Compte rendu Réunion SFEIM Biologie et Qualité N°4 du 15 novembre 2016

Rédactrices : Marguerite Gastaldi et Frédérique Sabourdy

41 personnes étaient présentes (cf liste ci-jointe), représentant les sites  de Amiens, Angers, Béclère, Bicêtre,  Biomnis Lyon, Bordeaux, Bruxelles, Caen, Clermont-Ferrand, Dijon, Grenoble, Lille , Lyon-est, Marseille, Nancy, Paris R. Debré, Necker, Pitié-Salpétrière, Rennes, Saint Antoine, Toulouse et Trousseau, Reims et Tours ainsi que Tunis et Beyrouth.

Nouveautés  pour 2017 concernant les ERNDIM  (SKML, Hollande et CSCQ, Suisse) (Christine Vianey-Saban, Lyon)
 
Deux sites internet : SKML et CSCQ
SKML  : 
-Site internet SKML : nouveaux codes en 2016 pour améliorer le scoring (les performances incorrectes n’étaient jusqu’alors pas pénalisées).
-On peut maintenant rendre les résultats pour 2 appareils différents ou 2 méthodes différentes
-Les Z scores ont été ajoutés au « cycle review »
-Possibilité de s’inscrire en tant que participant « Educational » : performances inscrites sur les rapports mais pas dans le certificat final.
-Objectifs futurs : mettre en place le rappel par e-mail des dates limites de rendus des résultats.

CSCQ :
Objectifs : 
-développer le rendu des résultats des CQE par internet. Sera pris en charge financièrement par la SSIEM.
-Professionnalisation de la préparation et de la distribution des échantillons pour tous les EQA.

Programmes pilotes :
1) Neurotransmetteurs. Programme normal » depuis 2016. Pour un problème de rareté et de risque sanitaire, les échantillons sont dans une matrice artificielle.
2) Ptérines : Programme « normal » en 2017 pour les urines. DBS : est arrêté en 2017
3) Kératane Sulfate MS/MS : peu de participants et beaucoup de travail : arrêté en 2017
4) Acylcarnitines in sérum. Etait inclus dans Special Assay in Serum. Maintenant programme à part avec d’avantage d’acylcarnitines. Programme « normal » dès 2017. La carnitine libre reste dans le SAS.
5) Special assay in DBS. Seront ajoutés la Phe, AAR, Hcys totale, Tyr et AMM. On recherche une société pour préparer ces échantillons (SKML ?)
6) « Cognitive AA ». CSCQ fournira des données quantitatives, il faudra interpréter. Début en 2017
Programmes quantitatifs : 
1) Acides aminés quantitatifs : le plus populaire. Peu de mauvaise performances mais 13% des gens qui ne soumettent pas certains résultats.
2) CAO Quantitatifs : Changement de superviseur. Solution étalon : une compagnie créée à Lille a répondu positivement (la seule). Pas de réponse positive de SIGMA, ChromSystems, Précision Instruments. Elle fabrique deux pools selon les recommandations que nous avons formulées. Vont être testés à Bruxelles et Lausanne. La société ne pourra pas garantir la concentration qui est sur le flacon mais le but est que tous les utilisateurs aient des résultats homogènes. Liste des molécules incluses en annexe.
3) Purines et pyrimidines. le seul en baisse du nombre de participants. Mais maintenu (minimum requis : 30 participants, ici 53). Peu couteux, sans problème, et intérêt important. Les concentrations seront plus basses
4) SAS : Le cholestérol est dans l’échantillon. La concentration est identique toute l’année. Attention, en 2016, il n’y a avait plus de flacons disponibles. En 2017 : suppression des acylcarnitines mais maintien de C0.
5) SAU : pas de changement pour 2017
6) Cystine leucocytaire : concerne peu de laboratoires mais conservé car indispensable.

Programme qualitatifs : 
Le SAB discute de toutes les erreurs critiques (en 2015 : erreurs critiques = rater Canavan et Leucinose)
1) CAO : 104 labos Sheffield + 104 labos Heidelberg. Les demandes augmentent, un nouveau centre va être créé à Barcelone.
2) Acylcarnitines in DBS: creation d’un 3eme centre (Zurich)
3) Enzymes lysosomales dans fibroblastes: amélioration en 2016 avec 2 souches cellulaires. L’une peut ainsi servir de témoin à l’autre.
4) CDG : RAS. Fonctionne bien.
5) MPS : Beaucoup de labos ne séparent pas les MPS, et il y a donc beaucoup de mauvaises performances. Il leur est conseillé de s’inscrire plutôt au SA in urine.
6) DPT schemes : quand la performance globale des laboratoires est considérée comme très mauvaise, l’échantillon est considéré comme « educational » et il n’y a pas d’erreur critique.

