EN TETE DE FICHE TYPE QUANTITATIF | orocepure

L’HOP[;BAL ET VERIFICATION (PORTEE A) D’UNE METHODE VERSION
L ABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE :
TITRAGE DES IGG ET IGM ANTI- DATE D'APPLICATION

TOXOPLASMA GONDII DANS LE SERUM

Note : le laboratoire se réferera au tableau du § 9.1.1 du Document Cofrac SH GTA 04 pour connaitre
les paramétres a déterminer dans le cadre d'une vérification sur site (portée A) ou d’'une validation
(portée B) et complétera une fiche par examen de biologie médicale

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE :

Titrage des anticorps IgG et IgM anti-Toxoplasma gondii dans le sang

La toxoplasmose est une infection bénigne pour le sujet immunocompétent. Si elle confere une protection vis-a-
vis du parasite, elle est cliniquement asymptomatique dans plus de 80% des cas. Le diagnostic d'une
contamination repose donc essentiellement sur la détection des anticorps de type IgG et IgM. Des mesures de
prévention hygiéno-diététiques peuvent étre mises en place pour diminuer le risque d'infection chez les sujets
non immunisés.

Il existe un risque lors de la grossesse pour le foetus (primo infection) et chez le sujet immunodéprimé
(réactivation d'une infection ancienne ou primo infection grave) soulignant la nécessité de déterminer leur statut
immunologique vis-a-vis de Toxoplasma gondii. De plus, en France, un dépistage et le suivi sérologique mensuel
des femmes enceintes séronégatives sont des obligations légales et permettent de détecter rapidement la
contamination et de mettre en place une prise en charge thérapeutique.

Le choix de la méthode doit étre guidé par les performances du réactif (sensibilité, spécificité, valeurs prédictives
négatives et positives) permettant de répondre au mieux aux exigences de la reglementation et de la
nomenclature ainsi qu’aux recommandations de la Haute Autorité de Santé (HAS) et aux attentes du client.

Les performances sensibilité et spécificité doivent étre = 99% (critére retenu par le groupe sérologie du CNR
Toxoplasmose).

La quantification des IgG toxoplasmique fait partie d’'un groupe de méthodes mises en ceuvre dans le cadre d'un
diagnostic sérologique de la toxoplasmose. En fonction des résultats obtenus, des techniques complémentaires
peuvent étre effectuées et les résultats doivent étre interprétés en confrontant 'ensemble des résultats obtenus
avec les techniques du groupe (guide d'interprétation).

Le choix d’'une méthode quantitative répond a plusieurs exigences : celle de la nomenclature dans le cas d'une

grossesse qui impose une détermination quantitative des 1gG et leur expression en unités internationales (Ul/mL)
et celle de 'analyse de la cinétique permettant d’apprécier I'évolutivité de I'infection.

1

version du 24 mars 2014 Page 1 sur 12




EN TETE DE FICHE TYPE QUANTITATIF | orocepure

L’HOP[;LAL ET VERIFICATION (PORTEE A) D'UNE METHODE VERSION
L ABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE :
TITRAGE DES IGG ET IGM ANTI- DATE D'APPLICATION

TOXOPLASMA GONDII DANS LE SERUM

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte/Mesurande : IgG/IgM anti-Toxoplasma gondii
Principe de la Mesure : A décrire cf. notice fournisseur (ex : ELISA indirect,
immunocapture, chimiluminescence, ...)

Méthode de mesure : Décrire le principe de détection de I'automate « X ».
(ex : mesure de densité optique)

Type d'échantillon primaire (urine, sang, ...): Sang, sérum, plasma

Type de récipient, Additifs (tubes, ...): Tube sec, tube EDTA, ...

Prétraitement de I'échantillon (centrifugation, Modalités de centrifugation a décrire (obtention du sérum,

dilution, ...): plasma)

Unités : Ul/mL, index,...

