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RESUME

Introduction : Dans le cadre du suivi d'un cancer thyroidien différencié, I'association d'un dosage de
thyroglobuline in situ (TgIS) est aujourd’hui recommandée lors de toute cytoponction échoguidée d’adénopathie
suspecte de métastase. Ce dosage de thyroglobuline, réalisé sur le liquide de ringage de laiguille fine de
cytoponction, est effectué actuellement a I'aide de trousses de dosage qui n‘ont pas été validées par les
fournisseurs dans cette indication sur cette matrice non sérique. Il est donc de la responsabilité du laboratoire
effectuant ce dosage d'étudier et de valider les performances analytiques de la trousse utilisée dans les
conditions retenues.

Matériel et Méthodes : Cing trousses de dosage de la thyroglobuline parmi les plus utilisées en France ont été
choisies pour une validation de méthode réalisée dans un ou deux laboratoires (Access®Tg, Beckman Coulter ;
THYRO, Cisbio Bioassays ; Elecsys®Tg II, Roche ; IMMULITE®2000 Thyroglobulin, Siemens ; B-R:A:H:M-S hTg
sensitive KRYPTOR, ThermoFischer SCIENTIFIC). Cette étude multicentrique a ainsi réuni huit laboratoires qui
ont évalué, selon un protocole commun et sur un méme tampon de dosage contenant un matériau de référence
(CRM 457, Sigma-Aldrich), les performances analytiques suivantes : fidélité, sensibilité fonctionnelle (SeF),
limite de détection (LoD), limite de quantification (LoQ), limites de linéarité, justesse et exactitude.

Résultats : Les coefficients de variation de fidélité intermédiaire s'échelonnaient de 2,1 a 29,4 % pour des
concentrations de CRM comprises entre 0,125 et 10 ug/L. Les SeF, LoD et LoQ ont respectivement été estimées
entre une valeur <0,14 et 1,2 ug/L, une valeur £0,04 et 0,35 ug/L et entre 0,3 et 3,4 pg/L. Les pourcentages
de récupération pour des dilutions jusqu’au 1/800 étaient tous compris entre 80 et 120 % sur l'intervalle de
mesure entre la SeF et 100 ug/L. Pour une concentration de CRM de 1 et 10 ug/L, les différentes méthodes ont
fourni respectivement des résultats entre 0,81 et 1,3 pg/L (biais de -19 % a 26,2 %) et entre 9,7 et 12,3 ug/L
(biais de -2,7 % a 23,4 %). Le biais d’exactitude a 100 ug/L allait jusqu‘a 30 %.

Conclusion : Les performances en termes de fidélité intermédiaire et de SeF sont globalement comparables a
celles des fournisseurs et celles rapportées dans la littérature sur matrice sérique. Elles sont par ailleurs
similaires lorsqu’elles ont été évaluées par deux laboratoires. L'évaluation de l'erreur totale nous permet de
proposer des seuils décisionnels entre 0,3 et 1,2 pg/L, adaptés a chaque méthode, et qui nécessiteront d'étre

validés en pratique clinique afin d’en évaluer la pertinence.



INTRODUCTION

Le cancer de la thyroide est considéré comme rare puisqu'il représente seulement 1 % de
I'ensemble des cancers, avec quelques 140 000 cas diagnostiqués chaque année dans le
monde [1], dont environ 10 000 nouveaux cas diagnostiqués en France selon les derniéres
données estimées en 2015 par I'InVS [2]. Le carcinome de souche vésiculaire, ou de souche
folliculaire selon les auteurs anglophones, est le plus fréquent. Il regroupe majoritairement
deux formes histologiqguement bien différenciées, d'évolution lente et de trés bon pronostic,
que sont le carcinome papillaire et le carcinome vésiculaire. Ces derniers représentent
respectivement 85 a 90 % et 5 a 8 % de I'ensemble des cancers thyroidiens [3]. Les formes

moins bien différenciées, de l'ordre de 3 a 5 %, ont en revanche un pronostic plus réserveé.

La stratégie thérapeutique proposée depuis quelques années par les différentes
recommandations frangaises, européennes et américaines [4-12], repose sur une
stratification du risque de récidive en trois a quatre catégories dont la classe peut étre
révisée au cours du suivi. Elle prend en compte la classification pTNM ainsi que des facteurs
pronostiques relatifs au patient, a la tumeur et au traitement initial. Généralement, aprés
une chirurgie associée ou non a une totalisation isotopique, I'enjeu de la surveillance repose
sur la probabilité de récidive qui est en moyenne de 10 % avec un délai médian de 3,5 ans.

Les métastases ganglionnaires prédominent alors dans 60 a 75 % des cas [8].

Le suivi des patients comprend notamment un dosage régulier de la thyroglobuline (Tg)
sérique, pouvant étre réalisé apres stimulation de la TSH. La stimulation peut alors se faire
soit de maniére endogene par sevrage de I'hormonothérapie de substitution, soit de maniere

exogéne par I'administration de TSH recombinante. Les patients bénéficient par ailleurs d'un



examen clinique et échographique afin de rechercher des reliquats thyroidiens ou des

adénopathies en faveur d’une récidive.

Les dosages de Tg sérique doivent systématiquement s’accompagner du dosage des
anticorps anti-Tg. En effet, leur présence peut étre a l'origine d'interférences conduisant,
avec les méthodes de dosage actuellement utilisées, a une sous-estimation des
concentrations de la Tg. Aprés thyroidectomie totale, la concentration de Tg diminue ainsi
que le titre des anticorps anti-Tg. La Tg doit ensuite devenir indétectable. Le titre des
anticorps se normalise généralement dans I'année voire au-dela chez certains patients. La
persistance d’un titre d’anticorps significatif ou I'apparition d'anticorps doit faire suspecter la
présence de tissu tumoral. En cas de dosage associant un taux indétectable de Tg et la
présence d'anticorps, la rémission du patient ne peut étre affirmée. Dans le cas ou la Tg est
mesurable, sa concentration est alors considérée comme une valeur minimale. Le taux

d’anticorps anti-Tg constitue alors un marqueur de suivi.

L'échographie cervicale est par ailleurs devenue un examen clé du bilan initial et de la
surveillance des cancers thyroidiens opérés. Elle doit étre réalisée six a douze mois apres la
chirurgie puis renouvelée selon une fréquence qui tient compte des résultats des dosages de
Tg sérique [8]. Devant des adénopathies suspectes, I'échographie cervicale est complétée
par une cytoponction a laiguille fine échoguidée a visée cytologique. La sensibilité de la
cytologie varie de 77,3 a 94 % selon les études les plus récentes [13,14]. Le défaut de
sensibilité est expliqué par des ponctions non contributives (5 a 10 %) [15] et des faux
négatifs (6 a 8 %) [16]. Ces derniers sont en lien notamment avec l'expérience de
I'opérateur, des prélévements pauci cellulaires de ganglions kystiques ou la présence de

microfoyers métastatiques. La qualité des résultats de la cytoponction est donc trés



opérateur-dépendante et I'examen cytologique peut donc étre mis en défaut.

Il y a un peu plus de 25 ans, Pacini et al. ont été les premiers a proposer de mesurer la Tg
dans des liquides de rincage d'aiguille de cytoponction ganglionnaire. IIs ont ainsi montré que
des quantités importantes de Tg sont retrouvées dans les ganglions lymphatiques
métastatiques de cancer thyroidien différencié [17]. De nombreuses études sur le dosage de
thyroglobuline in situ (TgIS) ont été publiées depuis. Si l'intérét du dosage ne peut étre
contesté, la revue de la littérature sur le sujet est difficile tant les recrutements de patients,
les conditions pré analytiques et analytiques de I'examen, les seuils de décision et les

modalités d’expression des résultats different d’une étude a l'autre.

Aujourd’hui, devant la découverte d'adénopathie suspecte de métastase au cours du suivi
échographique, les guides de bonnes pratiques [8, 9] préconisent donc d’associer a toute
ponction échoguidée un dosage de TgIS afin de pallier le défaut de sensibilité de I'examen
cytologique seul. La sensibilité du dosage de TgIS seul est généralement bonne mais tres
variable selon les études en raison de I'absence de standardisation de I'examen. En 2015,
dans une revue des performances du dosage de TgIS seul et en association avec la cytologie,
les auteurs rapportent chez des patients thyroidectomisés, des sensibilités pour le dosage de
TgIS seul de 69,2 a 100 %, des spécificités de 90 a 100 % et des seuils de décision de 1 a
38,3 ug/L. En y associant la cytologie, les sensibilités sont alors comprises entre 97 et 100 %
[18]. Indépendamment des aspects méthodologiques, certains faux-négatifs de TgIS
pourraient étre expliqués par un déficit de synthése de Tg par certains cancers peu

différenciés [8, 19].



Les conditions de recueil de la TgIS sont simples. Aprés avoir aspiré et étalé le contenu du
ganglion, I'aiguille ayant servi a la cytoponction est rincée dans un liquide qui est adressé au
laboratoire afin que soit réalisé le dosage.

Dans la littérature, les liquides de rincage sont de natures diverses. Le sérum physiologique
est le plus fréguemment utilisé mais d’autres types de solution (Solution de Hank/HBSS) le
sont également [19]. L'utilisation de tampon de dosage ou de sérum sans Tg dits « Tg
free », fourni par le laboratoire, pourtant recommandée en France [8], n'est que rarement

citée.