Objectifs 2017 :
· Rendre les rapports annuels et les certificats plus tôt.
· Prévoir un envoi des SKML plus tôt (en janvier et pas en mars…)
· Embauche d’un soutien à Sarah Gardner financé par la SSIEM pendant 3 ans (puis relai par ERNDIM : risque d’augmentation des coûts des ERNDIM)
· SSIEM Academy Lyon 24 et 25 avril 2017 : aciduries organiques, oxydation mitochondriales des acides gras, myocardiopathies métaboliques. 
· ICIEM Rio de Janeiro septembre 2017
· Réunion DPT à l’automne 2017. Appel à proposition de sujets.
· SSIEM 2018 : Athènes


Validation de la fiche de renseignements cliniques  (Cécile Acquaviva, Lyon)
Quelques modifications ont été validées. Nous avons entre autres discuté :
· Item « contrôle de profil métabolique anormal »
· Débat : faut-il demander des valeurs quantitatives biologiques ou seulement renseigner « hypo » « hyper »…
· Le foie mérite-t-il un encart à part ? ou signes hépato/gastro/entéro
· Ajout item trou anionique

Le souhait est que chaque labo propose cette fiche en 2017 (voir dernière version en pièce jointe)

Préanalytique  acylcarnitines
1-Influence de l’anticoagulant. (Christelle Corne, Grenoble)

Lyon et Lille avaient commencé l’étude en janvier 2016 : pas de différence significative entre héparine et EDTA. 

Données bibliographiques : 
· Poster Dallman et al, Autriche : Il manque certaines acylcarnitines dans le plasma, quel que soit l’anticoagulant, par rapport au DBS (JF Benoist : « acylcarnitines des membranes probablement »).
· Osorio, Biosalud 2010, 9(2),9-13 : Pas de différences observés entre EDTA et Héparine
· Brauer et al, Metabolomics 2011, 7(3), 344-352uction 352 réduction des variabilités analytiques en prélevant sur EDTA puis en spotant sur buvard.

Etude Grenoble / Nancy (les données de Debré n’ont pas été inclues) : Pas de différences significatives Héparine/EDTA pour le profil des acylcarnitines d’un individu sain ou surchargé en acylcarnitines (50µM).
	
Conclusion : 
· A faire : étudier l’influence de l’anticoagulant sur des malades : comparer EDTA, héparine et éventuellement sérum sur quelques patients avec des longues chaines (MADD, LCHAD…)	Comment by Corne , Christelle: Profiter du CR pour répondre à la question de Samir. Est-ce qu’on élargit l’analyse aux DBS prélevés initialement sur héparine ou EDTA ?
· Proposition de continuer avec héparine et d’accepter EDTA comme tube alternatif.

2- Influence de la durée et de la température de conservation du sang total avant centrifugation (G. Briand, Lille) pour étude du profil plasmatique. Voir diaporama
Conclusion étude précédente (Lyon et Lille) : stabilité pendant 2h à température ambiante / 3h à 4h.
Cette étude (Lille et Caen) : 
· Augmentation des taux à partir de 90 min de conservation à température ambiante.
· Stabilité jusqu’à 4h si conservation du sang dans la glace, en contact direct ou non avec la glace. Légère hémolyse à partir de 120 minutes.
Conclusion : On décide : conservation maximale du sang total 4h à 4°C ou 2h à température ambiante (l’expérience montre 1h30 max à TA, mais on met 2h pour éviter de multiplier les non conformités car un délai d’1h30 est difficile à respecter). Au-delà, prendre en compte l’élévation possible des chaines longues. De plus, un commentaire doit être inscrit indiquant le risque de surestimation des acylcarnitines à chaine longue si hémolyse.