Intervalles de référence’ : A décrire cf. notice fournisseur

Marquage CE (Oui/Non) : QOui ou Non

Codage C.N.Q. (s'il existe): PARL1 (ajouter le code CNQ de la méthode)

Instrument (analyseur automatique, etc.) : Nom de I'automate et société

Référence du réactif (référence fournisseur, Indiquer la référence fournisseur et le numéro/la date de

version notice) : la derniére version

Matériau d'étalonnage (références)/ A décrire le cas échéant cf. notice fournisseur (ex:

Raccordement métrologique : Sérum anti-toxoplasmose (3éme standard international,

1994, NIBSC code TOXM de 'OMS)
Type d'étalonnage, nombre de niveaux et A décrire cf. notice fournisseur
valeurs : Nombre de niveaux de contrbles, et valeurs, nombre de
passages dans chaque série, matrice, criteres de
validation.

MISE EN (EUVRE

Opérateur(s) habilité(s) ayant réalisé la Techniciens de Parasitologie-Mycologie habilités au poste
vérification de méthode :
Procédure de validation : Indiquer le numéro de la procédure de validation /

vérification de méthode

Procédure de gestion de la portée flexible : Indiquer le numéro de la procédure de gestion des
portées d’accréditation

Période d'évaluation :
Date de mise en service :
Autorisation de mise en service par : Nom du biologiste responsable du secteur

1, . e e . N . A
Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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DU VERSION

LABORATOIRE
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TITRAGE DES IGG ET IGM ANTI-
TOXOPLASMA GONDII DANS LE SERUM

DATE D’APPLICATION

MAITRISE DES RISQUES

Données d'entrée

Points critiques a maitriser

Modalités de maitrise

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

Echantillon / Type de tube

Catalogue des analyses
Procédure de réception
échantillons

Gestion des non-conformités pré-
analytiques

des

Prétraitement de I'échantillon
(centrifugation, dilution, ...):

Centrifugation (cf instructions
fournisseur de tubes) ou non

MO préparation des analyses
Maintenance des centrifugeuses

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

Compétences du personnel

Procédure de gestion du personnel :
formation Qualification Habilitation du
personnel paramédical et médical
Fiche d’habilitation Technicien
Sérologie Toxoplasmose

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

Température ambiante sauf si
spécification fournisseurs (cf. fiche
technique réactifs et automates)

Procédure gestion des locaux
Maitrise des conditions ambiantes

Référence du réactif
(référence fournisseur,
version) :

Indiquer la référence fournisseur et
le numéro/la date de la derniere
version

Procédure de gestion des stocks:
contréle de la version de la notice, du
numeéro de lot, de la date d’ouverture,
date de reconstitution, date de
péremption et de la durée d'utilisation
aprés ouverture, stabilité a bord de
I'automate

Matériau de référence :

Calibrateurs et/ou contréles du kit
Raccordement éventuel a
systéme étalon

un

Notice fournisseur

Contrdles qualité

Utilisation de Controles de qualité
internes et externes

Procédure de gestion des controles de
gualité internes et externes

Equipements :

Exigences métrologiques*
(définir les parametres
critiques)

Exigences informatiques*
spécifiques

Métrologie des
automates,
congélateurs, pipettes
Transmission des

automate-SGL

équipements :
réfrigérateurs,

données

Procédure de gestion des
équipements

Raccordement au systeme
international

Maintenance externe et interne
Vérification des pipettes selon
1SO8655

Procédure de vérification de la

transmission des données

* item arenseigner si nécessaire
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) :

Répétabilité:

On utilise 2 niveaux de concentration choisis avec si possible un niveau proche de la zone décisionnelle.

On peut utiliser sérum de patient ou CIQ.

Effectuer 30 mesures par niveau pour une interprétation statistique maximale (mais 15 mesures sont suffisantes
par niveau), dans les mémes conditions : méme opérateur, méme procédure de mesure, méme systeme de

mesure, méme jour.
L'exploitation des résultats consiste a calculer, moyenne, écart-type et coefficient de variation des valeurs

expérimentales de chaque série.

