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Avis — validité analytique
1. INFORMATION GENERALE

1.1. Demandeur : Centre hospitalier universitaire Sainte-Justine

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes responsables de
I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une recherche documentaire
complémentaire selon les données disponibles au moment de I'évaluation de I'analyse
par 'INESSS.

Conflits d’intéréts

Tous les membres du comité ont participé aux délibérations et aucun ne s’est retiré au
moment de formuler la recommandation.




INTRODUCTION

L’avis intitulé Détermination de la concentration du facteur IX par méthode
chromogéne a été transmis au ministre de la Santé et des Services sociaux le

3 aolt 2017 et publié le 2 octobre suivant. Cet avis avait pour objectif d’évaluer
I'ajout au Répertoire québécois et systéme de mesure des procédures de biologie
médicale, ci-aprés nommé Répertoire, d’'une nouvelle analyse permettant de
déterminer, par la méthode chromogene, la concentration du facteur IX
antihémophilique structurellement modifié chez des patients atteints

d’hémophilie B traités pour un déficit en facteur IX de coagulation.

Dans son avis, 'INESSS a recommandé l'introduction de I'analyse au Répertoire
en précisant que cette introduction est conditionnelle a la production de données
locales de validation de la trousse.

Suite a la publication de l'avis, le centre demandeur a transmis a 'INESSS des
données de validation et I'objectif du présent avis est de présenter ces données. |
est a noter que la trousse utilisée par le demandeur a été homologuée par Santé
Canada depuis la parution du premier avis.



RESUME DE L’EVALUATION PRECEDENTE

Les détails de I'’évaluation menée en phase | par 'INESSS sont présentés dans le

tableau 1.

Tableau 1 Résumé exécutif de I’évaluation de I'utilité clinique en phase |

Détermination de la concentration du facteur IX
par méthode chromogene

Demandeur

CHU - Hépital Sainte-Justine

Objectif de
I’analyse

L’analyse chromogéne est une méthode de dosage en deux temps qui
permet de déterminer la concentration d’un facteur IX antihémophilique
recombinant structurellement modifié lors du suivi des patients atteints
d’hémophilie B traités pour un déficit en facteur IX de coagulation.

Situation
actuelle

Actuellement, la méthode chronométrique en un temps est utilisée pour
établir le diagnostic et pour effectuer le suivi des patients traités. Les
principaux obstacles a la méthode chronométrique en un temps résident
dans I'hétérogénéité des techniques utilisées et la variabilité intra et
inter-laboratoires. Malgré cette variabilité, les méthodes chromogéne et
chronométrique en un temps sont comparables en termes de résultats
en ce qui concerne le dosage du facteur IX endogéne de méme que
dans le plasma de patients traités avec des facteurs de coagulation
dérivés du plasma. Cependant, des variations de plus grande envergure
ont été mises en évidence entre ces deux méthodes lorsqu’il s'agit de
déterminer la concentration plasmatique du facteur IX chez des patients
traités avec des produits de remplacement recombinants.

Nombre
d’analyses
prévues

Le demandeur estime qu’environ 80 analyses sont effectuées
annuellement au Québec et que ce nombre augmentera de maniére
considérable dans les prochaines années avec l'arrivée sur le marché
d’autres concentrés de remplacement structurellement modifiés.

Validité
analytique

L’analyse proposée consiste en une trousse commerciale non
homologuée. Les données fournies par le fabricant de la trousse
indiquent que la répétabilité des résultats est de 2,4 % et que leur
reproductibilité se situe entre 5,6 % et 6,4 %.

Impact
budgétaire

Les codts liés a l'introduction de I'analyse au Répertoire sont d’environ
600 $ par année pour les trois prochaines années.

Positions et
orientations
d’organismes

Le MASAC (Medical and Scientific Advisory Council) du NHF (National
Hemophilia Foundation) favorise I'utilisation de la méthode chromogéne
pour déterminer la concentration plasmatique du facteur IX pour le suivi

d’intérét de patients traités avec des concentrés antihémophiliques recombinants.
Enjeux Lors de la publication de ce premier avis, aucune trousse commerciale

ticuli normalisée n’était homologuée a des fins de diagnostic pour la
particuliers | gatermination de la concentration du facteur IX.




4.1.