Etude STABIOSPOT : Stabilité des acylcarnitines et acides aminés sur sang séché (Samir Mesli, Bordeaux)  Etude de stabilité pour DPN. Voir diaporama
Marqueurs étudiés : HbS, 17OHP, trypsine immunoréactive, TSH et T4, profil des acylcarnitines et AA.
Capsules vendues par société Imagène.
- 3 études : étude 1 : température ambiante, 75% RH (effet de l’humidité). Etude 2 : 37°C, 75% RH (effet de l’humidité et de la température). Etude 3 : 4°C dans cloche hermétique avec disséquant ou -20°C dans cloche hermétique avec disséquant ou capsules vendues par la société Imagène à température ambiante.
- Résultats : 
 Etude 1  et 2: Acylcarnitines :   met en évidence la dégradation des acylcarnitines à chaines courtes sur buvard à température ambiante avec augmentation de la carnitine libre. 
Acides aminés : fragiles (humidité et température) : Glu (augmente), Met et Arg (diminuent), Cys et Gln non dosés. Acides aminés résistants à l’humidité et la température : Leu, Val, Ala. Acides aminés avec perte de 30-50% : Tyr, Phe , Gly, Orn.
Etude 3 : Stabilité de toutes les chaines d’acylcarnitines et C0  dans la capsule hermétique quelques soient les conditions de température. Stabilité des AA (Val, Leu, Ala, Tyr, Glu) sauf Arg, Met, Phe et Gly.

- Conclusions :
 Pour les acylcarnitines : conserver les buvards à 4° C avec dessicant ou à -20°C ou à température ambiante capsule Imagène.
Pour les AA : Met, Arg, Glu : fragiles à l’humidité et la température, Phe : résiste à l’humidité mais pas pas à la température, Met et Arg : perte à la conservation 12 mois à 4°C.
La solution Imagène : capsule de 96 puits à usage unique. Coût : entre 4 et 6 euros/échantillon.
Notre décision : conserver les buvards à 4°C avec dessicant.

 Pré-analytique des acides aminés urinaires (Jean-François Benoist, Paris, R. Debré)
- 8 laboratoires ont participé (Angers, Caen, Clermont, Dijon, Grenoble, Lyon, Nancy, Trousseau).
2 matrices d’urines, temps : t0, 2h, 4h, 6h, 24h (Lyon), 48h, température ambiante et +4°C.
Difficultés : concentrations faibles, une variation est considérée comme significative si >  15% et regarder la tendance globale de la cinétique plutôt que les points isolés.
Résultats : Pas de différence jusqu’à 6 h, température ambiante ou 4°C.
A partir de 24h de conservation, on observe une diminution de la cystine surtout à température ambiante.
Intérêt de l’étude faite à Lyon sur des urines surchargées en bactéries : diminution de Leu, Ile, Phe, Pro, Thr, Val,  Ser et Tyr (consommation bactérienne).

- Conclusions : aucun problème de conservation pendant 6h suivant le prélèvement, après 6h, conserver les urines à+4°C.  Ne pas faire de CAAU sur urines de 24h mais demander un recueil < à 4h.
Préférer un acheminement dans la glace.

Expériences de passage des acides aminés en LCMSMS (Jean-François Benoist, Paris, R. Debré)
Sites  ayant passé les AA en LCMSMS :  Lyon,  Angers, Lille, Debré, Tours, Necker, Rennes, Amiens
Les protocoles sont très différents : solutions maison ou diverses solutions commercialisées (kit).
- Divers points sont soulevés : 
· Le temps de développement est important
· Les méthodes avec appariement d’ions sont plutôt réservées aux machines dédiées
· La préparation des échantillons est  +/- longue
· Pour certaines méthodes il n’y a pas de séparation entre leu et ile
· Faut-il faire la calibration  sur 2 points ou 5 points ?
·  Problème de robustesse et de coût des colonnes
·  Les CV sont supérieurs à ceux obtenus par la technique de CEI
· L’étalonnage  pose un problème: beaucoup utilisent les étalons « Recipe » mais il n’y a pas de cystine d’où la nécessité  de faire 2 calibrations.
· Le coût est variable selon les solutions choisies (kit  environ 14 euros /patient, la solution Waters est moins onéreuse mais est  utilisée sur une machine dédiée Waters, s’assurer du SAV ou l’adapter sur autre machine).
- Conclusions : aucune conclusion évidente pour les labos qui ont plus de 1000 échantillons par an, pour les activités plus faibles, la CEI reste une bonne méthode.


