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Résumé

La vérification d’'une méthode de dosage selon la norme NF/EN/ISO 15189 requiert 1’analyse
des performances de la technique (répétabilité, fidélité intermédiaire, exactitude et incertitude
de mesure) avant toute utilisation en routine et lors de la revue annuelle des contrdles de
qualité. Les coefficients de variation (CV) des résultats de précision intra-essai et inter-essais
obtenus doivent étre comparés a ceux des pairs et a ceux qui pratiquent ces mémes dosages
quelle que soit la technique.

En I’absence de publication nationale ou internationale des limites acceptables des critéres de
performance pour les IgE spécifiques et la tryptase, le réseau de biologistes hospitaliers
AllergoBioNet (ABN) a analysé les résultats fournis par 24 centres pour proposer des

recommandations pour le dosage des IgE totales et spécifiques et de la tryptase.



Mots clés : allergie, IgE totales, IgE spécifiques, tryptase, contrbles de qualité

Abstract

Accreditation of an in vitro diagnostic assay according to the NF / EN / ISO 15189 standard
requires to analyze its technical performance before implementation for routine use, and
annually when reviewing effectiveness of quality controls. Performance is evaluated through
repeatability, intermediate fidelity, accuracy and uncertainty of measurement. The coefficients
of variation (CV) of the intra-assay and inter-assay precision tests must be compared with
those of “peers” (results from laboratories employing the same method) and also with those
obtained with “all methods”, i.¢., results from all laboratories performing the same assay,

irrespective of the method.

To our best knowledge, there is currently no French or international recommendation on what
the acceptable limits of performance for specific IgE and tryptase assays should be. Therefore,
the AllergoBioNet network of hospital allergy laboratories set out to characterize the
performance of their current methods as a basis for the development of recommendations. The
results provided by 24 centers were analyzed and led to consensus recommendations for

specific IgE, total IgE and tryptase assays.

Keywords: allergy, total IgE, specific IgE antibodies, tryptase, quality control



Introduction :

L’exploration biologique de I’allergie fait principalement appel, en pratique courante, aux
dosages des IgE spécifiques d’allergéne, de la tryptase et, dans certaines conditions, des IgE

totales.

Les exigences de I’accréditation des laboratoires de biologie médicale selon la norme NF/EN/
ISO 15189 impliquent la validation ou la vérification préalable de toute méthode avant
utilisation [1]. Les procédures de validation ou de vérification doivent préciser les normes

d’acceptabilité des performances analytiques de la méthode concernée [2].

A ce jour, pour I’exploration biologique de I’allergie, les recommandations nationales et
internationales des normes d’acceptabilité des tests de performance analytiques issus
notamment des différents contrdles (contrdles de qualité interne (CQI), évaluation externe de

la qualité (EEQ) sont peu nombreuses et limitées au dosage des IgE totales [3_9].

Le réseau des biologistes hospitaliers AllergoBioNet propose ici des recommandations basées
sur la pratique quotidienne des différents centres participants et de 1’analyse de la littérature
pour les parametres IgE totales, IgE spécifiques d’allergene et tryptase. Les recommandations
AllergoBioNet portent sur (i) le nombre et les niveaux de concentration des controles, (ii) les
performances de répétabilite et de fidélité intermédiaire exprimées en valeurs limites
acceptables du coefficient de variation (CV), (iii) I’exactitude exprimée par le biais et
I’incertitude de mesure (IM). Elles sont complétées par une synthese de la maitrise des risques

a partir des points critiques propres aux IgE spécifiques d’allergénes.



Matériel et Méthode :

e Participants

24 laboratoires hospitaliers ont participé a 1’étude. La technique de dosage utilisée pour les
trois parameétres est la technique d’immuno-enzymofluorescence FEIA de Thermo Fisher
Scientific, a ’exception de deux laboratoires effectuant le dosage des IgQE totales par la

technique de chimiluminescence Cobas de Roche.

e CQI

Les CQI proviennent du fournisseur et/ou de pools de sérum. En particulier pour la tryptase le

fournisseur propose un seul niveau de contréle.

Les études de répétabilité ont été réalisées sur des échantillons de patients, en accord avec les

recommandations du Comité frangais d’accréditation (Cofrac) [10-11].

e EEQ

Les programmes d’EEQ sont fournis selon ’analyte par les sociétés suivantes : UK NEQAS
(United Kingdom National External Quality Assessment Services), ThermoFisher Scientific,
(Uppsala, Sweden), ProBioQual (Association pour la Promotion du Contréle de Qualité en

Biologie Médicale) et CTCB (Centre Toulousain pour le Contrdle de qualité en Biologie).

e Collecte des données

Les données sont issues des dossiers de Vérification de méthode SH-FORM 43 établis selon le
guide SH-GTA 04 du Cofrac par chaque laboratoire participant [10].
Elles correspondent aux résultats des études de répétabilité, de fidélité intermédiaire,

d’exactitude et d’incertitude de mesure (IM).



e Analyse des données et définition des normes d’acceptabilité

Ce travail s’est déroulé en trois etapes :

Etape 1: Trois niveaux de concentration correspondant a « faible », «intermédiaire » et
« fort » dans I’intervalle de mesure de la méthode ont été définis pour chaque analyte. Les

données de chaque centre participant ont été classées selon les niveaux ainsi définis.

Etape 2 : Par analyte et par niveau, I’étude a été effectuée sur (i) les CV des essais de
répétabilité et de fidélité intermédiaire de chaque centre et (ii) les résultats individuels des
EEQ de chaque centre. Les performances des centres en termes de répétabilité, fidélité
intermédiaire, biais et IM ont ainsi été établies et comparées pour chaque analyte et chaque

niveau de concentration.

