouv frielifamrete/2018/2/22/SSAP1805225A0o/article_4

Le programme de dépistage néonatal est mis en ceuvra dans chaque région par le centre régional de dépistage néonatal dont les
missions sont définies par le cahier des charges qui figure a l'annexe 1.

Article §
ELI: https:ifvevnw. legifrance. gouv. frieli/amete/2018/2/22/SSAP1805225Al o/article &

Lorsque les examens de biclogie médicale nécessaires au dépistage néonatal ne peuvent, pour tout ou partie, tre réalisés par le
centre régional de dépistage ndonatal, ils peuvent &tre réalisés par un centre régional relevant d'un autre ressort territorial. Une
convention est signée a cet effet dans les conditions fixées par le cahier des charges qui figure a l'annexe 1.
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Article 6
ELI: https://woww legifrance gouv.frielilamete/2018/2/22/55AP1805225 A o/article_6

Les indicateurs de suivi de la réalisation du dépistage néonatal et de ses résultats sont définis en annexe 2.

Article 7
ELI: https://woww legifrance gouv frielifamete/2018/2/22/55AP1805225 A o/article_7

Le programme de depistage néonatal concerne la liste des maladies ci-dessous :
Pour 'ensemble des nouveau-nés :

- la phénylcétonurie ;
- 'hypothyroidie congénitale ;
- la mucoviscidose.

Pour les nouveau-nés nés a partir de trente-deux semaines d’'aménorrhée :

- l'hyperplasie congénitale des surrénales ;

Pour les nouveau-nés présentant un risque particulier de développer la maladie :

- la drépanocytose.

Le dépistage de la phénylcétonurie s'effectue selon les modalités techniques définies en annexe 3.
Le dépistage de 'hypothyroidie congénitale s'effectue selon les modalités technigues définies en annexe 4.
Le dépistage de la mucoviscidose s'effectue selon les modalités techniques définies en annexe 5.

Le dépistage de I'hyperplasie congénitale des surrénales s'effectue selon les modalités techniques définies en annexe 6.

Le dépistage de la drépanocytose s'effectue selon les modalités techniques définies en annexe 7.

Article 8
ELI: https: /v legifrance.gouv. frieli/amete/2018/2/22/SSAP1805225A ofarticle_8

L'arrété du 22 janvier 2010 fixant la liste des maladies donnant lisu & un dépistage néonatal est abrogé.

Article 9

ELI: https:/fewew legifrance gouv frielilamete/2018/2/22/SSAP 18052 25A/jo/article_9

Le présent arrété entre en vigueur le 1er mars 2018.

Article 10
ELI: hitps:/fwww legifrance. gouv frielifarrete/2018/2/22/SSAP 1805225 o/article_10

Le directeur général de la santé et la directrice de la sécurité sociale sont chargés, chacun en ce qui le concerne, de I'exécution du

présent arréte, qui sera publié au Journal officiel de la République francaise.
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Annexe 4. Extrait de la notice technique Chromsystems

5.2 Reconstitution de |’étalon interne

L'étalon interne (n° de commande : 57004/FR] est utilisé en tant que calibrateur pour chacun des
échantillons. Il s"agit d'une solution de concentration connue avec marquage isofopique. Aprés reconstitution,
I'étalon interne est ajouté en quantités définies & chaque échantillon et est soumis au méme mode opératoire.

Avant la préparation des échantillons, reconstituez |'étalon interne (n® de commande 57004,/FR) avec 50 ml
de tampon d'extraction. Procédez de la maniére suivante

1. Pipeter 5 ml de tampon d'extraction (n® de commande 57008) dans le flacon d'étalon interne

2. laisser reconstituer pendant 5 minutes @ une température comprise entre +20 et +25 "C en agitant
p|u5ieur5 fois le flacen

3. Transtérer le contenu du flacen dans un ballon jaugé de 50 ml

4. Rincer 2 fois le flacon d'étalon interne avec 5 ml de tampon d'extraction et transférer le contenu dans le
ballon jaugé

5. Remplir le ballon jaugé avec le tampon d'extraction jusqu’a 50 ml et mélanger bien

Eviter la lumigére directe du soleil. Les valeurs de concentration des parametres dans |'étalon interne varient
en fonction des lots. Les valeurs individuelles sont indiquées sur la notice accompagnant chaque étalon
interne.

Conservation de |"étalon interne aprés reconstitution :
L"&étalon interne dilué dans le tampon d'exiraction peut &tre conserve de la maniére suivante :

Tableau 5 : Conservation de |'étalon interne aprés reconstitulion

Température de :Ioclmgn Durée de conservation Autres conditions de siuckuga

+24+8 °C 3 semaines protégé de la lumiére, hermétiquement fermé
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5.5 Préparation des échantillons avec plaque filirante de 96 puits

Remarques

— Lors de la préparation des échanfillons, veiller a n'utiliser que les réactifs, plaques et couvercles fournis
par le fabricant. Toute modification du mode opératoire est susceptible de modifier les caractéristiques
du kit de réactifs.