L'utilisation, pour des raisons pratiques, d'un liquide de rincage non protéique tel que le
sérum physiologique, présente deux risques. Le premier est d’ordre analytique et concerne
I'effet de matrice. Cet effet de matrice est lié¢ a une différence importante de composition
chimique entre les étalons de la trousse de dosage et les liquides de rincage, impactant la
réaction antigéne-anticorps [20]. Le deuxiéme risque est moins connu et concerne les
phénomeénes d’adsorption non spécifiques de la Tg sur la surface des tubes de recueil de
I'échantillon. Ceux-ci sont considérés comme critiques dés lors que de trés faibles quantités
d’'un analyte sont dosées dans un milieu pauvre en protéines. Une étude récente a ainsi
montré qu’en présence de sérum physiologique, les valeurs de Tg évoluaient au cours du
temps de fagon tres différente selon leur concentration initiale dans les échantillons. Aux plus
faibles concentrations, les concentrations mesurées chutaient rapidement quelle que soit la
température de conservation alors que les résultats restaient inchangés au cours du temps
pour des concentrations plus élevées [21]. Pour les concentrations de Tg inférieures a 200
ug/L, environ 44 % de la Tg était adsorbée et n'était donc plus dosée apres 3 heures a
température ambiante, 72 % aprés 24 heures entre 2 et 8°C et 74 % apres 72 heures a une

température inférieure a -18°C. L'étude a également montré que ces mémes concentrations



de Tg étaient en revanche stables dans un tampon contenant de I'albumine, y compris apres
une conservation de I'échantillon pendant une année a une température inférieure a -18°C.
Ces phénomenes d'adsorption non spécifiques sur les surfaces solides dépendent de la
nature du tube de recueil, de la protéine a doser et de la concentration protéique dans

I'échantillon. IIs sont indépendants de la méthode de dosage utilisée. [21]

Par ailleurs, le choix du volume de ringage est également important. Il varie de 0,5 a 3 mL
selon les équipes [19]. Des volumes importants de liquide de rincage diminuent la sensibilité
du dosage de Tg et des volumes faibles pourraient ne pas permettre de « rincer »
suffisamment laiguille. Le consensus frangais recommande d'utiliser 1 mL [8]. Il a par
ailleurs été montré que trois rincages successifs dans ce méme volume permettaient de

recueillir 97 % de la Tg présente dans I'aiguille de cytoponction [22].

Les résultats du dosage de TgIS peuvent s'exprimer de deux manieres. Certaines équipes les
rapportent par volume de liquide de rincage (ng/mL ou pg/L), dautres par ponction
(ng/ponction). C'est ce dernier mode d’expression qui a été retenu en France car le résultat
obtenu correspond a une quantité de Tg présente dans l'aiguille de cytoponction et non a une

véritable concentration dans un liquide biologique [8].

Aujourd’hui, la Tg dans les liquides de rincage des aiguilles de cytoponction est dosée au
moyen des mémes trousses que celles qui sont validées initialement par les fournisseurs sur
matrice sérique. Ces trousses utilisent des méthodes manuelles ou automatisées de type
immunométrique et sont raccordées pour la majorité d’entre elles au standard CRM 457, Les
méthodes utilisées ont des performances trés variables dans le sérum, notamment en termes

de sensibilité fonctionnelle (SeF). C'est cette derniere qui selon les recommandations



francaises [8], doit étre utilisée comme seuil décisionnel dans le dosage de TgIS. Les
méthodes dites de 1¢¢ génération ont des SeF comprises entre 0,5 et 1 pg/L. Les SeF des

méthodes de seconde génération sont de I'ordre de 0,1 pg/L.

La littérature rapporte des seuils de décision trés hétérogénes y compris pour une méme
méthode de dosage [19]. Certaines équipes choisissent leur seuil a I'aide de courbe ROC
(Receiver Operating Characteristic), permettant de choisir le meilleur compromis entre la
sensibilité et la spécificité de I'examen. D'autres, utilisent soit la moyenne plus deux écart-
types des valeurs obtenues pour des cytologies négatives, soit comparent la valeur de TgIS a
la valeur sérique de Tg. Dans certaines études, la valeur de 1 ug/L, correspondant a une SeF
des méthodes de premiere génération, est utilisée alors que la méthode a une SeF
théoriquement plus basse [19]. Depuis 2011, le groupe de consensus frangais recommande
néanmoins qu’un résultat de TgIS < 1 ng/cytoponction soit considéré comme normal,
douteux et a confronter a la cytologie si retrouvé entre 1 et 10 ng/cytoponction, et enfin en

faveur de la présence de tissu tumoral si > 10 ng/cytoponction [8].

L'utilisation de trousses commerciales initialement congues pour des dosages sur matrice
sérique doit étre validée si ces trousses sont utilisées en dehors de leur destination initiale.
Cette validation est devenue obligatoire dans le contexte de I'accréditation des laboratoires
de biologie médicale par le COFRAC, selon la norme ISO EN NF 15189. Elle permet d'évaluer
les performances de la méthode « adaptée », notamment en termes de limite de détection,

de sensibilité fonctionnelle et de vérifier également I'absence d’effet de matrice.



Dans |'étude que nous rapportons ici, nous avons évalué de facon multicentrique les
performances analytiques de cing méthodes de dosage de la Tg dans un tampon approprié,
utilisable comme liquide de rincage. L'objectif de I'étude était double. Elle avait pour but
d’'une part de valider les méthodes de dosage les plus utilisées en France selon une
méthodologie commune et, d'autre part, de proposer des seuils de décision propres a
chacune d’entre elles pour leur utilisation en clinique.

J'ai ainsi pu contribuer techniqguement aux manipulations réalisées dans I'un des centres. J'ai
par ailleurs pu analyser et synthétiser I'ensemble des données recueillies aupres des

différents laboratoires participant a cette étude.



MATERIEL ET METHODES

1. Méthodes de dosage et laboratoires

L'étude a été coordonnée par le laboratoire d’hormonologie du CHU d’Angers et a porté sur
cing méthodes parmi les plus utilisées en France [23]. Trois méthodes ont été évaluées
indépendamment par deux laboratoires différents. Deux méthodes n’ont été évaluées que
dans un seul laboratoire. Chacun des huit laboratoires a été identifié par une lettre de A a H.

L'évaluation a porté sur les méthodes suivantes :

o La méthode automatisée « Access® Tg » de Beckman Coulter sur I'automate « Access 2
Immunoassay System » : laboratoire A.

o La méthode manuelle « THYRO » de Cisbio Bioassays : laboratoires B et C.

o La méthode automatisée « Elecsys® Tg II » de Roche sur l'automate « Elecsys®
Modular E170 » : laboratoire D.

o La méthode automatisée « IMMULITE® 2000 Thyroglobulin » de Siemens sur
I'automate « IMMULITE® 2000 » : laboratoires E et F.

o La méthode automatisée « B:R:A:H:M:S hTg sensitive KRYPTOR » de ThermoFischer

SCIENTIFIC sur I'automate « KRYPTOR Compact PLUS » : laboratoires G et H.

Pour chaque méthode évaluée, le protocole de dosage défini par le fournisseur a été
respecté. Les dosages ont été réalisés dans le cadre de la routine du laboratoire, avec des
automates et matériels entretenus, maintenus et contrélés par des controles internes de

qualité (CIQ).
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2. Performances évaluées

Les performances suivantes ont été évaluées :
o La fidélité (ou précision) : répétabilité et fidélité intermédiaire (ou reproductibilité
intra-laboratoire)
o L'étendue de mesure regroupant :
- Limite de linéarité
- Limite de détection analytique (LoD)
- Limite de quantification (LoQ) et Sensibilité fonctionnelle (SeF)

o La justesse et I'exactitude

2.1. Fidélité : répétabilité et fidélité intermédiaire

La fidélité est définie comme [|'étroitesse de l'accord entre les indications d'une valeur
mesurée obtenues par des mesures répétées du méme échantillon dans des conditions
spécifiées [24].

La répétabilité et la fidélité intermédiaire ont été évaluées a six niveaux de concentration de
CRM 457 (0,125 a 10 ug/L), en mesurant la Tg six fois dans cinq séries différentes et en
faisant varier les facteurs d'influence « sensibles» (lots de réactifs, calibrations,
maintenances de I'automate). Tous les laboratoires ont utilisé au moins deux lots différents
de réactifs et entre deux et cinq calibrations différentes.

Une analyse de variance a un facteur (ANOVA) a été effectuée pour chaque niveau de
concentration, aprés vérification préalable de I'homogénéité des variances par un test de

LEVENE modifié par Brown et Forsythe utilisant les écarts aux médianes des groupes.
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L’hypothese d'homogénéité a été rejetée si p<0,05, ne permettant alors pas le calcul des CV
de répétabilité et de fidélité intermédiaire.
La variance de reproductibilité (Fidélité intermédiaire) est par définition la somme de deux
variances :
- La variance de répétabilité ou variance résiduelle (S?) liée a la variabilité intra-série
- La variance inter-jour (S7) liée a la variabilité inter-séries
La variance de reproductibilité (S3) a donc été calculée selon la formule suivante :
Sk = SE+S;
La variance de répétabilité a pu étre estimée a la fois :
- Par la moyenne des variances calculées dans chacune des séries
- Par le carré moyen résiduel (ou moyenne des carrés intra-groupe) issu de I’'ANOVA

Les deux options permettent d'obtenir les mémes résultats [25].

Le coefficient de variation de la répétabilité (CV;) a été calculé selon la formule :

CV, = Jvariance de répétabilité %
moyenne des 30 réplicates

La variance inter-jour a pu étre estimée grace au carré moyen inter-groupes fourni par
I’ANOVA par le calcul suivant :

carré moyen intergroupes — carré moyen résiduel

J nombre de réplicates par série

Le coefficient de variation de reproductibilité (CVr) a été calculé selon la formule :

variance de reproductibilité
CVr = 0

moyenne des 30 réplicates
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2.2. Lineéariteé

Son évaluation a consisté a déterminer les limites de validité de la relation linéaire existant
entre les concentrations observées et les concentrations théoriques des dilutions d'un
échantillon a 100 ug/L [26].