Etape 3: Les performances des centres participants ont été comparées a la littérature
existante, notamment aux éventuelles recommandations et aux données chiffrant la pertinence

clinique des variations de mesure d’un analyte.

Au terme de ces trois étapes, les recommandations AllergoBioNet pour les normes

d’acceptabilité ont été formulées de maniére consensuelle.

Résultats

I. Dosage des IgE totales

Selon la Nomenclature des Actes de Biologie Médicale, le dosage des IgE totales est utile
pour des cas de polysensibilisation, urticaire chronique, dermatite atopique, aspergillose
broncho-pulmonaire, parasitose, déficit immunitaire. De plus, il doit précéder I’instauration

d’une biothérapie par anticorps monoclonal anti-IgE dans 1’asthme persistant sévere. Les



résultats de tous les dosages d’IgE totales, calibrés sur le standard international WHO 11/234,
sont exprimés en KUI/L, 1 Ul =2,4 ng. Les valeurs usuelles des IgE totales circulantes varient
en fonction de 1’age et de la population [12-16]. Les valeurs de référence sont inférieures a

100 kUI/L a partir de I’age de 6 ans en population européenne [12].



I.1. Répétabilité du dosage des IgE totales

Les résultats des études de répétabilité des dosages d’IgE totales exprimés en CV ont été
groupés par niveau de concentration. Le CV moyen a été calculé pour chaque niveau. Les CV
obtenus par les laboratoires varient de 0,90 % a 7,50 % quel que soit le niveau (Tableau 1).
Les valeurs limites acceptables des CV de répétabilité du dosage d’IgE totales sont comprises
entre 3 et 15% selon les sources nationales et internationales déja publiées (Tableau 2).
L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre la bonne concordance
des résultats obtenus avec les limites acceptables de CV publiées. En conséquence, le réseau
AllergoBioNet recommande une limite d’acceptabilité du CV de 10% pour la répétabilité du

dosage des IgE totales quel que soit le niveau de concentration de 1’analyte (Tableau 3).

Répétabilité Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Nombre d’études de répétabilité 22 23 20
Niveau de concentration
<100 100 - 400 > 400
d’IgE totales (kUI/L)
Moyennes des valeurs min 13 103 430
d’IgE totales (KUI/L) max 89 391 1750
min 0,90 1,20 0,88
CV (%) max 4,01 5,66 7,50
moyen 2,47 2,64 3,25
médian 2,35 2,11 2,85

Tableau 1. Répétabilite du dosage d’IgE totales. Chaque centre a fourni les moyennes
des valeurs des dosages d’IgE totales et les CV obtenus pour chacune des études de
répétabilité. Les valeurs des moyennes ont été groupées par niveau. La moyenne et la
médiane des CV correspondants ont été calculées.



Répétabilité Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Concentration| CV | Concentration Concentration
CV(%) CV (%)
(kUI/L) (%) (kUI/L) (kUI/L)

Thermo

15-60 3 75-430 3 600-1840 3
Fisher
SFBC 1999 20 9 200 6 500 6
CLSI 2009 1-10 10 50-100 10 1000-2000 10
CLSI 2016 1-10 15 50-100 15 250-1000 15

Tableau 2. Valeurs limites des CV dans les études de répétabilité du dosage des IgE

totales selon les sources nationales et internationales publiées. SFBC, Société Francaise de

Biologie Clinique, CLSI, Clinical and Laboratory Standard Institute guidelines.

Répétabilité Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Concentration Concentration Concentration
CV(%) CV (%) CV(%)
(kUI/L) (kUI/L) (kUI/L)
ABN 2018 <100 10 100-400 10 >400 10

Tableau 3. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les valeurs limites

acceptables du CV dans les études de répétabilité selon le niveau de concentration des

IgE totales.




I.2.Fidélité intermédiaire du dosage des IgE totales

Les resultats des études de fidélité intermédiaire des dosages d’IgE totales exprimés en CV
ont été groupés par niveau de concentration. Le CV moyen a été calculé pour chaque niveau.
Les CV obtenus par les laboratoires varient de 2,10 % a 14,90 % quel que soit le niveau
(Tableau 4).

Les valeurs limites acceptables des CV de fidélité intermédiaire sont comprises entre 4 et 20%
selon les sources nationales et internationales déja publiées (Tableau 5).

L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre la bonne concordance
des résultats obtenus avec les limites acceptables de CV publiées. En conséquence, le réseau
AllergoBioNet recommande une limite d’acceptabilit¢ du CV de 15% pour la fidélité
intermédiaire des IgE totales quel que soit le niveau de concentration de I’analyte

(Tableau 6).

Fidélité intermédiaire Niveau bas  Niveau moyen Niveau haut

Nombre d’études de

27 17 19
fidélité intermédiaire
Niveau de
concentration < 100 100 - 400 > 400
d’IgE totales (kUI/L)
Moyennes des valeurs  min 16 103 409
d’IgE totales (KUI/L)
96 385 1074
max
min 3,00 2,10 3,00
CV (%)
max 14,90 9,03 9,16
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moyen

médian

6,87

6,70

6,33

6,88

6,77

6,84

Tableau 4. Fidélité intermédiaire du dosage d’IgE totales. Chaque centre a fourni les

moyennes des valeurs des dosages d’IgE totales et les CV obtenus pour chacune des

études de fidélité intermédiaire. Les valeurs des moyennes ont été groupées par niveau.

La moyenne et la médiane des CV correspondants ont été calculées.