4.2.

ANALYSE EVALUEE

Description de la méthode

La méthode chromogéne est une méthode en deux étapes qui mesure la
concentration plasmatique du facteur IX. Cette technique exploite la capacité du
facteur IX d’agir comme un cofacteur dans l'activation du facteur X.

Dans un premier temps, I'’échantillon a tester est incubé en présence de
thrombine, de phospholipides, de calcium et du facteur VIII activé. Tous les
composants sont alors en exces dans le milieu réactionnel, excepté le facteur IX
qui est le facteur limitant de la réaction. Un complexe est ensuite formé avec les
facteurs IX et VIII activés et les phospholipides.

Dans un second temps, ce complexe active le facteur X. Du facteur X activé est
alors généré en quantité proportionnelle a la quantité du complexe FVIII-FIX-
phospholipides contenu dans I'’échantillon. Le facteur X activé entraine le clivage
d’'un substrat chromogéne et I'apparition d’'une coloration induite par la libération
de p-nitroaniline qui est mesurée par densité optique a la longueur d’'onde de
405 nm comme lillustre la figure 1.

PPL+ Ca**
FIXa + FViila +FiXa ——> [FIXa—FVllla—PPL]

+ Trombine -
Ca

activation des réactifs

—> FXa

FVIII humain+ FX humain l
—> Peptide +pNA
N
substrat chromogéne
Figure 1 Principe de la méthode chromogéne pour le dosage du

facteur IX

Abréviations : FIX : facteur IX; FIXa : facteur IX activé; FVIII : facteur VIII; FVIlla : facteur VIII activé; PPL :
phospholipides; Ca** : calcium; FX : facteur X; FXa : facteur X activé; Sxa-11 : substrat chromogéne spécifique pour
le facteur X activé; pNA : p-nitroaniline.

Source : figure adaptée de Nodia BV. Biophen FIX [site Web], disponible & :
https://www.nodia.be/site/biophen-fix/ (consulté le 24 mai 2018).

Homologation
Depuis la publication de I'avis, la trousse Biophen FIXMC de la compagnie Hyphen
BioMed a été homologuée par Santé Canada le 27 octobre 2017 (no. 99925).


https://www.nodia.be/site/biophen-fix/

5.1.

DONNEES DE VALIDITE ANALYTIQUE

Données fournies par le demandeur

Le demandeur a produit des données de validation concernant la détermination du
facteur IX par I'analyse chromogene en utilisant un plasma humain normal
standard (Siemens lot #556708) dont la valeur attendue est 92 Ul/dIl, un plasma
humain pathologique standard (Siemens lot #503260) dont la valeur attendue est
36 Ul/dl, et un échantillon de plasma provenant d’un patient atteint d’hémophilie B
(identification K8010404) dont la concentration attendue est inférieure a 5 Ul/dlI.

Les valeurs obtenues des échantillons de plasma testés ont été comparées a deux
courbes d’étalonnage (concentrations élevées et faibles) STA Unicalibrator
(REF 00675, lot #252572) de la compagnie Stago.

La variabilité inter-essais et intra-essai a été évaluée en dosant deux plasmas
humains standards (normal et pathologique) ainsi qu’un plasma d’un patient

hémophile.

Reproductibilité

La reproductibilité a été évaluée a partir de 4 essais distincts (tableau 2).

Tableau 2 Données de reproductibilité

PLASMA HUMAIN STANDARD

PLASMA PATIENT

VALIDATION Normal Pathologique Hémophilie B
INTER-ESSAIS | giemens lot #556708 | Siemens lot #503260 ID : K8010404
(n=3) (n=23) (n=3)
Essai #1 104 41 S.0.
Essai #2 104 37 1,54
Essai #3 102 40 1,36
Essai #4 S.0. S.0. 1,86
Valeur attendue
uirdl) 92 36 <5
Variation acceptée
) S.0. 27-45 S.0.
Moyenne 103 39 1,6
Ecart-type 1,21 2,26 0,25
% CV 1 6 16

Abréviations : n : nombre d’essais; Ul : unité internationale; dl : décilitre; CV : coefficient de variation; s.o. : sans objet.

Les résultats montrent des coefficients de variation de 1 %, 6 % et 16 %
respectivement pour les plasmas standards (normal et pathologique) et pour le
plasma du patient hémophile.