La linéarité a été évaluée en analysant dans une méme série 10 échantillons de
concentrations différentes, avec trois ou six mesures selon la concentration (6 réplicates pour
les concentrations de 0,125 a 10 pg/L, 3 réplicates pour celles de 20 a 100 pg/L). Le blanc
(PBS-albumine 1%) a été analysé 30 fois dans cette méme série, permettant également de

calculer la limite de détection (LoD).

Les résultats ont été exploités au moyen de deux graphiques :

-Un graphique représentant les droites de régression des valeurs observées (en ordonnée)
en fonction des dilutions effectuées (en abscisse) par la méthode des moindres carrés.

-Un graphique portant en abscisse les dilutions effectuées et en ordonnée le pourcentage de
récupération correspondant au rapport entre la concentration mesurée et la concentration

attendue. Les limites d'acceptabilité de ce rapport ont été fixées a 100 £20 % [25].

L'examen visuel de ces graphiques a été complété par une analyse statistique. L'intervalle de
confiance a 95 % de l'ordonnée a l'origine de la droite de régression « Valeur observée en
fonction de la dilution » a été calculé. L'ordonnée a l'origine a été comparée a la valeur « 0 »

théoriqguement attendue en I'absence d’erreur systématique constante.
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2.3. Limite de détection

La limite de détection (LoD) d'une méthode correspond a la plus petite quantité a examiner
dans un échantillon pouvant étre détectée mais non quantifiée comme une valeur exacte

[26,27]. La LoD est donc la plus petite concentration qui différe statistiquement du blanc.

Elle a été estimée selon les recommandations de la SFBC [28] d'aprés la formule :

_ (m+txs)—b
B a

LoD

Ou a est égal a la pente de la droite de régression du signal en fonction de la concentration
entre 0 et 1 ug/L, b correspond a son ordonnée a l'origine, m a la moyenne du signal obtenu
sur la mesure du blanc, et s I'écart type de ce méme signal. La valeur de t a été déduite de
la table de Student compte tenu du nombre de répétitions des mesures du blanc et du risque

choisi. Pour t=3, le risque d'affirmer a tort que I'échantillon est différent du blanc est de 1 %.

2.4. Justesse

La justesse exprime I|'étroitesse de I'accord entre la valeur moyenne obtenue a partir d’'une
série de résultats et une valeur qui est acceptée soit comme une valeur conventionnellement
vraie, soit comme une valeur de référence acceptée. Elle permet de fournir une indication sur
I'erreur systématique [28].

La concentration moyenne des échantillons, obtenue lors de I'évaluation de la fidélité pour
chacune des concentrations de 0,125 a 10 pg/L, a été comparée a la concentration de CRM
457 dans I'échantillon. La justesse a été exprimée en biais relatif :

concentration moyenne — concentration théorique
x 100

Biais relatif = , —
concentration theorlque
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2.5. Erreur totale, limite de quantification et sensibilité fonctionnelle

L'erreur totale (ET) est la somme de l'erreur systématique (biais de justesse en valeur
absolue) et de I'erreur aléatoire (CV de fidélité intermédiaire) selon la formule [29] :
ET = 1,65 x CVr (%) + Biais (%)

Une erreur totale de 40 % a été considérée comme une limite de quantification.

La sensibilité fonctionnelle a été définie comme la plus petite concentration, dans les limites
de linéarité de la méthode, pour laquelle le CV de fidélité intermédiaire est inférieur ou égal a
20 %. Elle a soit été estimée graphiquement a partir du profil de précision établi pour chaque
laboratoire lorsque les valeurs du CVr dépassait les 20 %, soit en retenant la valeur de la

plus petite concentration mesurée dont le CVg était <20 %.

2.6. Exactitude

L'exactitude exprime I'étroitesse de I'accord entre le résultat d’'un essai et la valeur de
référence acceptée, aussi appelée « valeur conventionnellement vraie ». L'exactitude résulte
des erreurs de justesse et de fidélité [30].

L'exactitude a été évaluée sur un méme échantillon adressé a chaque laboratoire et ayant
une concentration théorique de 100 pg/L. Elle a été exprimée en biais relatif :

concentration moyenne — concentration théorique x 100

Biais relatif = , —
concentration theorlque

3. Préparation et conservation des échantillons

Les échantillons de Tg ont été préparés a partir d'un matériau de référence certifié (CRM

457, Sigma-Aldrich).
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3.1. Préparation de la solution « meére »

Le laboratoire coordonnateur a d'abord préparé une solution « mére » a 100 ug/L en diluant
le matériau de référence dans une solution saline tamponnée contenant 1 % d‘albumine
bovine (PBS-albumine 1 %, Sigma-Aldrich).

La solution mere a ensuite été répartie en différentes fractions aliquotes qui ont ensuite été
congelées a une température controlée <-18°C. Une fraction aliquote a ensuite été envoyée
dans des conditions de température controlées aux différents laboratoires participant a

I'évaluation.

3.2. Préparation des échantillons destinés a I'évaluation

Onze différents échantillons de Tg de concentration allant de 0 a 100 pg/L (0, 0.125, 0.25,
0.5, 1, 5, 10, 20, 40, 80, 100 ug/L) ont été préparés, au sein de chaque laboratoire
participant, par dilution en cascade de la solution mére dans le tampon PBS-albumine 1 %.
Ces échantillons ont été séparés en différentes fractions aliquotes puis congelés (<18°C)

jusqu’a utilisation.

4. Analyse statistique des données

Les tests d’homogénéité des variances (Test de LEVENE modifié par Brown et Forsythe) ont

été réalisés grace a un traitement des données en ligne (http://www.anastats.fr/outils.php).

Les autres calculs et analyses statistiques des données ont été réalisés a l'aide du logiciel
Microsoft® EXCEL.
Les criteres de performance évalués ont été comparés aux spécifications fournies par les

fournisseurs pour les dosages sériques reportés dans I’Annexe 1.

16


http://www.anastats.fr/outils.php

RESULTATS

L'étude menée dans les différents laboratoires s'est déroulée de Décembre 2016 a Aot
2018. L'évaluation des performances des méthodes a été réalisée pour des concentrations en
CRM 457 de 0,125 a 100 pg/L pour les laboratoires A, D, G et H, de 1 a 100 pg/L pour les
laboratoires B et C et de 0,5 a 100 pg/L pour les laboratoires E et F. Pour ces deux derniers
laboratoires utilisant la méthode « IMMULITE® 2000 Thyroglobulin », la concentration a 0,25
Mg/L n‘a pu étre évaluée bien que théoriquement dans le domaine de mesure. En effet,
certaines valeurs mesurées étaient inférieures a 0,2 pg/L, limite de détection évaluée par le

fournisseur.

1. Fidélité

La fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire) des méthodes sur les niveaux de
concentrations évalués a été calculée a I'aide de I’ANOVA apres vérification de 'homogénéité
des variances. Les CV sont reportés dans les Tableaux I et II. Les résultats du test
d’homogénéité des variances sont reportés dans le Tableau IIL. L'hypothese d’homogénéité
a été rejetée pour la concentration a 5 pg/L du laboratoire B, ne permettant pas de calculer
les CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire pour ce niveau de concentration.

Le CV de fidélité intermédiaire était inférieur a 20 % quel que soit le niveau de de
concentration évalué pour les laboratoires A, B, D, G et H. Il était au maximum de 20,9 %
pour le laboratoire C. Les CV observés avec la méthode « IMMULITE® 2000 Thyroglobulin »

(Labos E et F) étaient compris entre 5,3 % a 10,3 ug/L et 29,4 % a 0,6 pg/L.
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Tableau I : Résultats de fidélité : laboratoires A a D

Méthode Access’ Tg THYRO Elecsys Tg Il
Laboratoire A B C D
M(ug/)/CV(%) | M [cvi|[cVee | M [cve[ eV | M [cv.[cVver | M [ cv: | cVa
k) 0,125 0,182 6,9 7,8 HDM | HDM | HDM | HDM HDM | HDM | 0,138 3,7 5,6
g 0,25 0,35 3,7 6,8 HDM |HDM | HDM |HDM | HDM | HDM 0,30 2,2 4,0
'% % 0,5 0,7 1,8 2,1 HDM |HDM | HDM |HDM | HDM | HDM 0,6 2,0 4,6
s =2 1 13 | 22 | 37 |08 | 79| 89 |081|133| 209 | 1,1 | 1,4 | 33
§ 5 6,3 1,3 2,4 NC NC NC 4,7 5,4 7,0 5,6 1,5 4,8
8 10 12,3 1,7 3,5 10,1 2,9 3,1 9,7 4,3 6,7 11,1 1,5 3,8

M = Moyenne des valeurs obtenues ; CV = Coefficient de Variation ; CV,= CV de répétabilité ;
CVr = CV de fidélité intermédiaire ; NC=Non calculé ; HDM = Hors du domaine de mesure