 Filière G2M, C. Vianey-Saban, Lyon. Voir diaporama
Site internet http://www.filiere-g2m.fr (Aline Cano/ David Cheillan)
Christine Saban est la représentante des labos.
Le recensement des laboratoires ne sera pas fait sur le site de la filière, il est convenu d’utiliser le site Orphanet. Christine propose à Orphanet une réunion téléphonique (avec JF Benoist et MH Read) pour demander :
Remplacer « Biochimie Génétique » par « Biochimie spécialisée » et créer trois sous-chapitres :
· Dosage de métabolites spécifiques
· Mesure spécifique d’activités enzymatiques 
· Etudes fonctionnelles
Comme pour la génétique préciser le contexte pour chaque type de test :
· Diagnostic anténatal
· Diagnostic post-natal
· Diagnostic pré-symptomatique
· Dépistage néonatal
· Suivi thérapeutique (à ajouter)

Ne pas détailler pour chaque sous-chapitre le nom du métabolite, de l’enzyme ou du test fonctionnel, ni le milieu biologique, au moins dans un premier temps, mais peut-être indiquer « contacter le  laboratoire ».
En pratique, suite à la réunion téléphonique chacun rentrera ses données dans le site selon le format accepté par Orphanet.    Les mises à jour seront annuelles.



Validation de méthode quantitative de dosage des acides organiques urinaires (Laetitia Van Noolen, Grenoble) selon norme NF EN ISO 15189 (voir diaporama)
Cette étude a fait l’objet d’un mémoire de DIU
Validation du dosage de 13 AO (selon les recommandations de la SFEIM : Acides lactique, glycolique, 3-OH-propionique, 3-OH-butyrique, 3-OH-isovalérique, méthylmalonique, éthylmalonique, fumarique, glutarique, adipique, 2-OH-glutarique, subérique, sébacique) avec 3 étalons internes : lactique 13C ; 3OHbutyrique 13C ; 4-phenylbutyrique).
Processus complexe avec dosage créatinine nécessaire en sous processus 1 et dosages AO en sous processus 2
Maitrise des risques les 5M, Points critiques, échelle de criticité, éléments à maitriser et moyens de maitrise. Plusieurs exemples donnés dans le diaporama.
Evaluation des performances :
Répétabilité : 8 dosages. CV<10%
Fidélité intermédiaire : 8 dosages. CV<15%
Exactitude  évaluée à partir des CQ externes. Biais globalement <30% et Z-Score<2
Incertitude de mesure  (calcul avec le niveau bas des CQ) : calculée avec la fidélité intermédiaire et l’exactitude (cf diaporama pour formule). Résultats entre 20% et 70% ! Conclusion : il faut davantage de CQ Externes, avoir au moins 2 ans de recul. 
Discussion : L’objectif, pour l’incertitude, c’est d’avoir un résultat proche de +/- 2écarts types ou  +/-2CVrepro. On pourrait préférer un calcul de l’incertitude à partir de l’étalon (formule étalon/CQI), mais on n’a pas d’étalon du commerce. Il faudrait alors peut être tenir compte de l’incertitude de pesée (balance). Si l’incertitude de pesée est <25% de l’incertitude de la fidélité intermédiaire, alors elle est négligeable. 
Etendue de mesure : Les limites supérieures de quantification obtenues pour certaines molécules sont très élevées (ex : lactate : 8300microM). Ils ont réalisé une régression quadratique.
Quelles sont les performances acceptables (CV limites) ? : Une idée serait d’utiliser les performances actuelles des laboratoires, et arbitrairement décider de prendre la valeur qui correspond au 95eme percentile de la distribution des valeurs des laboratoires (=95% des laboratoires ont des CV inférieurs à « valeur limite »).
La calibration qui a été réalisée dans cette méthode était en 5 points.