—  5i des feuvilles adhésives percables [n® de commande 55013) sont utilisés pour l'injection, il est
recommandé d'utiliser un injecteur automatique réfrigéré, afin de minimiser I'évaporation des
échantillons.

— Des contrdles de qualité doivent étre intégrés a chaque série d'analyses afin de valider la précision
et I'exactitude des mesures.

. Découpage de |'échantillon :
Positionner la plaque filtrante de 96 puits [REF 57057) sur une plaque de 96 puits a fond en V (REF
57010). Découper une pastille de sang séché de 3,2 mm de diamétre dans le papier buvard et la
déposer dans la plague filtrante de 96 puits.

2. Extraction :

Ajouter @ chaque échantillon 200 pl de I'étalon interne reconstitué (cf. chapitre 5.2). Refermer la plague
filtrante de 96 puits avec une feuville adhésive pour plaques de 96 puits (n® de commande 55011} et
agiter les plaques juxtaposées durant 20 minutes & +20 & +25 °C et a 600 tours/min.

3. Centrifugation :

Oter la feville adhésive de la plaque filtrante de 96 puits. Centrifuger le surnageant durant 2 minutes &
3000 x g dans la plague de 94 puits & fond en V. Oter la plague filtrante de 96 puits et recouvrir la
plagque de 96 puits avec une feuille adhésive percable [n® de commande 55013) ou une feville adhésive
thermoscellable [n° de commande 57014).

4. Injection :

Injecter = 10 pl d'éluat dans le systéme LC-MS/M35.

Parametres de ’instrument :

Volume d’injection : 10 pL
Durée de I’analyse : 1,7 minutes
Gradient de débit : 20-600 pL/min

Liquide de ringage de 1’aiguille pour I’injecteur : solution de ringage
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Annexe 5. Arbre décisionnel pour la démarche de dépistage
néonatal du déficit en MCAD

Dosage C8 > C8<seuill

C8 2 seuil 1

Vérification en
double (Retest)
+
Dosage du C10

Moyenne Rﬁetest >
C8 < seuil 2

Moyenne Retest
C8 2 seuil 2

Calcul du ratio
c8/Cc10

|

Signalement par le CRDN au
médecin référent pour le
déficit en MCAD
(étape diagnostique)

Seuil 1 = Seuil de retest

Seuil 2 = Seuil d’action

Commission Biologique, 2020
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Annexe 6. Arbre décisionnel pour la démarche de dépistage

neéonatal de la phénylcétonurie

Dosage:HE/

Vérification en

double (Retest)
+

Moyenne Retest
PHE <seuil 2

Dosage TYR

Moyenne Retest
PHE 2 seuil 2

Calcul du ratio
PHE/TYR

Signalement par le CRDN au
médecin référent pour la
Phénylcétonurie

(étape diagnostique)

> PHE < seuil 1

Seuil 1 = Seuil de retest

Seuil 2 = Seuil d’action

Commission Biologique, 2020
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MISE EN PLACE DU DEPISTAGE NEONATAL DU DEFICIT EN ACYL-COA
DESHYDROGENASE DES ACIDES GRAS A CHAINE MOYENNE (MCAD) PAR
SPECTROMETRIE DE MASSE EN TANDEM

RESUME :

Le déficit en acyl-CoA déshydrogénase des acides gras a chaine moyenne (MCAD) est
I'anomalie de la béta-oxydation la plus fréquente, avec une incidence estimée autour de
1/15 000 en France. Il se présente généralement sous forme d'épisodes hypoglycémiques non-
cétosiques pouvant se compliquer par un coma voire un déces. Ces épisodes de décompensation
peuvent étre €vités par la mise en place de mesures préventives sous forme de régles hygiéno-
diététiques.

Le dépistage néonatal est un programme de santé publique dont la vocation est de
prévenir les conséquences souvent irréversibles de ce type de pathologie en détectant les
malades avant l'apparition de symptdmes en période néonatale, et en mettant en place d'emblée
une prise en charge préventive. Ainsi, dans le contexte de I’extension du dépistage néonatal au
déficit en MCAD en France, nous avons mis en place un dosage multiplex quantifiant
I’octanoylcarnitine, la décanoylcarnitine et également la phénylalanine et la tyrosine (pour le
dépistage de la phénylcétonurie) sur taches de sang total séché sur papier buvard et réalisé la
vérification de méthode au laboratoire de dépistage néonatal du CHU Grenoble-Alpes. Nous
avons ainsi pu démontrer la conformité des performances du kit MassChrom® de
Chromsystems sur le spectrometre de masse en tandem (MS/MS) Waters® Xevo® TQD dans
les conditions de travail du laboratoire selon la norme NF EN ISO 15189.

Le laboratoire est désormais prét a proposer le dépistage du déficit en MCAD prévu au
3e trimestre 2020 au niveau national. L’introduction de la MS/MS permettra ensuite une

extension du dépistage néonatal a d'autres erreurs innées du métabolisme.

MOTS CLES : déficit en MCAD, dépistage néonatal, spectrométrie de masse en tandem,
verification de methode

FILIERE : Biologie médicale