Tableau II : Résultats de fidélité : laboratoires E a H

Méthode IMMULITE® 2000 Thyroglobulin B:R-A-H:M:-S hTg sensitive KRYPTOR
Laboratoire E F G H
M (ug/L)/CV (%) M CV: | CVir | M | CV: | CVk M | CV:| CVk M | CV: | CVk
@ 0,125 | HDM | HDM | HDM |HDM |HDM | HDM | 0,195 |11,5| 13,7 | 0,240 | 81 | 9,3
el
= 0,25 NC NC NC | NC| NC| NC | 031 | 68| 72 | 037 | 58] 58
23 0,5 06 | 151 | 294 | 06 |155| 27,7 | 06 |36 | 45 06 | 33| 42
[¢]
5 2 1 1,2 | 103 | 196 | 1,1 | 9,1 | 17,6 1,1 | 24| 25 1,2 | 22| 26
S 5 53 50 | 159 | 52| 61| 78 52 | 16| 21 55 | 1,2 | 29
S 10 11,0 | 4.1 72 |103| 30 | 53 105 | 19| 21 | 107 | 1,9 | 24
Tableau III : Résultats d'homogénéité des variances
N o IMMULITE® 2000 B-R:A-H-M-S hTG sensitive
Méthod A T THYRO El Tgll .
ethode ceess 18 ecsys 18 Thyroglobulin KRYPTOR
Laboratoire A B C D E F G H
0,125 oul NA NA oul NA NA oul oul
p=0,0703 p=0,3008 p=0,1306 p=0,7536
oul
s | 025 oul NA NA NA NA oul oul
§ p=0,1892 p=0,4850 p=0,4283 p=0,3586
(8]
s _| os oul NA NA oul oul oul oul oul
23 p=0,7830 p=0,3668 p=0,9707 p=0,6425 p=0,8241 p=0,1497
= s 1 oul oul oul oul oul oul oul oul
] p=0,6194 p=0,7084 | p=0,2929 p=0,5760 p=0,2293 p=0,7693 p=0,5747 p=0,3000
S 5 oul NON | Oul oul oul oul oul oul
p=0,9878 | p=0,0000 | p=0,6336 p=0,4193 p=0,8229 p=0,1141 p=0,3172 p=0,2594
10 oul oul oul Ooul oul oul oul oul
p=0,3408 0,0699 | p=0,4941 p=0,5159 p=0,2405 p=0,3329 p=0,4959 p=0,4542
OUI = hypothese de I'homogénéité des variances vérifiée ; NON = les variances sont trop

hétérogenes ; NA = Non applicable
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2. SeF, LoD et ET

Les SeF, LoD, ET a 40 % selon la concentration sont reportés dans les Tableaux IV et V.
Les profils de précision de chaque méthode sont illustrés par les Figures 1 a 3. Les LoD
s'échelonnaient entre une valeur < 0,04 ug/L pour la méthode « Tg II Thyroglobuline » de
Roche (Laboratoire D) et 0,5 pour la méthode « IMMULITE® 2000 Thyroglobulin » de
Siemens (Laboratoire F). Les SeF variaient d'une valeur <0,14 pg/L a 1,2 ug/L selon les
méthodes. L'ET a 40 % était quant a elle comprise entre 0,3 et 3,4 pg/L. Pour la méthode
« Elecsys® Tg II » de Roche (Laboratoire D), I'ET était au maximum de 27,5 % pour une

concentration cible de 0,25 pg/L.

Tableau IV : Résultats de la SeF et de la LoD

Méthode Access’ Tg THYRO Elecsys'Tg Il Ilrx :)zr:;j?:o s:nfstlﬁv:::/:%\s(Pl"I'TOGR
Laboratoire A B Cc D E F G H
LoD (ug/L) 0,06 <02 | 03 <0,04 0,35 0,5 0,15 0,25
SeF (ug/L) <0,18* | <0,9* | 1 <0,14* 1,2 0,8 <0,20* <0,24*

*Plus petite valeur mesurée avec un CV <20 %

Tableau V : Résultats de I'ET a 40 %

. o o IMMULITE® 2000 B-R-A-H-M-S hTG
Méthode Access Tg THYRO Elecsys Tgll Thyroglobulin sensitive KRYPTOR
Laboratoire A B C D E F G H
ET <40 % (ug/L) 0,6 0,9% 1,6 0,3* 3,4 1,2 0,3 0,6
M (ug/L)/ET (%) | M ET M ET | M | ET M ET M ET | M ET M ET M ET

0,125 | 0,182 | 585 |HDM | NC | HDM | NC | 0,138 | 19,1 |HDM | NC | HDM | NC | 0,195 | 78,9 | 0,240 | 107,4

0,25 0,35 | 50,4 |HDM | NC | HDM | NC | 0,30 | 27,5 NC NC NC NC 0,31 | 376 | 0,37 57,6

0,5 0,7 37 |HDM | NC | HDM | NC 0,6 23 06 (658 06 |579| 06 |193 | 0,6 36

1 1,3 | 323 | 086 | 289|081 |535| 1,1 18 1,2 536 1,1 |41,4| 1,1 | 11 | 1,2 | 224

5 6,3 29,7 NC NC 4,7 18 5,6 20,6 53 319 52 |17,8| 5,2 7,2 5,5 15,7

Concentration cible
(ng/L)

10 12,3 | 29,10 | 10,1 | 5,7 9,7 |13,8| 11,1 17 11,0 | 21,4 | 10,3 | 12,2 | 10,5 | 88 | 10,7 10,8

M = Moyenne des valeurs obtenues ; ET = Erreur totale ; NC=Non calculé ; HDM = Hors du domaine de mesure ; *Plus petite valeur
mesurée avec une ET <40 %
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Figure 1 : Profil de précision des méthodes Beckman Coulter et Cisbio Bioassays

Laboratoires D (Méthode Roche) Laboratoires E et F (Méthode Siemens)
20 [ st o — 30
S
o 25 1,2
15 =
3 20 =@ T = — = = == —@—Labo E
—@— Labo D £
10 o 15 —d&— Labo F
0,14 £
- 10 | 0,8
g 5
G
0 20
01 2 3 456 7 8 9101 501234567891011
Valeur moyenne des concentrations de Tg mesurées Valeur moyenne des concentrations de Tg mesurées
(mg/L) (ng/L)

Figure 2 : Profil de précision des méthodes Roche et Siemens
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Concentration observée/Concentration attendue (%)

3. Linéariteé

Aprés exclusion d'un point aberrant (premier point du Labo H), les pourcentages de
récupération étaient compris entre 80 et 120 % dans l'intervalle de mesure compris entre la

SeF, observée pour la méthode dans le laboratoire, et 100 ug/L. (Figure 4, Tableau VI).
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Figure 4 : Représentation des pourcentages de récupération en fonction des dilutions
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Tableau VI : Résultats des rapports des concentrations observées/attendues

Méthode Access’ Tg THYRO Elecsys Tg Il II\-I/-I'I‘\c :):ILE::I?:O s:nilﬁv:m\?;"rTOGR
Laboratoire A B D E F G H
SeF (ug/L) <0,18 <0,9 <0,14 1,2 0,8 <0,20 <0,24
MA (pg/L)/R (%) MA R MA | R| MA | R | MA R MA | R|MA|R|MA|R| MA|R
0,00125 0,125 | 0,177 | 115 | HDM | NC | HDM | NC | 0,130 | 111 | HDM | NC | HDM | NC | 0,162 | 110 | 0,156 | 161
0,0025 0,25 0,33 108 | HDM | NC | HDM | NC | 0,26 116 NC | NC NC NC | 0,32 | 98 | 0,31 | 117
0,005 % 0,5 0,7 107 | HDM | NC | HDM | NC 0,5 108 0,6 [123| 0,6 69 0,6 87 0,6 |102
0,01 ? 1 1,2 100 1,0 82 1,0 91 1,0 104 1,17 [ 121 | 1,16 | 86 1,3 82 1,2 94
.é 0,05 § 5 6,1 99 5,1 95 4,9 96 5,2 102 59 [102| 5,8 92 6,5 81 6,2 89
;g 0,1 .g 10 11,8 96 10,2 | 96 9,9 96 | 10,4 101 11,7 100 | 11,6 | 88 | 13,0 | 81 | 12,5 | 85
0,2 § 20 24,2 99 20,4 | 100 | 19,8 | 104 | 20,8 103 23,4 | 96 | 23,2 | 89 | 259 | 84 | 249 | 85
0,4 § 40 48,1 98 40,9 | 105 | 39,6 | 105 | 41,6 99 46,8 | 99 | 46,4 | 104 | 51,8 | 86 | 49,9 | 90
0,8 80 99,5 102 81,8 | 101 | 79,1 | 104 | 83,1 97 93,6 | 95 | 92,8 | 102 | 103,7 | 95 | 99,8 | 96
1 100 | 122,4 | 100 | 102,2 | 100 | 98,9 | 100 | 103,9| 100 | 117,0| 100 | 116,0 | 100 | 129,6 | 100 | 124,7 | 100

MA = Moyenne des valeurs attendues ; R = Rapport concentrations observées/attendues ; NC=Non calculé ; HDM = Hors du
domaine de mesure ; Valeur comprise/non comprise entre 80 et 120 %

Les droites de régression représentant les moyennes des valeurs mesurées en fonction de

chaque dilution ont été déterminées pour chaque laboratoire mais non représentées ici. Les

équations de chaque droite, les coefficients de détermination R2 ainsi que les intervalles de

confiance (IC) a 95 % de l'ordonnée a 'origine, sont reportés dans le Tableau VII.

Tableau VII : Equations des droites de régression et intervalles de confiance de I'ordonnée a I'origine

. . Intervalle de | Equation de la droite 2 ICa 95 % de I'ordonnée
Méthode Laboratoire . . . R e
concentration de regression al origine
Access” Tg A 0,177-122 y=123,1x-0,1793 | 0,9998 [-0,74 ; 0,39]
B 1-100 y =102,94x - 0,0056 | 0,9996 [-1,27 ; 1,26)
THYRO
C 1-100 y =100,73x + 0,1635 | 0,9989 [-1,79; 2,11]
Elecsys’ Tg I D 0,130-104 y =102,5x + 0,1242 | 0,9996 [-0,61; 0,86]
IMMULITE® 2000 E 0,6-117 y=114,87x + 0,0035 | 0,9991 [-1,65; 1,66]
Thyroglobulin F 0,6-116 y=117,61x - 0,7254 | 0,9993 [-2,25 ; 0,80]
B-R-A-H-M-S hTG G 0,16-100 y=127,15x - 1,4243 | 0,9972 [-3,78;0,93]
sensitive KRYPTOR H 0,16-100 y=122,68x - 1,0382 | 0,9982 [-2,89;0,81]

IC = Intervalle de confiance ; R* = Coefficient de détermination

22




4. Justesse

Les résultats de la justesse, qui a été évaluée sur la méme gamme de concentration que la
fidélité, sont reportés dans le Tableau VIII.