Fidélité

intermédiaire

Niveau bas

Niveau moyen

Niveau haut

Concentration Concentration Concentration
CV% CV% CV%
(kUI/L) (kUI/L) (kUI/L)

Thermo

15-60 5 75-430 4 600-1840 7
Fisher
SFBC 1999 20 12 200 8 500 8
CLSI 2009 <10 20 50-100 15 1000-2000 15
CLSI 2016 <10 20 50-100 20 250-1000 20

Tableau 5. Valeurs limites des CV dans les études de fidélité intermédiaire du dosage des

IgE totales selon les sources nationales et internationales publiées.

Fidélité

intermédiaire

Niveau bas

Niveau moyen

Niveau haut

Concentration

(KUI/L)

CV%

Concentration

(KUI/L)

CV%

Concentration

(kUI/L)

CV%
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ABN 2018 <100 15 100-400 15 >400 15

Tableau 6. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les valeurs limites
acceptables du CV des études de fidelité intermédiaire selon le niveau de concentration

des IgE totales.

1.3. Exactitude du dosage des IgE totales

L’exactitude d’un dosage est calculée a partir des résultats des EEQ. Les programmes d’EEQ
des participants sont souscrits auprés de UK-NEQAS, ProBioQual, ThermoFisher et CTCB.
Chaque centre a fourni les valeurs des échantillons d’EEQ, ainsi que la valeur cible du groupe
de pairs utilisant la méme technique et celle du groupe incluant toutes les techniques. Les
résultats ont été groupés par niveaux de concentration. Les biais ont été calculés avec la
formule {[(résultat laboratoire) — (résultat cible)]/(résultat cible)} *100 (Tableau 7).

Les valeurs limites acceptables des biais sont comprises entre 10 et 20% selon les sources
nationales et internationales déja publiées (Tableau 8).

L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre la bonne concordance
des résultats obtenus avec les limites acceptables des biais publiées. On observe notamment
une absence de différence significative entre les résultats des groupes de pairs et toutes
techniques. En consequence, le réseau AllergoBioNet recommande un biais maximal en
valeur absolue pour I’exactitude du dosage d’IgE totales de 20% pour le niveau bas et de 15%

pour les niveaux de concentration moyen et haut (Tableau 9).

12



Exactitude Niveau bas  Niveau moyen Niveau haut
Nombre de valeurs d’IgE totales 277 154 21
Niveau de concentration
<100 100-400 > 400
d’IgE totales (KUI/L)
Moyenne des valeurs
47,36 225,44 416,57

d’IgE totales (KUI/L)
Moyenne de la cible d’IgE
totales groupe de pairs 47,88 225,11 418,34
(kUI/L)
Moyenne de la cible d’IgE
totales toutes techniques 44,06 213,50 425,19
(kUI/L)

min -17,96 -15,29 -10,07
Biais du dosage d’IgE totales

max 14,77 14,10 6,16
groupe de pairs (%)

moyen -1,04 0,46 -0,39

min -19,92 -23,63 -9,72
Biais du dosage d’IgE totales

max 11,55 9,62 3,90
toutes techniques (%)

moyen -3,60 -2,86 -1,82

Tableau 7. Analyse des EEQ pour le dosage d’IgE totales. Chaque centre a fourni les

valeurs de chaque échantillon, ainsi que la valeur cible du groupe de pairs et celle du

groupe toutes techniques. Les biais ont été calculés avec la formule {[(résultat

laboratoire) — (résultat cible)]/(résultat cible)} *100.
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Concentration | Biais Concentration | Biais | Concentration | Biais
d’IgE totales |(%0) d’IgE totales | (%) d’IgE totales | (%)
Exactitude [(kUI/L) (kUI/L) (kUI/L)
Afssaps
23 20 135 15 ND ND
2010
SFBC 1999 20 15 200 10 500 10
CLSI 2009 <10 20 50-100 15 1000-2000 15
CLSI 2016 <10 20 50-100 20 250-1000 20
UK-
11 11 11
NEQAS

Tableau 8. Valeurs limites des biais dans le dosage d’IgE totales selon les sources

nationales et internationales publiées. Afssaps, Agence francaise de sécurité sanitaire et des

produits de santé. ND, non défini.

Exactitude Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Concentration Concentration| Biais |[Concentration| Biais
Biais (%0)
(kUI/L) (kUI/L) (%) (kUI/L) (%)
ABN 2018 <100 20 100-400 15 >400 15

Tableau 9. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les valeurs limites

acceptables des biais selon le niveau de concentration des IgE totales.
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I.4. Estimation de I’incertitude de mesure élargie pour le dosage d’IgE totales (CQI et

EEQ)

Outil d’aide a la décision et a I’interprétation permettant d’appréhender le risque par rapport a
un seuil décisionnel, I’incertitude de mesure a été calculée selon la méthode CQI/EEQ

conformément au référentiel SH-GTA 14 du Cofrac [17].

Incertitude de mesure Niveau

Niveau bas Niveau haut
(élargie k = 2) moyen
Nombre d’études d’incertitude de mesure 41 35 23

Niveau de concentration d’IgE totales

<100 100-400 >400
(kUI/L)
min 13 6,70 6,70
max 50 45,75 22,9
Incertitude de mesure (%) 16.84 16.21

moyenne 22,70

médiane 20,26 15,77 17,00

Tableau 10. Incertitude de mesure du dosage d’IgE totales. Chaque centre a fourni

P’incertitude de mesure correspondant a un niveau de concentration donné.