Protocole mort inattendue du nourrisson (Elise Jeannesson-Thivisol, Nancy) voir diaporama
Mort inattendue du nourrisson (MIN) : 40/100 000 dont mort subite du nourrisson (MSN) 24/100 000 naissances en France.
Recommandations Françaises (2007) de l’HAS pour prise en charge des MIN de moins de 2ans : prélever du serum /plasma pour profil acylcarnitines, du sang + serum + LCR + urines congelés, du sang sur buvard.
L’enquête de la SFEIM  donne des résultats hétérogènes :
· Acylcarnitines : faites sur buvard plus fréquemment que sur plasma. Certains labos font des recherches en deuxième intention. Isabelle Redonnet fait remarquer qu’il faudrait conserver les buvards 2 ans car les MIN par déficit de la béta-oxydation sont possible jusqu’à l’âge de 2 ans.
E Jeannesson-Thivisol fait remarquer : 
· A Nancy une MCAD a été diagnostiquée sur un buvard de naissance et la récupération des buvards de naissance de la fratrie a permis de retrouver aussi un frère MCAD.
· L’absence d’augmentation de C0 en post mortem est anormale, C0 doit être élevée à cause de la lyse des autres acylcarnitines, si C0 est normale c’est qu’il y a  déplétion. 
Lyon a diagnostiqué deux VLCAD sur le profil post mortem et non sur le buvard de naissance ainsi qu’une LCHAD, fratrie connue.
· Acides organiques : faits sur urines, LCR (si pas d’urines)
· Acides aminés : faits sur sang, urines, LCR. Mais tout est faussé par l’hémolyse. R Garnotel fait remarquer que l’on peut répondre n’importe quoi si l’état des globules rouge n’est pas protégé. Le seul acide aminé que l’on peut rendre est la citrulline. JF Benoist  propose comme compte rendu : « permet d’exclure une citrullinémie mais ne permet pas de conclure ».
· Ammoniémie : est fausse aussi.
En conclusion, les recommandations sont : prélever du sérum pour acylcarnitines ou du sang total sur buvard (en fonction du labo et de ses habitudes), si on a des urines on fait les acides organiques (rechercher : acide orotique, N-acetylaspartique, 4-OHbutyrique, thymine, méthylmalonique) mais on a rarement des urines, récupérer des fibroblastes (on peut les recueillir jusqu’à 24h après le décès et la biopsie se conserve 1 semaine à +4°C).
JF Benoist demande si les urgentistes sont sensibilisés, MH Read propose que chaque centre collecte ses données. E Jeannesson-Thivisol va coordonner les résultats pour une communication orale à la SFEIM en Juin 2017 à Bordeaux.


Nomenclature des actes en métabolisme.  R. Garnotel, Reims & JF. Benoist, Paris.
Cela fait 2 ans que l’on est sur la liste complémentaire. Il faut faire les dossiers pour prouver l’utilité  des analyses et passer à la nomenclature.
A faire : des groupes de 2 ou 3 personnes qui prépareront un dossier par analyse : CAO, CAA, ACN. 
A faire : se mettre d’accord sur ce que l’on met dans « le profil métabolique ».
A faire : se mettre d’accord sur ce que l’on met dans « enzymes »: tout ce qui est culture cellulaire avait été éliminé il y a 3 ans car pris en charge par les biobanques, or c’est pour la recherche. JF Benoist propose de construire une analyse globale qui intègrerait les mesures d’activité enzymatique.
Réunion le 14 décembre avec 2 représentants à la SFEIM : R Garnotel (titulaire) et JF Benoist (suppléant). Après cette réunion R Garnotel nous enverra les items d’un RIHN simplifié. Lyon, Debré et Caen vont nous faire des propositions pour les analyses de code P060 à P069. 
Informations complémentaires : Les actes de la liste complémentaire devraient passer à la nomenclature OU quelque chose de similaire sans faire de dossiers complémentaires car ce sont des examens qui ont prouvé leur utilité depuis de nombreuses années. En revanche, il est indispensable de clarifier ce qui est mis sous les codes (certains actes sont cotés 5 fois plus cher dans un laboratoire que dans un autre !!!).
 

Conclusions 
- Projets non développés : Stérols, à envoyer par les labos concernés à G Briand
- Monique Fontaine et Anne-Frédérique Dessein de Lille continuent à recueillir les données des EEQ SAS/ SAU et CAOU quanti.
- Pour l’an prochain :
· acylcartinines  EDTA/héparine chez des patients. C Corne centralise les résultats et relance tout le monde
· plasmalogènes : Lille et Toulouse. G Briand centralise
· Stérols : G Briand centralise
· Corps cétoniques totaux : Grenoble et Caen et Bicêtre : mise en place d’un échange inter laboratoire.
· Stabilité des orgas : 12hT0, 24h, 48h à température ambiante et 4°Cfaire comme pour les acides aminés : +/- nitrites. centralisée par L Van Noolen, Grenoble qui relance tous les autres.
- JFB soulève le problème de la matrice ERNDIM pour le pipécolique et l’oxalique en GC et celui des CQI des acides aminés qui seraient moins bons que les pools maisons (ce sont des plasma dialysés et supplémentés), R Garnotel a remarqué un effet « flacon » pour les CQI acides aminés. On pourrait augmenter le CV de 4 % que l’on a donné. 
- MH Read demande si pour le LCR c’est aussi une matrice artificielle qui est utilisée. C’est le cas, la matrice est préparée par ERNDIM. La question est posée si l’on est accrédité sur une matrice, que faire pour les autres ? Dans la mesure où la dilution est différente pour les urines et le LCR, faut-il avoir une méthode différente ?
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