Les biais relatifs variaient de -19 % a 26,2 % selon les méthodes pour une concentration
cible a 1 pg/L. Ils s'échelonnaient entre -2,7 % et 23,4 % pour une concentration cible a 10
ug/L. Les biais étaient positifs sauf pour la méthode « THYRO » dont les biais étaient négatifs

ou proches de zéro.

Tableau VIII : Résultats du biais de justesse

Méthode Access’ THYRO Elecsys"Tg Il IMMULITE® 2900 B-R.-A}-H-M-S hTG
Tg Thyroglobulin sensitive KRYPTOR
Laboratoire A B C D E F G H
SeF (ug/L) <0,18 <09 1 <0,14 1,2 0,8 <0,20 <0,24
M (ug/L)/BJ (%) M BJ M BJ M BJ M BJ M BJ M BJ M BJ M BJ
@ 0,125 | 0,182 | 45,6 | HDM | NC |HDM | NC | 0,138 | 10,1 |HDM | NC |HDM | NC |0,195| 56,3 |0,240| 92,0
3 0,25 | 0,35 | 39,2 |HDM | NC |HDM | NC | 030 | 209 | NC | NC | NC | NC | 031 | 257 | 037 | 481
-§, = | 05| 07 | 335 HDM| NC |[HDM| NC | 06 155 | 06 | 172 | 06 | 121 | 06 | 11,8 | 06 | 29,1
g 3 1 1,3 | 262 | 0,86 | -14,2| 0,81 | -19,0 | 1,1 12,7 | 1,2 [ 212 | 1,1 | 125 | 11 6,9 1,2 | 181
§ 5 63 | 258 | NC | NC | 47 | -64 | 56 128 | 53 | 57 | 52 | 49 | 5.2 38 | 55 | 108
S 10 | 123|234 |101| 05 | 97 | -27 | 11,1 | 108 |11,0| 95 | 103 | 3,4 [ 105 | 53 | 107 | 68

M = Moyenne des valeurs obtenues ; B] = Biais de justesse ; NC = Non calculé ; HDM = Hors du domaine de mesure
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5. Exactitude

Les valeurs de Tg des huit laboratoires se répartissaient entre 98,9 et 129,6 ug/L pour une
concentration cible a 100 pg/L, soit des biais d'exactitude compris entre -1,1 et 29,6 %

(Tableau IX et Figure 5).

Tableau IX : Biais d'exactitude a 100 pg/L

i o o IMMULITE® 2000 B-R-A-H-M-S hTG
Méthode Access Tg THYRO Elecsys Tgli Thyroglobulin sensitive KRYPTOR
Laboratoire A B C D E F G H
Valeur moyenne 122,4 | 102,2 | 98,9 103,9 1170 | 116,0 129,6 124,7
pour 100 pg/L
Biais relatif (%) 22,4 22 | -11 39 17 16 29,6 24,7

3,0

2,5

2,0

1,5

1,

O’ I I

0,0
[90, 95] (95, 100] (100, 105] (105, 110] (110, 115] (115, 120] (120, 125] (125, 130] (130, 135]

Fréquence
o)

(9]

Plages de concentration

Figure 5 : Répartition des concentrations mesurées sur I'échantillon a 100 pg/L
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DISCUSSION

1. Contexte

Depuis la premiere étude menée par Pacini et al. en 1992 [17], l'intérét du dosage de la Tg
dans le liquide de ringage des aiguilles de cytoponction n’a jamais été remis en question. En
revanche, plusieurs autres études ont depuis montré que de nombreux facteurs
méthodologiques, notamment techniques, pouvaient influencer les valeurs de Tg retrouvées
dans les ponctions ganglionnaires [19].

Jusqu’a présent, les dosages ont toujours été effectués a I'aide de trousses commerciales
détournées de leur usage initial (dosages d’échantillons sériques). Cette utilisation en dehors
des préconisations fournisseurs nécessite donc une vérification des différentes performances
de ces méthodes de dosage. Cette vérification constituait I'un des deux objectifs de ce

travail.

2. Justification des choix du protocole

Cing méthodes ont été sélectionnées parmi les plus utilisées en France au regard des
groupes de pairs participant a I'EEQ ProBioQual [23]. Les criteres qui ont été évalués sont
exigés par le COFRAC dans le cadre des validations de méthode en portée B : répétabilité,
fidélité intermédiaire, justesse, exactitude, étendue de mesure (LoD, LoQ, linéarité) [31]. Les
méthodes ont ainsi été validées sur une gamme de concentrations de CRM 457 allant de 0 a
100 pg/L, compte tenu des seuils décisionnels habituellement utilisés [8]. La précision et la
justesse ont été évaluées dans les concentrations basses (entre la LoD et 10 pg/L) qui
correspondent aux concentrations d'intérét dans le contexte de ce dosage. Néanmoins, une
dilution supplémentaire se rapprochant davantage de la LoD des trousses de deuxieme
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génération aurait pu permettre d’'évaluer de maniere encore plus précise la valeur de la SeF.
La répétabilité et la fidélité intermédiaire ont été évaluées selon un mode opératoire
alternatif proposé par Vassault et al. (5 séries de 6 répétitions) [28]. Il differe du mode
opératoire classique (30 répétitions du dosage par niveau de concentration) et permet de
raccourcir la durée de I'évaluation. Les résultats ont cependant été obtenus en faisant varier
au maximum les conditions opératoires (étalonnage, lots de réactifs, maintenances des
automates) dans l'intervalle d'étude. Avec ce mode opératoire, les résultats doivent par
ailleurs étre exploités a l'aide d'une analyse de variance (ANOVA) par niveau de
concentration. Cette méthode statistique suppose en effet des variances homogénes entre
les cing séries. Afin de s’en assurer, un test de LEVENE modifié a été réalisé. Les résultats de
ce test nous ont ainsi conduits a ne pas calculer le CV de répétabilité et de fidélité
intermédiaire du laboratoire B pour la concentration a 5 pg/L. La détermination de la SeF au
moyen de ce protocole ne constitue cependant qu’une approche, puisqu’une période
d’évaluation plus longue de six a douze mois est recommandée [32], bien qu’en général non

respectée par les fournisseurs.

L'influence des substances potentiellement présentes dans le liquide de rincage n’a
volontairement pas été étudiée. L'impact des interférences « classiques » (hémolyse, ictere,
turbidimétrie) ayant été évaluée par les fournisseurs, nous n‘avons pas réalisé d'essais sur
site d'autant que certaines d'entre elles ne sont pas pertinentes dans ce contexte.
L'hémolyse pourrait cependant étre une source d'incertitude des résultats, indépendamment
de l'interférence analytique possible. En effet, cette hémolyse témoigne de la contamination
de I'échantillon lors d'un prélevement traumatique, par des protéines plasmatiques. Cette
contamination serait, selon Borel et al. [22], au maximum de 5 %, ce qui indiquerait que la

concentration de Tg circulante ne pourrait interférer avec les résultats de TgIS. Cependant,

26



Giovanella et al. [33] rappellent que lors de la phase pré-analytique, la présence d'une
hémolyse doit systématiquement étre recherchée et doit étre signalée comme pouvant
perturber la fiabilité du résultat.

De méme, il a été démontré par plusieurs auteurs que les anticorps anti-Tg n‘avaient pas

d'impact sur la mesure de la TgIS [22, 34, 35].

En revanche, la nature méme du liquide de ringage est une source d'incertitude de mesure
de la TgIS. Dans une étude récente, il a en effet été démontré que des phénomeénes
importants d’adsorption non spécifiques pouvaient survenir lorsqu’un liquide de rincage sans
protéines comme le sérum physiologique était utilisé. Indépendamment de I'effet de matrice
qui pourrait intervenir au niveau analytique, I'utilisation de sérum physiologique pourrait
conduire a des valeurs de TgIS sous-estimées [21]. C'est pour cette raison que nous avons
décidé d'utiliser lors de cette évaluation un tampon enrichi en albumine. La stabilité de la Tg
dans ce milieu ayant été démontrée [21], les sources d'incertitude préanalytiques ont ainsi
été maitrisées.

Par ailleurs en milieu protéique, la commutabilité des échantillons testés, c'est-a-dire leur
capacité a se comporter comme les échantillons sériques sans engendrer d'effet de matrice,
a probablement permis de limiter les biais de justesse.

Dans cette étude, les biais de justesse étaient positifs avec toutes les méthodes a I'exception
de la méthode « THYRO » de Cisbio Bioassays ou ils étaient négatifs ou proches de zéro (de
-19 % a 0,81 pg/L jusqu’a 0,5 % a 10,1 ug/L). Les méthodes avec un biais positif
surestiment la TgIS. Pour une concentration en CRM 457 a 1 ug/L, les biais étaient compris
entre 6,9 % (Laboratoire G, méthode ThermoFischer SCIENTIFIC) et 26,2 % (Laboratoire A,
méthode Beckman Coulter). A la valeur de la SeF (CV fidélité intermédiaire <20 %), les biais

de justesse variaient de 10,1 % (Laboratoire D, méthode Roche) a 92 % (Laboratoire H,
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méthode ThermoFischer SCIENTIFIC). Nous ne pouvons affirmer que ces biais de justesse
sont dus a un effet de matrice. IIs existent également avec les échantillons sériques comme

ont pu le démontrer Demers et ses collaborateurs [32].

3. Comparaison aux performances fournisseurs

Sur les cing méthodes évaluées, trois méthodes sont de seconde génération (« Access® Tg »
de Beckman Coulter, « Elecsys® Tg II » de Roche et « B-R-A-H:M-S hTg sensitive KRYPTOR »
de ThermoFischer SCIENTIFIC) et deux méthodes sont de premiére génération (« THYRO »

de Cisbio Bioassays et « IMMULITE® 2000 Thyroglobulin » de Siemens).