CV (%) limite
- 0,
Echantillons No(r’r:l;)re Moyenne? Etcaret CV (%) fOLﬁ\rqi(sﬁt)eur (hors Conclusion®
yp fournisseurs®)
Ec_hantlllon >15 Conforme
niveau 1
Ec_hantlllon >15 Conforme
niveau 2

Conclusions : Le CV calculé est comparé au CV limite admissible, préalablement choisi en fonction de ceux
du fournisseur et de la littérature disponible.

Pour les techniqgues immunoenzymatiques en sérologie infectieuse, le CV limite est généralement de 10%
(Jacobson 1998), mais des CV plus élevés peuvent étre acceptés en fonction des techniques.

Fidélité intermédiaire :

Les mesures s’effectuent dans des conditions différentes en faisant varier au moins un facteur : I'opérateur, le
temps, les lots de réactifs, les étalonnages...

Pour effectuer cette étude, les résultats des Controles de Qualité Interne peuvent étre exploités. L'essai est
réalisé au cours de séries successives, 1 a 2 par jour, d’échantillons de CIQ.

L'exploitation des résultats consiste a calculer, moyenne, écart-type et coefficient de variation sur les valeurs
mesurée et sur les résultats calculés.

CV (%) limite
. Nombre 2 Ecart- . CV (%) hors ion?
Echantillons N) Moyenne type CV(%) | fournisseur (¢ 5 | Conclusion
fournisseurs™)
Ec.hantlllon >15 Conforme
niveau 1
Ec_hantlllon >15 Conforme
niveau 2

Conclusions : Le CV calculé est comparé au CV limite admissible, préalablement choisi en fonction de ceux
du fournisseur et de la littérature disponible.

Pour les techniqgues immunoenzymatiques en sérologie infectieuse, le CV limite est généralement de 10%
(Jacobson 1998), mais des CV plus élevés peuvent étre acceptés en fonction des techniques.

2 Nombre de chiffres significatifs
3 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
4 Conforme/non conforme
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TITRAGE DES IGG ET IGM ANTI- DATE D'APPLICATION

TOXOPLASMA GONDII DANS LE SERUM

A noter gu'il est recommandé d'étudier la cinétique des anticorps de type IgG / IgM anti-Toxoplasma gondii par
reprise en paralléle des sérums dans la méme série.

Justesse

(approche de la):

Cas des contrbles internes externalisés

A calculer si disponible.
Biais en % = (m-v) x100

\

m= moyenne des valeurs Labo
v=valeur cible

q Moyenne inie (0 inie (0 Biais
— Nombre | Valeurs Cible générale Biais (%) | Biais (%) ) .
Echantillons (N) Labo? (grou_pe (toutes /grou_pe /moyenne 0 5 Conclusion
de pairs) techniques) de pairs generale limite
Echantillon Non Non Conforme
CIQ niveau 1 applicable applicable
Echantillon Non Non Conforme
CIQ niveau 2 applicable applicable

Conclusions : Le biais obtenu est comparé au biais limite.

Remarque : La moyenne générale n'est pas calculable en raison de la grande variabilité des taux d’'lgG ou d’'IlgM
en fonction des techniques (principe de la technique, nature et composition de I'antigene).

Exactitude :

Cas des controles externes ponctuels

En cas d'absence de CIQ externalisé, le calcul du biais obtenu a partir des résultats des EEQ permet une
approche de I'écart par rapport a la valeur cible.

Biais en % = (x-v) x100

\

x= valeur trouvée pour 'EEQ
v=valeur cible

Exemple :
] Moyenne Biais . .
Echantillons No(r:I;)re \(z‘lbegsr (grnglk:)I:de g(?glirie i r(;/:l) a /Ir?:oalyseﬁloﬁ B(Il;:)s Conclusion
pairs) : group générale limite®
techniques) | de pairs
Echantillon Non o Non
CQON 153 132 14l applicable 6,38% applicable 2ET A

Echantillon 93 <16 ND N.on ND an SET A

ponct xy applicable applicable
Echantillon 93 44.4 47,5 Non 6,52% Non 2ET A

ponct zy applicable applicable

Conclusions : Le biais obtenu est comparé au biais limite.