Compte tenu de I’absence de recommandations antérieures, ainsi que de la mise en place
progressive de CQI et EEQ appariés pour les différents intervalles de mesure, nous
conseillons une IM maximale de 30% pour les niveaux d’IgE totales inférieurs a 100 kUI/L et

de 20% pour les niveaux moyen et haut.
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I1. Dosage des IgE spécifiques

Le dosage des IgE spécifiques d’un allergéne sert a confirmer I’imputabilité de celui-ci dans
une histoire clinique ou a suivre I’évolution d’une sensibilisation chez un patient donné. La
concentration sérique en IgE spécifiques d’un allergéne est statistiquement corrélée avec le
risque de manifestations cliniques mais ne permet pas de prédire une allergie au niveau
individuel [18-22]. En dehors d’une sensibilisation a un ou plusieurs allergénes, les IgE
spécifiques sont indétectables dans le sang. Pour le suivi des patients la quantification est
importante.

Les résultats des dosages d’IgE spécifiques sont exprimés en kilo unité d’allergéne par litre
(kUa/L), unique pour tous les allergenes. La valeur d’intérét clinique est définie par limite de

quantification de 0,1 kUa/L [19].

I1.1. Particularités du dosage des IgE spécifiques

Si les dosages des IgE totales et de la tryptase ne comportent pas de particularité pour la
vérification de méthode, il n’en est pas de méme pour le dosage des IgE spécifiques

d’allergenes.

Les IgE spécifiques différent des autres parameétres dosés couramment en biologie médicale
par leur diversité liée au nombre important d’allergénes contre lesquels elles sont dirigées. Un
panel étendu d’allergénes (d’environ 100 a 600 allergénes) est proposé par les fournisseurs de

réactifs.

e Il n’existe pas de standard (international ou non) pour chaque allergéne,
e |l n’existe pas de CQI pour chaque allergéne,

e Il n’existe pas d’EEQ pour chaque allergene.

16



Pour ces raisons, la vérification de méthode n’est pas réalisable pour chaque allergéne. Le
réseau AllergoBioNet a montré précédemment que pour le dosage des IgE spécifiques avec la
méthode FEIA, I’analyte peut étre défini comme étant I’IgE quelle que soit sa spécificité [23-
24]. Cette stratégie permet de se conformer aux exigences de la norme 1SO EN NF 15189.

Les principales lignes de cette stratégie sont rappelées ci-dessous.

e Calibration du dosage des IgE spécifiques

La courbe de calibration en plusieurs points, commune a tous les allergénes, est étalonnée par
rapport a une préparation internationale de référence de I’OMS pour les IgE totales,

permettant d’obtenir une concentration d’IgE spécifiques d’un allergéne donné en kUa/L [4].

e Diversité des allergénes

Malgré leur diversité, les allergénes se comportent de maniére identique lorsqu’ils sont fixés
au méme support de réaction [3]. Le réseau AllergoBioNet a Vérifié et quantifié ce
comportement identique dans la réaction de dosage par FEIA [24]. Les résultats de
répétabilité, fidélité intermédiaire et réponse aux EEQ sont identiques pour 29 allergénes
appartenant a toutes les catégories (alimentaires, aéroportés, médicaments, professionnels,
mélanges allergéniques de dépistage, allergenes moléculaires) [24.Ces travaux permettent de
définir I’IgE spécifique en tant qu’analyte unique et ainsi de s’affranchir d’une vérification de

méthode pour chacun des allergénes.

e Dossier de vérification de la méthode

Compte-tenu de ce qui précéde, il faut considérer que ’ensemble des IQE spécifiques
correspond a un seul analyte, I’IgE spécifique. Les criteres de performance obtenus pour des
allergénes représentatifs de I’activité du laboratoire et des niveaux de concentration

judicieusement choisis, dans un nombre défini d’échantillons, sont extrapolables a 1’ensemble
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des allergénes. Un seul dossier de vérification de la méthode de dosage des IgE spécifiques
est donc suffisant en utilisant pour I’évaluation de la performance un panel d’allergeénes de

differentes origines.

o Choix des allergeénes représentatifs de I’activité pour la fidélité
= Me¢langes d’extraits allergéniques
= Extraits allergéniques
= Allergénes moléculaires
= Substances non protéiques : médicaments, glucides
o Choix des niveaux de concentration
= Plusieurs niveaux dans la gamme de mesure de 0,1 kUa/L a 100 kKUA/L
dont un proche de la limite de quantification de 0,1 KU /L
o Nombre d’échantillons
»  L’effectif idéal recommandé est de 30 dosages par allergene pour

permettre une analyse statistique optimale
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11.2. Répétabilité du dosage des IgE spécifiques

Les résultats des études de répétabilité du dosage d’IgE spécifiques exprimés en CV ont été

groupés par niveau de concentration. Le CV moyen a été calculé pour chaque niveau. Les CV

obtenus par les laboratoires varient de de 0,24 % a 12,23 % quel que soit le niveau (Tableau

11).

Les valeurs limites acceptables des CV de répétabilité des IgE spécifiques sont comprises

entre 4 et 15% selon les sources nationales et internationales déja publiées (Tableau 12).

L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre la bonne concordance

des résultats obtenus avec les limites acceptables de CV publiées. En conséquence, le réseau

AllergoBioNet recommande une limite d’acceptabilité du CV de 10% pour la répétabilité du

dosage des IgE spécifiques quel que soit le niveau (Tableau 13).

Répétabilité Niveau bas Niveau moyen = Niveau haut
Nombre d’études de répétabilité 24 17 19
Niveaux de concentration
<5 5-10 > 10
d’IgE spécifiques (KUa/L)
Moyennes des valeurs  min 0,54 5,52 11,50
d’IgE spécifiques
3,98 10,96 90,92
(kUA/L) max
min 0,24 1,09 1,56
max 12,23 8,60 10,43
CV (%)
moyen 3,64 3,97 4,03
meédian 3,05 3,60 3,50

Tableau 11. Répétabilité du dosage d’IgE spécifiques. Chaque centre a fourni les

moyennes des valeurs des dosages d’IgE spécifiques et les CV obtenus pour chacune des
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études de répétabilité. Les valeurs des moyennes ont été groupées par niveau. La

moyenne et la médiane des CV correspondants ont été calculées.

