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Résumé

Ce travail présente le développement d’une méthode de référence
pour le dosage du fer dans du sérum par ICP-MS. Afin d’assurer la
tracabilit¢ métrologique des résultats, la dilution isotopique associée
a 'ICP-MS (DI-ICP-MS) a été mise en place. De plus, cette mé-
thode a I'intérét d’étre une méthode primaire. La validation de la mé-
thode a été réalisée par 1'utilisation d’un matériau de référence certi-
fi¢ (SRM 1598a) et la participation a une comparaison internationale
entre laboratoires nationaux de métrologie (BIPM-CCQM KI107). La
méthode validée est maintenant utilisable par les laboratoires d’analyse
biomédicale pour évaluer leurs capacités de mesure ou par ceux qui
menent des actions d’assurance qualité ou de controle qualité. En effet,
cette méthode DI-ICP-MS peut étre utilisée pour certifier des matériaux
de référence ou pour attribuer des valeurs de référence aux échantillons
utilisés dans le cadre d’essais d’aptitude. La faisabilité a été testée
sur deux échantillons inconnus, le BCR®-637 de 'IRMM et I’échan-
tillon B17 de I’ANSM (matériau distribué au cours d’un programme du
contrdle national de qualité des analyses de biologie médicale).

MOTS CLES : TRACABILITE METROLOGIQUE, DILUTION
ISOTOPIQUE, FER, SERUM, ICP-MS, METHODE PRIMAIRE,
ANALYSE BIOMEDICALE.

Abstract

This work presents the development of a reference method by
ICP-MS for the determination of iron in serum. To ensure the metrolog-
ical traceability of the results, isotope dilution associated with ICP-MS

(ID-ICP-MS) has been applied, which has the potential to be a pri-
mary measurement procedure. Method validation has been demon-
strated through the use of a certified reference material (SRM 1598a)
and the participation in an international comparison between National
Metrology Institutes (BIPM-CCQM K107). The validated method is
now available to support clinical laboratories in the evaluation of their
measurement capabilities and for quality assurance and quality control
programmes. In fact, this ID-ICP-MS method can be used to certify ref-
erence materials or to assign reference values to samples used in profi-
ciency testing schemes. The feasibility has been tested on two unknown
samples, i.e. BCR®-637, IRMM sample and an ANSM B17 sample (a
material distributed during a National Quality Control programme).

KEY WORDS: METROLOGICAL TRACEABILITY, ISOTOPE
DILUTION, IRON, SERUM, ICP-MS, PRIMARY MEASUREMENT
PROCEDURE, BIOMEDICAL ANALYSIS.

1. Contexte de I’étude

Le fer est un élément essentiel pour les organismes
vivants qui 1’utilisent pour la synthése de protéines res-
ponsables du transport de I’oxygene (hémoglobine Hb,
myoglobine Mb) ainsi que pour la formation des en-
zymes contenant du fer. Chez I’étre humain, il existe
principalement sous des formes complexes liées a des
protéines. Ces ferroprotéines peuvent étre classées en
trois groupes : les composés contenant un noyau heme
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(Hb, Mb), les enzymes hémiques (cytochrome ¢ peroxy-
dase) et les composés non hémiques (ferritine Ft, trans-
ferrine Tf, enzymes flavines-fer) [1], avec une répartition
type du fer de 60 % provenant de I’Hb, 25 % stockés es-
sentiellement sous forme de ferritine et enfin 15 % liés
a la Mb contenue dans les tissus musculaires [1]. Son
transport dans le sérum se fait principalement apres fixa-
tion sur la transferrine [2]. Le fer transporté sert a la
synthese de protéines mais aussi a 1’approvisionnement
des réserves en cet élément. Les principaux tissus de sto-
ckage cellulaire du fer sont le foie, la rate et la moelle
osseuse. L’apport nutritionnel recommandé est de 8 mg
par jour pour un adulte (cette quantité est de 18 mg par
jour pour les femmes ménopausées). L’ apport maximal
toléré est de 45 mg par jour [3]. Un adulte peut ainsi avoir
entre 3 g et 4 g de fer dans son organisme [4]. Les valeurs
physiologiques du fer dans 1’organisme sont comprises
entre 10 pmol-L~" et 30 pmol-L~! [5].