Les méthodes de premiére génération ont présenté, dans cette étude, des LoD comprises
entre 0,2 et 0,3 ug/L pour la méthode Cisbio Bioassays et entre 0,35 et 0,5 yg/L pour la
méthode Siemens pour une LoD fournisseur de 0,2 pg/L dans les deux cas. Les SeF sont
pour ces méthodes comparables a celles évaluées par le fournisseur en milieu sérique, soit
environ 1 pg/L (valeurs entre 0,8 et 1,2 ug/l) dans notre étude pour les deux méthodes
versus 0,7 et 0,9 pg/L respectivement pour Cisbio Bioassays et Siemens. Si I'on exclut les
résultats du laboratoire C (CVrk a 20,9 %) pour la concentration a 0,8 pg/L qui ne sont pas
en accord avec ceux du laboratoire B (CVr a 8,9 %), les CV de fidélité intermédiaire sont
dans les deux laboratoires en accord avec les données du fournisseur. Il en est de méme
pour les laboratoires E et F pour la méthode Siemens.

Les méthodes de seconde génération, plus sensibles [36,37], présentent également une
précision en accord avec les données des fournisseurs. Cette étude a montré que les LoD

étaient comprises entre 0,04 yg/L (Méthode Roche) et 0,2 pg/L (valeurs entre 0,15 et 0,25
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ug/L pour la méthode ThermoFischer SCIENTIFIC). Les CV de fidélité intermédiaire étaient
inférieurs a 20 % sur toute la gamme de concentrations testées. Nous avons donc considéré
que la plus petite concentration mesurée par le laboratoire (valeurs entre 0,14 et 0,24 ug/L)
pouvait étre considérée comme la SeF. Ces SeF sont comparables a celles observées dans le
sérum et aux résultats de plusieurs équipes [38-42,46].

La linéarité des méthodes entre la SeF et 100 pg/L s’est révélée également satisfaisante et
conforme aux exigences attendues avec des rapports valeurs observées/attendues compris
entre 80 et 120 %. Cette exigence correspond généralement aux performances affichées
dans les notices techniques des trousses de dosage. Nous avons par ailleurs vérifié qu'il
n‘existait pas d'erreur systématique en étudiant I'ordonnée a l'origine de la droite de
régression des valeurs observées en fonction de la dilution. Nos résultats montrent que
I'intervalle de confiance a 95 % de I'ordonnée a I'origine comprend a chaque fois la valeur
« zéro », prouvant ainsi I'absence d’erreur systématique constante pour toutes les méthodes
évaluées.

L'évaluation de I'exactitude a partir de I'échantillon a 100 pg/L (qui a été adressé a tous les
participants de cette étude et qui n'a subi aucune manipulation), a révélé deux groupes de
méthodes. Dans le premier groupe (Cisbio Bioassays et Roche), les concentrations de
I'échantillon étaient trés proches de la valeur cible. Dans le deuxieme groupe (Beckman
Coulter, Siemens, ThermoFischer SCIENTIFIC), nous avons observé des concentrations
comprises entre 120 et 130 pg/L qui s’éloignent un peu de la cible. L'exactitude demeure
cependant satisfaisante et les biais observés (jusqu'a +30 %) a ce niveau de concentration

sont sans incidence sur les résultats des dosages dans ce contexte.
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4. Proposition de seuil décisionnel

Les recommandations actuelles [8] proposent un seuil décisionnel relié a la SeF en fixant un
seuil consensuel a 1 ng/cytoponction correspondant a la SeF dans le sérum des trousses de
premiere génération. Conformément a ce qui est attendu, nos résultats montrent que les SeF
different en fonction des générations de trousses mais ne sont pas différentes de celles

affichées sur sérum.

En outre, la SeF représente un critere de précision de la méthode. Cette exigence de
précision est surtout importante dans le cadre d'un suivi, lorsqu’un dosage est amené a étre
répété, ce qui n'est pas le cas de la TgIS. Un seuil décisionnel fondé sur la précision ne prend
pas en compte l'erreur de justesse qui parait pourtant importante dans le contexte. En effet,
I'intérét du dosage de TgIS est diagnostic et consiste a déterminer la présence ou non de Tg
dans le liquide de ringage et donc in fine dans |'adénopathie suspecte. Il faut donc étre
certain que le biais de justesse ne contribue pas, lorsqu’il est présent, a rendre un résultat
surestimé avec le risque de rendre a tort un résultat positif alors qu'il n'y a pas de Tg.
Inversement, le danger est de sous-estimer un résultat avec le risque de rendre un résultat
négatif alors que de la Tg était pourtant présente. Nos résultats montrent ainsi qu’un biais de
justesse positif est présent pour quatre des cing méthodes sur I'ensemble des concentrations

étudiées et est négatif ou presque nul pour la seule méthode Cisbio Bioassays.

Pour cette raison, il pourrait étre donc plus judicieux d’utiliser comme seuil décisionnel une
limite de quantification qui tiendrait compte a la fois de la justesse et de la précision. C'est
pourquoi nous avons calculé I'erreur totale. Un seuil de 40 % pourrait étre une limite de

quantification conformément aux directives du CLSI EP-17A [48]. Pour les méthodes dont
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I'erreur totale n’atteint jamais ce seuil, la valeur de la LoQ correspondrait alors a la plus
faible concentration dont I'ET est inférieure a 40 %. En prenant les meilleures performances
observées, les LoQ seraient alors de 'ordre de 0,3 pg/L pour la méthode ThermoFischer
SCIENTIFIC et Roche, de 0,6 pg/L pour la méthode Beckman Coulter, de 0,9 pg/L pour la

méthode Cisbio Bioassays et de 1,2 pg/L pour la méthode Siemens.
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CONCLUSION

L'objectif de cette étude multicentrique était d'une part de valider cing méthodes de dosage
parmi les plus utilisées en France pour le dosage de TgIS dans huit laboratoires différents et,
d’autre part, de proposer des seuils de décision clinique au regard des performances propres
a chacune d'elles. Ces deux objectifs ont été atteints. En évaluant les performances de
chaque méthode dans un ou deux laboratoires, nous avons montré que les performances
annoncées par les différents fournisseurs en termes de précision et de linéarité pouvaient
étre atteintes méme dans une matrice non sérique telle que celle utilisée. Nous avons ainsi
validé les cinqg méthodes et démontré leur aptitude a doser la TgIS dans le liquide de ringage
retenu. Les laboratoires désirant utiliser un autre liquide de ringage devraient alors procéder
a une validation de méthode dans cet autre milieu. Par ailleurs, ce travail nous a permis de
proposer des seuils décisionnels propres a chaque trousse en considérant |'erreur totale. Ce
choix de seuil nous permettrait de prendre en compte non plus seulement la précision dont la
SeF est le reflet, mais aussi le biais de justesse. Dans une perspective d’utilisation en
pratique courante, ces choix de seuil pourraient faire I'objet d'une étude clinique afin d'en

valider la pertinence.

32



BIBLIOGRAPHIE

[1] Leenhardt L, Grosclaude P. Epidémiologie et facteurs de risque des cancers thyroidiens.
Med Nucleaire. 2012;36:3-12.

[2] Institut de veille sanitaire (InVS). Projections de I'incidence et de la mortalité par cancer
en France métropolitaine en 2015 - Tumeurs solides. [Internet] Disponible sur :
http://www.invs.sante.fr/Dossiersthematiques/Maladies-chroniques-et-
traumatismes/Cancers/ Surveillance-epidemiologique-des-cancers/Estimationsde-I-incidence-
de-la-mortalite-et-de-la-survie/Projectionsde-I-incidence-et-de-la-mortalite-par-cancer-en-
Francemetropolitaine-en-2015-Tumeurs-solides.

[3] Buffet C, Tissier F, Ménégaux F, Tresallet C, Ghander C, Lepoutre C, et al. Cancers de la
thyroide. EMC - Endocrinologie-Nutrition. 2016;13(4):1-27.

[4] Pacini F, Schlumberger M, Dralle H, Elisei R, Smit JW, Wiersinga W, et al. European
consensus for the management of patients with differentiated thyroid carcinoma of the
follicular epithelium. Eur J Endocrinol. 2006;154:787-803.

[5] Cooper DS, Doherty GM, Haugen BR, Kloos RT, Lee SL, Mandel SJ], et al. Management
guidelines for patients with thyroid nodules and differentiated thyroid cancer. Thyroid.
2006;69:109-42.

[6] Borson-Chazot F, Bardet S, Bournaud C, Conte-Devolx CB, Corone C, D'Herbomez M, et
al. Guidelines for the management of differentiated thyroid carcinomas of vesicular origin.
Ann Endocrinol. 2008;69:472-86.

[7] Cooper DS, Doherty GM, Haugen BR, Kloos RT, Lee SL, Mandel SJ, et al. Revised
American Thyroid Association management guidelines for patients with thyroid nodules and

differentiated thyroid cancer. Thyroid. 2009;19:1167-214.

33



[8] Leenhardt L, Borson-Chazot F, Calzada M, Carnaille B, Charrié A, Cochand-Priollet B, et
al. Guide de bonnes pratiques pour I'usage de I'échographie cervicale et des techniques écho-
guidées dans la prise en charge des cancers thyroidiens différenciés de souche vésiculaire.
Ann Endocrinol. 2011;72:1-26.

[9] Leenhardt L, Erdrogan MF, Egedus L, Mandel S], Paschke R, Rago T, et al. 2013 European
Thyroid Association guidelines for cervical ultrasound scan and ultrasound-guidd techniques
in the postoperative management of patients with thyroid cancer. Eur Thyroid J. 2013;2:147-
59.

[10] Haugen BR, Alexander EK, Bible KC, Doherty GM, Mandel SJ, Nikiforov YE, et al. 2015
American Thyroid Association management guidelines for adult patients with thyroid nodules
and differentiated thyroid cancer. Thyroid. 2016;26:1-134.

[11] Zerdoud S, et al. Traitement par iode 131 des cancers thyroidiens différenciés :
recommandations 2017 des sociétés frangaises SFMN/SFE/SFP/SFBC/AFCE/SFORL. Med
Nucleaire. 2017.