Répétabilité Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Concentration Concentration Concentration
CV% CV% CV%
(KUA/L) (kUA/L) (KUA/L)
Thermo
0,35-1,5 4 1,5-50 5 50-100 5
Fisher
CLSI 2009 bas 10 moyen 10 haut 10

Tableau 12. Valeurs limites des CV dans les études de répétabilité du dosage des IgE

spécifiques selon les sources nationales et internationales publiées.

Répétabilité Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Concentration Concentration Concentration
CV% CV% CV%
(KUA/L) (KUA/L) (kUA/L)
ABN 2018 <5 10 5-10 10 >10 10

Tableau 13. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les valeurs limites

acceptables du CV dans des études de répétabilité des IgE spécifiques selon le niveau de

concentration des IgE speécifiques.
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11.3. Fideélité intermédiaire du dosage des IgE spécifiques

Les résultats des études de fidélité intermédiaire des dosages d’IgE spécifiques exprimés en
CV ont été groupés par niveau de concentration. Le CV moyen a été calculé pour chaque
niveau. Les CV obtenus par les laboratoires varient de 3,00 % a 13,10 % quel que soit le
niveau (Tableau 14).

Les valeurs limites acceptables des CV de fidélité intermédiaire des IgE spécifiques sont
comprises entre 4 et 20% selon les sources nationales et internationales déja publiées
(Tableau 15).

L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre la bonne concordance
des résultats obtenus avec les limites acceptables de CV publiées. En conséquence, le réseau
AllergoBioNet recommande une limite d’acceptabilit¢ du CV de 15% pour la fidélité
intermédiaire pour des valeurs d’IgE spécifiques d’une concentration inférieure a 100 kUa/L

(Tableau 16).

Fidélité intermédiaire Niveau Niveau
Niveau bas
moyen haut

Nombre d’études de fidélité

26 23 21
intermédiaire
Niveaux de concentration
<5 5-10 > 10
d’IgE spécifiques (KUa/L)
Moyennes des valeurs min 0,50 4,35 14,13
d’IgE spécifiques (KUa/L) max 4,09 10,96 32,52
min 3,00 4,15 3,89
CV (%) max 10,60 11,50 13,10
moyen 7,04 7,65 7,92
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médian

6,79

7,53

7,70

Tableau 14. Fidélité intermédiaire du dosage d’IgE spécifiques. Chaque centre a fourni

les moyennes des valeurs des dosages d’IgE spécifiques et les CV obtenus pour chacune

des études de fidélité intermédiaire. Les valeurs des moyennes ont été groupées par

niveau. La moyenne et la médiane des CV correspondants ont été calculées.

Fidélité

intermédiaire

Niveau bas

Niveau moyen

Niveau haut

Concentration Concentration | CV | Concentration
CV% CV%
(KUA/L) (kKUA/L) % (kKUA/L)
Thermo
0,35-1,5 4 1,5-50 5 50-100 9
Fisher
CLSI 2009 bas 20 moyen 15 haut 15

Tableau 15. Valeurs limites des CV dans les études de fidélité intermédiaire du dosage

des IgE spécifiques selon les sources nationales et internationales publiées.

Fidélité

intermédiaire

Niveau bas

Niveau moyen

Niveau haut

Concentration

(KUa/L)

CV%

Concentration

(KUa/L)

CV%

Concentration

(KUa/L)

CV%

ABN 2018

<5

15

5-10

15

>10

15

Tableau 16. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les valeurs limites

acceptables du CV des études de fidélité intermédiaire du dosage des IgE spécifiques

selon le niveau de concentration des IgE speécifiques.
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11.4. Exactitude du dosage des IgE spécifiques

L’exactitude d’un dosage est calculée a partir des résultats des EEQ. Les programmes d’EEQ
des participants sont souscrits aupres de UK-NEQAS et Thermo Fisher. Chaque centre a
fourni les valeurs des échantillons d’EEQ), ainsi que la valeur cible du groupe de pairs utilisant
la méme technique FEIA. Les résultats ont été groupés par niveaux de concentration. Les
biais ont été calculés avec la formule {[(résultat laboratoire) — (résultat cible)]/(résultat cible)}
*100 (Tableau 17).

Les seules valeurs disponibles pour le biais du dosage des IgE spécifiques sont celles fournies
par les systémes des EEQ mais aucune recommandation n’a été formulée a ce jour (Tableau
18).

L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre des valeurs du CV plus
¢levées dans la pratique des laboratoires que dans les recommandations du fournisseur d’EEQ
UK NEQAS. Cette différence a été analysée et la cause identifiée est I’absence de CQI
adapté a chaque niveau d’EEQ. Il est donc conseillé aux laboratoires d’utiliser des CQI
maison couvrant l’intervalle de mesure. En conséquence, la recommandation du réseau
AllergoBioNet est d’atteindre un biais inférieur ou égal a 15%, mais de conserver comme
limite acceptable le biais de 30% pour les valeurs inférieures a 5 kUa/L et de 25% pour des

valeurs de 5 a 100 kUA/L (Tableau 19).