5 Nombre de chiffres significatifs
6 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
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Remarque : La moyenne générale n'est pas calculable en raison de la grande variabilité des taux d’lgG ou d’IgM
en fonction des techniques (principe de la technique, nature et composition de I'antigene).

INCERTITUDES (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :

Mode de calcul (cf. SH GTA 14) : L’incertitude de mesure est un indice de qualité d’'un résultat et de la
fiabilité qu’'on peut lui accorder. Il utilise les EEQ et les CIQ.

Les méthodes de calcul sont détaillées dans le SH GTA 14. Pour la
sérologie toxoplasmose, c'est généralement la méthode «CIQ /
EEQ » qui sera utilisée. La méthode « CIQ / étalon fournisseur » peut
également étre appliquée si un étalon fournisseur est disponible.

Quantification de l'incertitude
(niveau 1) :

Quantification de l'incertitude
(niveau 2) :

Interprétation :

Conclusions : Evaluer I'impact de I'incertitude de mesure sur l'interprétation des résultats en tenant compte par
exemple du seuil de positivité des techniques (valeurs faibles) et des critéres d’évolution du titre des anticorps,
sur 2 sérums analysés en paralléle (augmentation considérée comme significative en cas de doublement).

COMPARAISON DE METHODES :
Données bibliographiques (fournisseurs, Sensibilité et spécificité de la méthode et comparaison aux
publications,...) : autres méthodes : cf notice fournisseur et références
bibliographiques (cf liste en annexe)
Méthode precedgnte, autre.metho.de.utlllsee Nom de la méthode concernée, réactifs utilisés.
dans le laboratoire, appareil en miroir ou
EBMD :
Nombre de mesures : Tester au minimum 30 échantillons de patients.
Intervalle de comparaison adaptée a Couvrir I'étendue du domaine physiopathologique rencontré
I'activité du laboratoire : (séroconversions, IgM résiduelles, infections anciennes,
sérologies négatives, éventuellement toxoplasmoses
congénitales)
Méthode d'exploitation des résultats : Comparaison de 2 automates en miroir ou 2 modules d'1
automate :
Il est vérifié si les discordances (écart entre les 2 méthodes)
sont jugées supérieures aux limites établies calculées comme
suit :
Limites de suivi = +- (3 oFI technique testée)? + (3 oFI
technique de comparaison)?
Avec oFl : écart type de la fidélité intermédiaire (FI) obtenue
a partir des CIQ.
Comparaison de 2 méthodes : Analyse des discordances
Equation de la droite de régression : Comparaison de 2 automates en miroir ou 2 modules d'1
automate :
Calculer I'équation de la droite de régression dont la pente et
I'ordonnée a l'origine exprimeront la similitude des méthodes
comparées (similitude optimale avec pente égale a 1 et
ordonnée a l'origine égale a 0).
Comparaison de 2 méthodes : Non applicable
Diagramme des différences et/ou des Comparaison de 2 automates en miroir ou 2 modules d'1
rapports : automate :
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Pour chacun des couples retenus Xi (méthode X) et Vi
(méthode ),
- calculer les différences Xi - Vi

- calculer les rapports Vi / Xi

Etablir les graphiques des différences, (xi — yi) fonction de xi
et (yi / xi) fonction de xi, et reporter les limites retenues en
valeur absolue ou relative sur ces graphiques.

Noter le nombre d'échantillons discordants identifiés, et
rechercher la cause de la discordance si elle subsiste aprés
vérification.

Comparaison de 2 méthodes : Non applicable

Conclusions et dispositions’ : Comparer la sensibilité/spécificité des 2 méthodes en fonction
du contexte clinique.

