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/" INTRODUCTION )
La spectrométrie de masse est considérée actuellement comme la méthode de référence pour le dosage des stéroides dans
le sérum. L'analyse nécessite une préparation souvent manuelle de I'échantillon par précipitation des protéines suivie par
une extraction liquide-liquide ou solide-liquide, cette derniére pouvant s’effectuer en ligne directement sur I'analyseur (2D
LC-MS/MS). L’objectif du travail consiste a développer et valider une méthode de dosage de 5 stéroides : Testostérone (T) ,
Ad-androsténedione (D4), 170H-progestérone (170HP),11-désoxycortisol (11-DF), DHEA avec une préparation
completement automatisée de I'échantillon sur le systéme LCMS 8060 couplé au préparateur d’échantillons CLAM 2030
\(Shimadzu@). La méthode a été validée selon les recommandations de 'EMA (European Medicines Agency).
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/' RESULTATS ET DISCUSSION
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i 11-désoxycortisol 347,2 > 97,2 Répét: é Reproduct
(moyenne ng/mL, CV %) n=6 (moyenne ng/mL, CV %) n=30
m::HHS‘OHHHHHHHHHHH‘SIS“HHHHHH 6.0 6.5 70 mn
DHEA/\ 712> 2132 Loq L1 L2 L3 L1 12 L3
P s pos oot e min T 004 93 019 30 144 09 776 1,0 019 38 147 23 760 29
e Testosté 289,1 > 109,2
E estosterone pDa 007 106 028 30 124 12 105 09 026 3,2 109 1,7 88 24
50 55 60 65 70 "

. 170H-Progestérone /\ 3312 > 1091 170HP 010 35 030 22 151 23 88 14 028 39 146 20 835 26
= . .. 11DF 009 11 032 42 146 19 99 08 02 55 133 38 820 55
. 50 55 6.0 6.5 70,

1m00- 287,2 > 97,1

§ A4—androsténedione/\ DHEA 079 87 192 84 111 1,7 376 3,6 185 81 122 47 395 53
o 50 5.5 6.0 6.5 70

Les coefficients de variation (CV %) obtenus sur 3 niveaux de contr6les pour la répétabilité et la reproductibilité sont tous
inférieurs a 10 %, aux CV limites établis par RICOS et en accord avec les méthodes précédemment décrites utilisant une
méthode manuelle. Les limites de quantification assimilées au premier point de gamme
(LOQ) sont satisfaisantes et adaptées pour doser les échantillons
pédiatriques.
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La nouvelle méthode LC-MS/MS a été comparée avec les trousses
RIA utilisées jusqu’alors au laboratoire avec extraction préalable du
| sérum par I'éther éthylique (Beckman®). Pour la testostérone, chez
Testostsrone HonmeRAGgiml) ~ I’nOmmee, les résultats sont comparables avec la RIA alors que chez
la femme et I'enfant, la LC-MS/MS présente un biais moyen de -11
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2 : 2g %. La Ad-androsténedione présente en LC-MS/MS un biais important
ﬁg,{ 33 T de -38 % par rapport a la RIA et la 170HP un biais de + 28 %. Ceci
SR gz I s’explique par un manque de spécificité des anticorps utilisés en RIA
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g 7 ;E 4 = et nécessite I'utilisation de valeurs de référence adaptées a la LC-
| ! MS/MS avec un dialogue clinico-biologique.
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CONCLUSION
La préparation automatisée montre des performances analytiques similaires aux études précédentes [1,2]. Elle permet de réduire
LIe volume de sérum nécessaire et un gain de temps pour le rendu du résultat. y
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