Exactitude Niveau
Niveau bas Niveau haut
moyen

Nombre de valeurs d’IgE spécifiques 470 273 282
Niveaux de concentration

<5 5-10 > 10
d’IgE spécifiques (kUA/L)
Moyenne des valeurs 2,35 7,38 21,42
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d’IgE spécifiques (kUA/L)

Moyenne groupe de pairs (KUa/L) 2,36 7,43 21,43
min -28,19 -23,71 -22,27
Biais groupe de pairs (%0) max 26,25 24,20 25,50
moyen -0,41 -0,89 -0,41

Tableau 17. Analyse des EEQ pour le dosage des IgE spécifiques. Chaque centre a

fourni les valeurs de chaque échantillon, ainsi que la valeur cible du groupe de pairs. Les

biais ont été calculés avec la formule {[(résultat laboratoire) — (résultat cible)]/(résultat

cible)} *100.
Concentration Concentration Concentration
d’IgE cVv d’IgE cVv d’IgE CcV
spécifiques (%) spécifiques (%) spécifiques (%)
Exactitude (KUA/L) (kUA/L) (KUA/L)
UK-NEQAS <5 15 5-10 15 >10 15

Tableau 18. Valeur du CV retenu pour le dosage des IgE spécifiques selon UK-NEQAS.

Exactitude Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Concentration | Biais | Concentration | Biais |Concentration
Biais %
(KUA/L) % (KUA/L) % (kKUA/L)
ABN 2018 <5 30 5-10 25 >10-100 25

Tableau 19. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les limites acceptables des

biais selon le niveau de concentration des IgE spécifiques.
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I1.5. Estimation de I’incertitude de mesure élargie pour le dosage des IgE spécifiques

(CQI et EEQ)

Outil d’aide a la décision et a I’interprétation permettant d’appréhender le risque par rapport a
un seuil décisionnel, I’incertitude de mesure a ét¢ calculée selon la méthode CQI/EEQ

conformément au référentiel SH-GTA 14 du Cofrac [17].

Incertitude de mesure Niveau
Niveau bas Niveau haut
moyen
Nombre d’études d’incertitude de mesure 52 40 37

Niveau de concentration d’IgE spécifiques

<5 5-10 >10
(KUA/L)
. 7,0 6,75 13,10
min
43 42,43 36
max
) 24,15
Incertitude de mesure (%) moyenne 29 39 23 88
médiane
21.0 23,83 23,94

Tableau 20. Incertitude de mesure du dosage d’IgE spécifiques. Chaque centre a fourni
P’incertitude de mesure correspondant a un niveau de concentration donné.

Compte tenu de I’absence de recommandations antérieures, ainsi que de la mise en place
progressive de CQI et EEQ appariés pour les différents intervalles de mesure, nous
conseillons une IM maximale de 30% pour le dosage des IgE spécifiques quel qu’en soit le

niveau.
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I11. Dosage de la tryptase

Le dosage de la tryptase est utilisé pour le diagnostic de I’anaphylaxie, 1’exploration de
certaines hypersensibilités immédiates, des désordres mastocytaires et de certaines
pathologies hématologiques [25]. Les résultats du dosage de la tryptase sont exprimés en
Mg/L. La seule méthode de dosage actuellement disponible est la méthode FEIA. L’intervalle
de mesure est de 1 & 200 pg/L. Les valeurs usuelles sont inférieures a 11,5 pg/L, avec 90%
des sujets présentant une tryptasémie inférieure a 8 pg/L [26]. Une tryptasémie supérieure a 5
ug/L est un facteur de risque d’anaphylaxie en cas d’allergie aux venins d’hyménoptéres [27]
et potenticllement pour d’autres types de réactions allergiques [28]. Il est important de
disposer d’un test avec de trés bonnes performances, car de minimes variations du dosage de
la tryptase ont une importance clinique lors du diagnostic d’une anaphylaxie [29]. En effet,
pour le diagnostic d’une anaphylaxie, le consensus international actuel considére une
élévation transitoire de la tryptase de [(1,2x valeur basale) +2] ug/L comme indicative d’une
dégranulation mastocytaire [30-31]. Le nombre de valeurs de tryptase collectées pour cette
étude est inférieur a celui des IgE totales ou spécifiques car le dosage n’est pas effectué par
tous les laboratoires participants.

111.1. Répétabilité du dosage de la tryptase

Les résultats des études de répétabilité du dosage de tryptase ont été groupés par niveau de
concentration. Le CV moyen a été calculé pour chaque niveau. Les CV obtenus par les
laboratoires varient de 0,42 % a 4,37 % quel que soit le niveau (Tableau 21).

Les valeurs limites des CV sont comprises entre 2,7 et 4 % selon les sources nationales et
internationales déja publiées (Tableau 22).

L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre la bonne concordance

des résultats obtenus avec les limites acceptables de CV publiées. En conséquence, le réseau
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AllergoBioNet recommande une limite d’acceptabilit¢ du CV de 5% pour la répétabilité quel

que soit le niveau (Tableau 23).

Répétabilité Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Nombre d’études de répétabilité 11 15 14
Niveau de concentration
<8 8-20 >20
de tryptase (ug/L)
Moyennes des valeurs min 1,4 8,42 20,50
de tryptase (ug/L) max 7,77 17,54 149,8
min 0,42 0,77 1,11
CV (%) max 3,30 4,37 4,20
moyen 2,11 2,10 2,67
médian 2,12 1,90 2,64

Tableau 21. Répétabilité du dosage de la tryptase. Chaque centre a fourni les moyennes

des valeurs des dosages de tryptase et les CV obtenus pour chacune des études de

répétabilité. Les valeurs des moyennes ont été groupées par niveau. La moyenne et la

médiane des CV correspondants ont été calculées.

Répétabilité Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Concentration Concentration Concentration
CV% CV% CV%
Ho/L Ho/L Hg/L
ThermoFisher 1-20 3 20-100 3 100-200 4
Carlsson (32) 5-20 2,7 20-100 2,7 100-200 2,3

Tableau 22. Valeurs limites des CV dans les études de réepétabilité du dosage de la

tryptase selon les sources nationales et internationales publiées.