Répétabilite

La répétabilité a été évaluée a partir de I'essai #3 (tableau 3).

Tableau 3 Données de répétabilité
PLASMA HUMAIN STANDARD PLASMA PATIENT
I\KI'?'LRIAD\AI%-ggXII Normal Pathologique Hémophilie B
: Siemens lot #556708 Siemens lot #503260 ID : K8010404
(n=8) (n=8) (n=28)
99 35 1,4
100 37 1,4
102 40 1,4
Echantillons de 100 38 1,4
lessai #3 105 42 1,3
103 40 1,4
105 43 1,4
101 42 1,3
Valeur attendue
(uidly 92 36 <5
Variation acceptée )

i) S.0. 27-45 S.0.
Moyenne 102 40 1.4
Ecart-type 2,36 2,94 0,02

% CV 2 7 1

Abréviations : n : nombre d’échantillons; Ul : unité internationale; dl : décilitre; CV : coefficient de variation; s.o. : sans objet.

Les résultats montrent des coefficients de variation de 2 %, 7 % et 1 %
respectivement pour les plasmas standards (normal et pathologique) et pour le
plasma du patient hémophile. Les données des essais #1, 2 et 4 se retrouvent
détaillées en annexe.

RESUME DE LA DELIBERATION

Comme cette analyse est réalisée a partir d’'un test normalisé (trousse
commerciale approuvée par Santé Canada), le CSABM ne demandera pas de
données de Vvérification analytique supplémentaire comme c'est le cas pour les
tests développés en laboratoire (LDT) ou des données de validation analytique
sont nécessaires.



7. RECOMMANDATION DE L’INESSS

DETERMINATION DE LA CONCENTRATION DU FACTEUR IX PAR METHODE
CHROMOGENE

La recommandation de PINESSS

Considérant que I'utilité de I'analyse a déja été reconnue et qu'il s'agit d'une
évaluation en phase Il, les données de validation analytique ont été jugées :

Complétes

[J Incomplétes

Précisions accompagnant la recommandation

e |l estimportant de mentionner a I'établissement demandeur (désigne)
que les tests normalisés doivent étre utilisés en conformité avec les
spécifications du fabricant (sans modification au protocole), sans quoi
elles sont considérées comme LDT (norme ISO 15189).




ANNEXE

ESSAI #1
PLASMA HUMAIN STANDARD
I\IG?'II_?IADAI\E-ggkll Normal Pathologique
Siemens lot #556708 | Siemens lot #503260
(n=4) (n=23)
101 42
. . 112 40
Echantillons 102 a1
101
Valeur attendue
Uil 92 36
Variation acceptée
(UI/dl) S.0. 27-45
Moyenne 104 41
Ecart-type 5,09 0,74
% CV 5 0,02

Abréviations : n : nombre d’échantillons; Ul : unité internationale; dl : décilitre; CV : coefficient de variation; s.o0. : sans objet.

ESSAI #2
PLASMA HUMAIN STANDARD PLASMA PATIENT
I\IG'?'II_?IADAI\E-QSRII Normal Pathologique Hémophilie B
Siemens lot #556708 | Siemens lot #503260 ID : K8010404
(n=28) (n=7) (n=7)
101 37 1,6
106 37 1,6
106 37 1,6
. . 103 34 1,6
Echantillons 102 36 12
104 36 1,6
103 38 1,6
105
Valeur attendue
urd 92 36 <5
Variation acceptée
uIdl) S.0. 27-45 S.0.
Moyenne 104 37 15
Ecart-type 1.92 1,48 0,13
% CV 2 4 9

Abréviations : n : nombre d’échantillons; Ul : unité internationale; dl : décilitre; CV : coefficient de variation; s.o. : sans objet.



ESSAI #4

PLASMA PATIENT

VALIDATION Hémophilie B
INTRA-ESSAI ID : K8010404
(n=3)
1,8
Echantillons 1,9
1,9
Valeur attendue <5
(uidh
Variation acceptée so
(Uil o
Moyenne 1,9
Ecart-type 0,04
% CV 2

Abréviations : n : nombre d’échantillons; Ul : unité internationale; dl : décilitre; CV : coefficient de variation; s.o. : sans objet.
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