INTERVALLE DE MESURE (indispensable en portée B)
(si possible et pertinent, ex : troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH) :

Mode de détermination : Vérification bibliographigue (notice fournisseur)

Limite inférieure de linéarité (de quantification)/ Cf notice fournisseur

Profil de fidélité :

Limite supérieure de linéarité : Cf notice fournisseur
INTERFERENCES

(ex : Hémolyse, turbidité, bilirubine, médicaments - & prendre en compte dans les facteurs de
variabilité - a évaluer si nécessaire) :

Vérification bibliographique : Cf notice fournisseur

Vérification : Non applicable

CONTAMINATION
(indispensable en portée B et pour les parameétres sensibles en portée A)

Inter échantillon pour les paramétres | Cette évaluation peut étre couplée a la détermination de la
sensibles (par exemple Ag HBS, BHCG) : répétabilité : penser alors a la disposition des échantillons
testés.

Analyser consécutivement 3 fois un échantillon positif fort
(H1-H2-H3) suivi d'un échantillon bas également passé 3
fois consécutivement (B1-B2-B3). Les séquences sont
répétées plusieurs fois (au moins 5) afin d’'établir la
moyenne des B1 et des B3.

Calculer 'indice de contamination en % : (mB1 — mB3)/(mH
— mB3)x 100
(mH= moyenne (H1, H2, H3), mB1= moyenne des Bl et

Le laboratoire précise les dispositions mises en ceuvre (par exemple : utilisation transitoire et documentée d'un facteur de
correction).
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VERSION

mB3=moyenne des B3)
Inter réactif si nécessaire (par exemple : LDH A vérifier si le systeme de distribution est commun a tous
et ALAT, cholestérol et phosphate, lipase et les réactifs
triglycérides) :
Vérification bibliographique : Cf notice fournisseur
Vérification : Absence de contamination inter échantillons (et inter réactifs
si Vérifié)

Commentaires éventuels :

Le rapport de vérification ou validation initiale doit conclure a la validité de la méthode ou du systéeme

analytique.
S'il y a certains écarts, le laboratoire peut justifier I'acceptabilité de ces écarts aprés avoir fait une

analyse d’impact.
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	On utilise 2 niveaux de concentration choisis avec si possible un niveau proche de la zone décisionnelle.
	On peut utiliser sérum de patient ou CIQ.
	Effectuer 30 mesures par niveau pour une interprétation statistique maximale (mais 15 mesures sont suffisantes par niveau), dans les mêmes conditions : même opérateur, même procédure de mesure, même système de mesure, même jour.
	L’exploitation des résultats consiste à calculer, moyenne, écart-type et coefficient de variation des valeurs expérimentales de chaque série.
	Conclusions : Le CV calculé est comparé au CV limite admissible, préalablement choisi en fonction de ceux du fournisseur et de la littérature disponible.
	Pour les techniques immunoenzymatiques en sérologie infectieuse, le CV limite est généralement de 10% (Jacobson 1998), mais des CV plus élevés peuvent être acceptés en fonction des techniques.
	Les mesures s’effectuent dans des conditions différentes en faisant varier au moins un facteur : l’opérateur, le temps, les lots de réactifs,  les étalonnages…
	L’exploitation des résultats consiste à calculer, moyenne, écart-type et coefficient de variation sur les valeurs mesurée et sur les résultats calculés.
	Pour les techniques immunoenzymatiques en sérologie infectieuse, le CV limite est généralement de 10% (Jacobson 1998), mais des CV plus élevés peuvent être acceptés en fonction des techniques.
	Biais en % =  (m-v) x100
	v
	m= moyenne des valeurs Labo
	v= valeur cible
	En cas d’absence de CIQ externalisé, le calcul du biais obtenu à partir des résultats des EEQ permet une approche de l’écart par rapport à la valeur cible.
	Biais en % =  (x-v) x100
	v
	x= valeur trouvée pour l’EEQ
	v= valeur cible
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