Répétabilité

Niveau bas

Niveau m

oyen

Niveau haut
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Concentration

Ho/L

CV%

Concentration

Hg/L

CV%

Concentration
CV%
Ho/L

ABN 2018

<8

5

8-20

5

> 20 5

Tableau 23. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les valeurs limites

acceptables du CV dans des études de répétabilité de la tryptase selon le niveau de

concentration.

I11.2. Fidélité intermédiaire du dosage de la tryptase

Les résultats des études de fidélite intermédiaire des dosages de tryptase, exprimés en CV, ont

été groupés par niveau de concentration. Le CV moyen a été calculé pour chaque niveau. Les

CV obtenus par les laboratoires varient de 2,80 % a 13 % quel que soit le niveau (Tableau

24). Une valeur a toutefois été rejetée car trop elevée (23%).

Les valeurs limites acceptables des CV de fidélité intermédiaire sont comprises entre 3,9 et 7

% selon les sources nationales et internationales déja publiées (Tableau 25).

L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre la bonne concordance

des résultats obtenus avec les limites acceptables de CV publiées. En conséquence, le réseau

AllergoBioNet recommande une limite d’acceptabilité du CV de 10% pour la fidélité

intermédiaire du dosage de la tryptase (Tableau 26).

Fidélité intermédiaire Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Nombre d’études de
9 16 12

fidélite intermédiaire
Niveaux de concentration

<8 8-20 >20
de la tryptase (ug/L)
Moyennes des valeurs min 2,84 8,30 23,60
de la tryptase(ug/L) max 7,57 20,0 103,75
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CV (%)

min

maXx

moyen

médian

2,80
13,0
6,69

5,70

2,98
12,90
6,63

6,15

4,28
10,0
6,36

5,96

Tableau 24. Fidélité intermédiaire du dosage de tryptase. Chaque centre a fourni les

moyennes des valeurs des dosages de tryptase et les CV obtenus pour chacune des études

de fidélité intermédiaire. Les valeurs des moyennes ont été groupées par niveau. La

moyenne et la médiane des CV correspondants ont été calculées.

Fidélité
intermédiaire

Niveau bas

Niveau moyen

Niveau haut

Concentration

Concentration

Concentration

(0) (0) [0)
ug/L CV% ug/L CV% ug/L CV%
ThermoFisher 1-20 5 20-100 6 100-200 7
Carlsson (32) 5-20 3,9 20-100 5,2 100-200 5,9

Tableau 25. Valeurs limites des CV dans les études de fidelité intermédiaire du dosage

de tryptase selon les sources nationales et internationales publiées.

!:|dellte, - Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
intermédiaire
Concentration Concentration Concentration
CVY% CVY% CVY%
(Hg/L) ° (ug/L) ° (Hg/L) >
ABN 2018 <8 10 8- 20 10 >20 10

Tableau 26. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les valeurs limites

acceptables du CV des études de fidélité intermédiaire du dosage de tryptase selon le

niveau de concentration.
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111.3. Exactitude du dosage de la tryptase

L’exactitude d’un dosage est calculée a partir des résultats des EEQ. Les programmes d’EEQ
des participants sont souscrits aupres de UK-NEQAS. Chaque centre a fourni les valeurs des
¢chantillons d’EEQ, ainsi que la valeur cible du groupe de pairs utilisant la méme technique
FEIA. Les résultats ont été groupés par niveau de concentration. Les biais ont été calculés
avec la formule {[(résultat laboratoire) — (résultat cible)]/(résultat cible)} *100 (Tableau 27).
IL n’y a pas actuellement de valeurs limites acceptables de biais publiées pour le dosage de la
tryptase hormis les recommandations du fournisseur ’EEQ UK-NEQAS (Tableau 28).
L’analyse des données collectées confrontée a la bibliographie montre des valeurs du CV plus
¢levées dans la pratique des laboratoires que dans les recommandations du fournisseur d’EEQ
UK NEQAS. Cette différence a été analysée et la cause identifiée est 1’absence de CQI adapté
a chaque niveau d’EEQ. Il est donc conseillé aux laboratoires d’utiliser des CQI maison
couvrant I’intervalle de mesure. L’analyse des données collectées a permis au réseau
AllergoBioNet de formuler des recommandations dans ce domaine. La valeur limite

acceptable pour le biais est de 20% quel que soit le niveau de concentration (Tableau 29).

Exactitude Niveau
Niveau bas Niveau haut
moyen
Nombre de valeurs 28 74 267
Niveaux de concentration (ug/L) <8 8-20 >20
Moyenne des valeurs (ug/L) 2,83 18,12 36,30
Moyenne groupe de pairs (ug/L) 2,92 18,55 36,91
min -24,16 -16,85 -16,86

Biais groupe de pairs (%o)
max 12,75 17,68 21,44
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moyen

-2,76

-2,22

-1,14

Tableau 27. Analyse des EEQ pour le dosage de la tryptase. Chaque centre a fourni les

valeurs de chaque échantillon, ainsi que la valeur cible du groupe de pairs. Les biais ont

été calculés avec la formule {[(résultat laboratoire) — (résultat cible)]/(résultat cible)}

*100.
Concentration Concentration Concentration
CV% CV% CV%
Exactitude Mg/l pg/L pg/L
UK-NEQAS <8 8 8-20 8 > 20 8
Tableau 28. VValeur du CV retenu pour le dosage de la tryptase selon UK-NEQAS.
Exactitude Niveau bas Niveau moyen Niveau haut
Concentration Concentration Concentration
Biais % Biais % Biais %
Ho/L Hg/L Ho/L
ABN 2018 <5 20 5-10 20 11-100 20

Tableau 29. Recommandations du réseau AllergoBioNet pour les valeurs limites

acceptables des biais selon le niveau de concentration de tryptase.