[12] Giraudet AL, et al. Imagerie moléculaire et biomarqueurs des cancers thyroidiens de
souche vésiculaire : recommandations 2017 de SFMN/SFE/SFP/SFBC/AFCE/SFORL. Med
Nucleaire. 2017.

[13] Bernier MO, et al. Usefulness of fine needle aspiration cytology in the diagnosis of loco
regional recurrences of differentiated thyroid carcinoma. Eur J Surg Oncol. 2005;31:288-93.
[14] Kim MJ, et al. Thyroglobulin measurement in fine-needle aspirate washouts : the criteria
for neck node dissection for patients with thyroid cancer. Clin Endocrinol (Oxf). 2009;70:145-
51.

[15] Frasoldati A, Valcavi R. Challenges in neck ultrasonography : lymphadenopathy and

parathyroid glands. Endocr Pract. 2004;10:261-8.

34



[16] Frasoldati A, Toschi E, Zini M, Flora M, Caroggio A, Dotti C, et al. Role of thyroglobulin
measurement in fine-needle aspiration biopsies of cervical lymph nodes in patients with
differentiated thyroid cancer. Thyroid. 1999;9:105-11.

[17] Pacini F, et al. Detection of thyroglobulin in fine needle aspirates of nonthyroidal neck
masses : a clue to diagnosis of metastasis differentiated thyroid cancer. J Clin Endocrinol
Metab. 1992;74:1401-4.

[18] Shin HJ, et al. A study on serum antithyroglobulin antibodies interference in
thyroglobulin measurement in fine-needle aspiration for diagnosing lymph node metastasis in
postoperative patients. PLoS ONE. 2015;10(6):e0131096.

[19] Grani G, Fumarola A. Thyroglobulin in lymph node fine-needle aspiration washout : a
systematic review and meta-analysis of diagnostic accuracy. J Clin Endocrinol Metab.
2014;99(6):1970-1982.

[20] Valat C, Sapin R. Problémes et piéges en immunoanalyse. In : Massart C, et al.
Immunoanalyse de la théorie aux critéres de choix en biologie clinique. Paris : EDP sciences.
2009;115-58.

[21] Boux de Casson F, Moal V, Gauchez AS, Moineau MP, Sault C, Schlageter MH, Massart C.
Dosage de la thyroglobuline dans les liquides de ringage d’aiguille de cytoponction
ganglionnaire : influence des conditions pré-analytiques. Ann Biol Clin. 2017;75(2):173-80.
[22] Borel AL, Boizel R, Faure P, Barbe G, Boutonnat ], Sturm N, Seigneurin D et al.
Significance of low levels of thyroglobulin in fine needle aspirates from cervical lymph nodes
of patients with a history of differentiated thyroid cancer. Eur J Endocrinol. 2008;158:691-98.
[23] PROBIOQUAL - EEQ - Immunodosages avec Marqueur - Spécialisé (CIMF) 2016 -
16MF11-16MF12. [Internet] Disponible sur :
http://static.probioqual.com/pdf/fb1dbdd977bf627db68e395b1bdfb86f/551_16MF1116MF12.

pdf

35


http://static.probioqual.com/pdf/fb1dbdd977bf627db68e395b1bdfb86f/551_16MF1116MF12.pdf
http://static.probioqual.com/pdf/fb1dbdd977bf627db68e395b1bdfb86f/551_16MF1116MF12.pdf

[24] JCGM 200:2012. International vocabulary of metrology - Basic and general concepts
and associated terms (VIM). 3rd edition.

[25] Gonzalez A, Herrador M. A practical guide to analytical method validation, including
measurement uncertainty and accuracy profiles. Trends Anal Chem. 2007;26(3).

[26] Vassault A, Grafmeyer D, Naudin C, et al. ; et les membres de la commission «
validation de techniques » de la SFBC. Protocole de validation de techniques (Documents A et
B). Ann Biol Clin. 1986;46:679-745.

[27] Baud M, Cohen R, Dumont G, Mercier M, Naudin C, Vassault A. Evaluation de la limite
de détection. Inf Sci Biol. 1989;15:157-63.

[28] Vassault A, et al. Vérification/validation des performances d'une méthode d'analyse.
Ann Biol Clin. 2010; 68(1):247-294.

[29] Oosterhuis WP. Gross overestimation of total allowable error based on biological
variation. Clin Chem. 2011;57(9):1334-1336.

[30] Directive 98/79 of the European Parliament and of the council of 27 October on in vitro
diagnostic medical devices. Official Journal of the European Communities. 1998;L331:1-37.7.
[31] Comité Francais d'Accréditation (COFRAC), Guide technique d'accréditation de
vérification (Portée A) / validation (Portée B) des méthodes en biologie médicale. SH GTA 04.
Révision 1, 2015.

[32] Demers LM, Spencer CA. Laboratory medicine practice guidelines : laboratory support
for the diagnosis and monitoring of thyroid disease. Thyroid. 2003;13-57-67.

[33] Giovanella L, Feldt-Rasmussen U, Verburg FA, Grebe SK, Plebani M, Clark PM.
Thyroglobulin measurement by highly sensitive assays : focus on laboratory challenges. Clin

Chem Lab Med. 2015;53(9):1301-1314.

36



[34] Boi F, Baghino G, Atzeni F, Lai ML, Faa G, Mariotti S. The diagnostic value for
differentiated thyroid carcinoma metastases of thyroglobulin (Tg) measurement in washout
fluid from fine-needle aspiration biopsy of neck lymph nodes is maintained in the presence of
circulating anti-Tg antibodies. J Clin Endocrinol Metab. 2006;91:1364-9.

[35] Baskin HJ]. Detection of recurrent papillary thyroid carcinoma by thyroglobulin
assessment in the needle washout after fine-needle aspiration of suspicious lymph nodes.
Thyroid. 2004;14:959-63.

[36] Georges A, et al. Particularités méthodologiques et interprétation du dosage de
thyroglobuline sérique. Med Nucleaire. 2012;36:24-28.

[37] D'Herbomez M, et al. Avancées dans les dosages de thyroglobuline et leur impact dans
la prise en charge des cancers différenciés de la thyroide. Ann Biol Clin. 2016,7(1):21-27.
[38] Batista MC, et al. Analytical and clinical validation of the new ultrasensitive Roche
Thyroglobulin II assay. Clinical Biochemistry. 2017;50(7):352-353.

[39] Ilervasi A, et al. Diagnostic performance of a new highly sensitive thyroglobulin
immunoassay. Journal of endocrinology. 2004;182:287-294.

[40] Kwon A, et al. Assessment of the precision and functional sensitivity of two
thyroglobulin assays : comparison of the second-generation Roche electrochemiluminescent
immunoassay and BRAHAMS radioimmunoassay. J Lab Med Qual Assur. 2016;38:243-248.
[41] Roger C, et al. New-generation thyroglobulin assay : performance and implications for
follow-up of differentiated thyroid carcinoma. Ann Endocrinol. 2014;75:227-331.

[42] Smallridge RC, Meek SE, Morgan MA, Gates GS, Fox TP, Grebe S, et al. Monitoring
thyroglobulin in a sensitive immunoassay has comparable sensitivity to recombinant human
TSH-stimulated thyroglobulin in follow-up of thyroid cancer patients. ] Clin Endocrinol Metab.

2007;92(1):82-7.

37



[43] Vogeser M, et al. Evaluation of the first automated thyroglobulin assay. Clin Chem Lab
Med. 1999;37(2):159-164.

[44] Giovanella L, et al. Redefining functional sensitivity of thyroglobulin assay on Immulite
platform : implications in thyroid cancer management. Clin Chem Lab Med. 2007;
45(11):1523-1524.

[45] Cho YY, et al. Performance evaluation of the serum thyroglobulin assays with
immunochemiluminometric assay and immunoradiometric assay for differentiated thyroid
cancer. Ann Lab Med. 2016;36:413-419.

[46] Moussalieh FM, et al. Analytical validation of two second generation thyroglobulin
assays. Clin Chem Lab Med. 2018;aop.

[47] Rotteveel-de Groot D, et al. Evaluation of the highly sensitive Roche thyroglobulin II
assay and establishment of a reference limit for thyroglobulin-negative patient samples.
Practical Laboratory Medicine. 2016;5:6-13.

[48] Wayne PA. CLSI EP17-A : Protocols for determination of limits of detection and limits of

quantification: approved guidelines. CLSI. 2012;2nd ed.