I1.5. Estimation de I’incertitude de mesure élargie pour le dosage de la tryptase

Outil d’aide a la décision et a I’interprétation permettant d’appréhender le risque par rapport a

un seuil décisionnel, I’incertitude de mesure a été calculée selon la méthode CQI/EEQ

conformément au référentiel SH-GTA 14 du Cofrac [17]. Compte tenu des niveaux

disponibles de CQI et d’EEQ, les recommandations sont regroupées en seulement deux

niveaux de concentration.
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Incertitude de mesure (elargie k = 2) Niveau 1 Niveau 2

Nombre d’études d’incertitude de mesure 14 10
Niveau de concentration de tryptase (ug/l) <20 >20
: 13,0 13,0
min
24,6 34,0
max
Incertitude de mesure (%)
moyenne
19,90
18,59
médiane 17,6 17,0

Tableau 30. Incertitude de mesure du dosage de tryptase. Chaque centre a fourni
Pincertitude de mesure correspondant a un niveau de concentration donné. La moyenne

et la médiane des CV correspondants ont été calculées.

Compte tenu de 1’absence de recommandations antérieures, ainsi que de la mise en place
progressive de CQI et EEQ appariés pour les différents intervalles de mesure, nous

conseillons une IM maximale de 25% quel que soit le niveau de concentration.

32



Discussion

Le réseau AllergoBioNet a entrepris 1’analyse des criteres de performance usuels avec

proposition de recommandations pour la pratique courante des dosages d’IgE et de tryptase

dans les laboratoires de biologie medicale.

Les recommandations sont basées sur la collecte et I’analyse des données ABN et de

publications. La synthese est présentée dans le Tableau 31.

Critere Niveau bas | Niveau moyen | Niveau haut
IgE totales kUI/L <100 100 — 400 > 400
Répétabilité (CV) 10 10 10
Fidélité intermédiaire
15 15 15
(CV)
Exactitude (biais) 20 15 15
IM 30 20 20
IgE
<5 5-10 > 10
spécifiqgues | KUa/L
Répétabilité (CV) 10 10 10
Fidélité intermédiaire
15 15 15
(CV)
Exactitude (biais) 30 25 25
IM 30 30 30
Tryptase Mg/l <8 8-20 > 20
Répétabilité (CV) 5 5 5
Fidélité intermédiaire 10 10 10
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(CV)

Exactitude (biais) 20 20 20

IM 25 25 25

Tableau 31. Synthése des recommandations du réseau AllergoBioNet pour les critéres de

performance des dosages d’IgE totales, d’IgE spécifiques et de tryptase.

Du fait d’un nombre trés important d’allergénes, ces recommandations pour la vérification de
méthode du dosage des IgE spécifiques doivent étre complétées par une analyse de maitrise
des risques identifiés et restreints a cet analyte.

Le risque majeur, en I’absence de CQI pour chacun des allergénes testés au cours d’une Serie,
est un défaut éventuel de détection des IgE spécifiques d’un allergéne en raison de I’altération
du réactif. Il y a donc lieu d’étre particuliérement vigilant aux critéres de libération des lots
par le fournisseur, aux conditions de conservation des réactifs, aux choix des contréles de
qualité.

Actions possibles pour maitriser le risque lié & la conservation des réactifs : Vérification du
bon acheminement et du stockage des réactifs (tracabilité exhaustive, test d’un autre réactif de
la méme livraison et sensible aux conditions d’acheminement, évaluation de la robustesse des
réactifs a I’aide des fiches de stress)

Actions possibles pour maitriser le risque lié & la disponibilité restreinte des contrdles de
qualité :Choix pertinent des CQI (niveaux permettant de couvrir la gamme de mesure de la
technique, utilisation de différents allergénes en fonction de leur fréquence d’utilisation
locale et de leur nature, extraits allergéniques individuels ou mélanges de dépistage,
allergenes moléculaires natifs ou recombinants, protéines ou médicaments, glycosylés ou non,
avec recours si nécessaire a des pools de sérum) et définition d’une stratégie de passage

optimale de ces contrdles pour I’encadrement des séries.
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Choix pertinent des EEQ : I’offre est limitée ce qui ajoute a la difficulté de calcul des IM.
L’organisation d’échanges inter-laboratoire proposant des allergénes et des niveaux peu
représentés dans les EEQ commercialisés peut étre une réponse pertinente. Pour élargir le
spectre des spécificités proposées par les fournisseurs d’EEQ, un programme d’échanges
inter-laboratoires a été mis en place en septembre 2016 au sein du réseau AllergoBioNet

(résultats non exploités pour cette étude)

L’évaluation des risques (occurrence, gravité, détectabilité,..) ainsi que les actions a mettre en
place pour les maitriser sont réalisées de maniere optimale par chaque laboratoire en fonction

de son environnement.

Conclusion

Le réseau des biologistes hospitaliers AllergoBioNet propose ici des recommandations pour
les limites acceptables des criteres de performance pour le dosage sanguin des IgE totales, des
IgE spécifiques et de la tryptase par méthode FEIA, aprés analyse des résultats issus de la
pratique quotidienne de 24 centres et comparaison avec les données de la littérature. A notre
connaissance, ces recommandations basees sur 1’évaluation des pratiques sont les premieres
issues de I’activité des laboratoires frangais pour les volets IgE totales et spécifiques et les

premiéres au niveau international pour le dosage de la tryptase.

Les perspectives de ce travail comprennent la formalisation de procédures de travail et des
axes d’amélioration. Sur le plan clinico-biologique, connaitre et maitriser les performances du
processus analytique ouvre la voie a une évaluation plus précise de la signification clinique

associée au résultat biologique.
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