38



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Profil de précision des méthodes Beckman Coulter et Cisbio Bioassays............. 20
Figure 2 : Profil de précision des méthodes Roche et Siemens ..........ccoevvevvviiiiineeiiiiinnnnn, 20
Figure 3 : Profil de précision de la méthode ThermoFischer SCIENTIFIC...........cccvvvvvrnnnnn. 20

Figure 4 : Représentation des pourcentages de récupération en fonction des dilutions ...... 21

Figure 5 : Répartition des concentrations mesurées sur I'échantillon a 100 pg/L............... 24

39



LISTE DES TABLEAUX

Tableau I : Résultats de fidélité : [aboratoireS A @ D ..vvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 18
Tableau II : Résultats de fidélité : laboratoires E @ H.....ovvvvvvvviviiiiiiiiiiiiieeiiiieieeeveeeeeee 18
Tableau III : Résultats d'nomOgENEite des VarianCeS ....uuvvvvvrriirriiieririinerriieeerrineeraireeens 18
Tableau IV : Résultats de la SeF et de 1a LOD .......uvvrvrrrrrrrrmrmiriiiiiiininrnrineerrneernennnnnenen 19
Tableau V : RESUItats de I'ET @ 40 %0 ..vvvvvrrrrrriiiieeeieiiiriiiiiinnss e e e e e s vrsssrin s e e e e e s seesnnnes 19
Tableau VI : Résultats des rapports des concentrations observées/attendues.................. 22

Tableau VII : Equations des droites de régression et intervalles de confiance de I'ordonnée

Lo 1o 13T S 22
Tableau VIII : Résultats du biais de JUSLESSE......vvurieiiriiiiriiiieriiin e e 23
Tableau IX : Biais d’exactitude @ 100 HG/L .uvvuiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiin e ees s e seeaaanins 24

40



TABLE DES MATIERES

o I 1
RESUME .....cotiuiseressesessssessssesssssssssssessssssessssesssassesassenssassssassentsassssassesssassnssssenessssssanss 2
INTRODUCTION....uicuireuimaurnasrnssmnssrassnsssnsssnssssssmsssnsssnsssnsssnssssssssssssssnsssnsssnsssnssnnssnnsss 3
MATERIEL ET METHODES ....coevursersersssessessssssssssssnssssssssssssssssssssssasssssesasssssessssssssnens 10
1. Méthodes de dosage et laboratoires.........ccrrmmsinirmmssnnnim s ———— 10
2. Performances EValu@es.........ueiirirmsiirnssssmmnsssrsnssssmmnssssrsssss s sssnssssnnssssen 11
2.1.  Fidélité : répétabilité et fidélité intermediaire .......cooevvviiiiviiiii e, 11
2.2. R T=T < P 13
2.3, Limite de dEtECHION tvvvviiiiiiiiiiiiii e e 14
2.4. JUS S 1 u ittt ittt 14
2.5. Erreur totale, limite de quantification et sensibilité fonctionnelle ..........cccooeeevnnnnnn. 15
2.6. EXACHEUAR oo 15
3. Préparation et conservation des échantillons..........cccorrmeiirrnsnnmnnninen. 15
3.1.  Préparation de la SOIUtION € MEIE » ..uivvuiiiiiiiiiieiiin e e 16
3.2.  Préparation des échantillons destinés a I'évaluation .........ccoovevvviiniviiinieeiinnennnnnnn. 16
4. Analyse statistique des donNEes .....c.covrriiimnin i ———— 16
RESULTATS outiueressersessssesssssssesssssssesssssssessssesssnsssssssssssssssssssessssssasssssesssssssesssnsssenns 17
1. 0 1= 11 < 17
2. SeF, LOD et ET...iuiieimuimurarennmsrarannimsraressnssmarasssssrarassssssarassssssasasassssasasassnsnsas 19
3. Ty = T 21
4, T T 23
5. 20T Tt 1 1T 24
DISCUSSION .euuieuuirnsurnnssmnassrnsssmnsssmsssssssssnsssresssssssssssssssssssssssnssssesssmnsssensssmnsssnnssens 25
1. CoNteXte .uiuieireirreirrnir R 25
2. Justification des choix du protocole .......ccorciriiiiiiini 25
3. Comparaison aux performances fOurniSSeUrs .......cuicirirmimsimmrsrasrasrnsrasnn 28
4. Proposition de seuil déciSionnel ........crriiiimsiiimnsimr . 30
CONCLUSTION ... teuuitassrnassrssssnssssmssssnsssmssssssssssssssssssssssssesssssssssssssnsssmesssmnsssmnsssmnssmnnsss 32
BIBLIOGRAPHIE ......cciituiimauinnirasinasinssrnsssnssesssassssssnssnsssnsssasssnssnsssnsssnsssnssnnssnnssnnsss 33
LISTE DES FIGURES......ccittuimmmimmasimnssimnssmnsssmnssmnsssnssssssssssssssssssnnssnnsssnnsssnnsssnnssns 39
LISTE DES TABLEAUX ..iuuituuiesirasimassmassnsssnssmassmassnsssnsssnsssnssssssssssnsssnsssnsssnsssnssnnssnnsss 40
TABLE DES MATIERES ...0eisuisserssesssessssssssssssssessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssesssnnns 41
ANNEXES .. tuuituuinauinnrasinassnssrnss s e ssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssassssssnnsensssnssnnss I
1. Caractéristiques et performances sériques des trousses de dosage évaluéeslI

41



ANNEXES

1. Caractéristiques et performances sériques des trousses de dosage évaluées
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BELOEIL Rémi

Validation de méthodes de dosage de la thyroglobuline dans les liquides de rincage des aiguilles de

cytoponction dans le cadre des carcinomes différenciés de la thyroide - Etude multicentrique

Introduction : Dans le cadre du suivi d’'un cancer thyroidien différencié, I'association d'un dosage de thyroglobuline in situ
(TgIS) est aujourd’hui recommandée lors de toute cytoponction échoguidée d’adénopathie suspecte de métastase. Ce dosage
de thyroglobuline, réalisé sur le liquide de ringage de l'aiguille fine de cytoponction, est effectué actuellement a I'aide de
trousses de dosage qui n‘ont pas été validées par les fournisseurs dans cette indication sur cette matrice non sérique. Il est
donc de la responsabilité du laboratoire effectuant ce dosage d'étudier et de valider les performances analytiques de la trousse
utilisée dans les conditions retenues.

Matériel et Méthodes : Cing trousses de dosage de la thyroglobuline parmi les plus utilisées en France ont été choisies pour
une validation de méthode réalisée dans un ou deux laboratoires (Access®Tg, Beckman Coulter ; THYRO, Cisbio Bioassays ;
Elecsys®Tg II, Roche ; IMMULITE®2000 Thyroglobulin, Siemens ; B-R-A-H:M:S hTg sensitive KRYPTOR, ThermoFischer
SCIENTIFIC). Cette étude multicentrique a ainsi réuni huit laboratoires qui ont évalué, selon un protocole commun et sur un
méme tampon de dosage contenant un matériau de référence (CRM 457, Sigma-Aldrich), les performances analytiques
suivantes : fidélité, sensibilité fonctionnelle (SeF), limite de détection (LoD), limite de quantification (LoQ), limites de linéarité,
justesse et exactitude.

Résultats : Les coefficients de variation de fidélité intermédiaire s'échelonnaient de 2,1 a 29,4 % pour des concentrations de
CRM comprises entre 0,125 et 10 pg/L. Les SeF, LoD et LoQ ont respectivement été estimées entre une valeur <0,14 et 1,2
ug/L, une valeur <0,04 et 0,35 ug/L et entre 0,3 et 3,4 ug/L. Les pourcentages de récupération pour des dilutions jusqu'au
1/800 étaient tous compris entre 80 et 120 % sur l'intervalle de mesure entre la SeF et 100 ug/L. Pour une concentration de
CRM de 1 et 10 ug/L, les différentes méthodes ont fourni respectivement des résultats entre 0,81 et 1,3 pg/L (biais de -19 % a
26,2 %) et entre 9,7 et 12,3 pg/L (biais de -2,7 % a 23,4 %). Le biais d’exactitude a 100 ug/L allait jusqu'a 30 %.

Conclusion : Les performances en termes de fidélité intermédiaire et de SeF sont globalement comparables a celles des
fournisseurs et celles rapportées dans la littérature sur matrice sérique. Elles sont par ailleurs similaires lorsqu’elles ont été
évaluées par deux laboratoires. L'évaluation de I'erreur totale nous permet de proposer des seuils décisionnels entre 0,3 et 1,2
ug/L, adaptés a chaque méthode, et qui nécessiteront d'étre validés en pratique clinique afin d’en évaluer la pertinence.

Mots-clés : thyroglobuline / liquide de ringage / cytoponction / validation de méthode / cancer thyroidien différencié

Analytical validation of five thyroglobulin assays used for FNA-Tg
in differentiated thyroid carcinomas - A multicentric study

Introduction : During the follow-up of differentiated thyroid carcinoma, measurement of thyroglobulin in fine-needle
aspiration (FNA-Tg) is recommended in association with cytology for every suspicious cervical lymph node. It is currently
performed on washout fluid with thyroglobulin assays that are not validated by manufacturers on non-seric samples. It is
therefore the responsibility of the laboratory performing this assay to study and validate analytical performances of the assay
kit in selected analytical conditions.

Material and Methods : Five of the most used thyroglobulin assay kits in France were chosen for analytical validation
performed in one or two laboratories (Access®Tg, Beckman Coulter ; THYRO, Cisbio Bioassays ; Elecsys®Tg II, Roche ;
IMMULITE®2000 Thyroglobulin, Siemens ; B-R-A-H:M-S hTg sensitive KRYPTOR, ThermoFischer SCIENTIFIC). This multicentric
study brought together eight laboratories that evaluated, according to a common protocol and on the same assay buffer
containing a reference material (CRM 457, Sigma-Aldrich), the following analytical performances : precision, functional
sensitivity (FS), limit of detection (LoD), limit of quantitation (LoQ), linearity, trueness and accuracy.

Results : The between-run coefficient of variation varied from 2,1 to 29,4 % for CRM concentrations between 0,125 and 10
pg/L. The FS, LoD and LoQ were respectively from <0,14 to 1,2 ug/L, <0,04 to 0,35 ug/L and 0,3 to 3,4 pg/L. The recovery
percentages for dilutions up to 1:800 were all between 80 and 120 % considering the interval between FS and 100 ug/L. For
CRM concentrations at 1 and 10 pg/L, results were respectively between 0,81 and 1,3 ug/L (trueness : -19 % to 26,2 %) and
between 9,7 and 12,3 pg/L (trueness : -2,7 to 23,4 %). Bias at 100 pg/L of CRM was up to 30 %.

Conclusion : The performances are globally comparable to those reported on serum by manufacturer’s claims and in the
literature. They are otherwise similar when they have been evaluated by two laboratories. The study of the total error makes it

possible to propose decision thresholds between 0,3 and 1,2 ug/L, appropriate for each assay, that will need to be validated in
a clinical study in order to evaluate their relevance.

Keywords : thyroglobulin /washout fluid / FNA-Tg / analytical validation / differentiated thyroid cancer
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