La conséquence la plus connue d’une carence en fer
est I’anémie (teneur en fer inférieure a 5 um01~L‘1 [6h
qui est le résultat d’un stade avancé de carence. Cepen-
dant, d’autres maladies peuvent étre rencontrées avant
I’apparition de I’anémie, notamment, un état de fatigue
physique et mentale due a une diminution du stockage de
I’oxygene [7]. Dans le cas d’un exces de fer dans 1’or-
ganisme, I’hémochromatose est la maladie la plus répan-
due (teneur en fer supérieure 2 30 umol-L~" [8]). C’est
une maladie génétique due a un dysfonctionnement du
stockage du fer qui entraine son accumulation princi-
palement dans le foie [9]. Sans traitement, cette mala-
die peut entrainer des atteintes hépatiques séveres (cir-
rhose, cancer hépatocellulaire), un dysfonctionnement
sexuel... [10].

Le dosage du fer est largement réalisé par les la-
boratoires de biologie médicale : en 2014, 5,3 millions
d’analyses pour le dépistage de I’anémie ont été effectués
(7,3 millions d’euros remboursés) [11].

Compte-tenu de la gravité des pathologies associées
aux teneurs anormales en fer et du nombre important
d’analyses effectuées, la fiabilité des résultats de me-
sure pour le dosage du fer représente donc un enjeu ma-
jeur afin de disposer d’un diagnostic fiable et d’adap-
ter au mieux les traitements. C’est dans cet objectif
qu’en France, la réforme de la biologie médicale, adop-
tée en 2013, rend obligatoire 1’accréditation par le Comité
francais d’accréditation (Cofrac) de tous les laboratoires
de biologie médicale selon la norme NF EN ISO 15189
d’ici 2020 [12]. Cette norme implique que les labora-
toires disposent d’un matériau ou d’une méthode de réfé-
rence qui permettent de garantir la tragabilité des mesures
au Systeéme international d’unités (SI) [13]. Cependant, il
n’existe ni méthode de référence, ni matériau de référence
répertoriés sur le site du JCTLM (CIPM, IFCC and ILAC
Joint Committee for Traceability in Laboratory Medecine
pour le dosage du fer dans du sérum humain [14]. Ce co-
mité a été créé en 2002 en réponse a la mise en ceuvre de
la Directive européenne 98/79/CE relative aux dispositifs
médicaux de diagnostic in vitro. 1l existe toutefois, a notre
connaissance, deux matériaux de référence certifiés en fer

dans du sérum. Le SRM 1598a Inorganic constituents in
animal serum du NIST (laboratoire national de métrolo-
gie des Etats-Unis) est certifié par une méthode primaire
(analyse par activation neutronique). Le JCCRM 322-5
Serum iron (sérum humain) est certifié par la méthode de
référence définie par I’ International Council for Standar-
dization in Haematology (ICSH), qui n’est pas tracable
aux unités SI. [15].

2. Meéthodes analytiques employées pour la mesure
du fer dans le domaine biomédical

A ce jour, il existe différentes méthodes de dosage du
fer que I’on peut classer en trois groupes : les méthodes
colorimétriques, les méthodes par spectrométrie d’ab-
sorption atomique et les méthodes par spectrométrie de
masse [16]. Les techniques colorimétriques et par spec-
trométrie d’absorption atomique sont utilisées en routine
dans les laboratoires de biologie médicale. Les méthodes
utilisant la spectrométrie de masse ne sont quasiment uti-
lisées qu’au sein de laboratoires de référence et de labo-
ratoires nationaux de métrologie (LNM).

Les méthodes colorimétriques reposent sur 1’ajout
d’un chromogene a I’échantillon qui va se complexer
avec le fer ferreux (Fe(Il)) présent. Le complexe co-
loré est ensuite mesuré par spectrophotométrie. La mé-
thode de référence définie par I'ICSH consiste a récu-
pérer le surnageant d’une solution contenant du sérum
et un agent de déprotéinisation (utilisé afin de disso-
cier le fer ferrique, Fe(Ill) li¢ aux protéines), auquel
est ajoutée la solution du chromogene disodium-4,7—
diphényl-1,10-phénanthroline disulfonate (bathophénan-
throline). Ce mélange est analysé par spectrophotométrie
a 535 nm [15]. 1l existe un trés grand nombre de chromo-
genes. Les plus répandus sont :

— Féréne : disodium 3-(2-pyridyl)-5,6-bis-[2-(5-furyle
acide sulfonique)]-1,2,4-triazine.

— Ferrozine : 3 - (2-pyridyl) -5,6-bis- (5-phényle acide
sulfonique)] -1,2,4- triazine.

— TPTZ : [2,4,6-tri-(2-pyridyl)-5-triazine].

Leurs longueurs d’onde respectives de lecture sont
562 nm, 593 nm et 595 nm. Ce type de méthode est fa-
cile a mettre en ceuvre, rapide et représente un faible coft.
Le principal inconvénient de cette méthode est le risque
d’une mauvaise estimation de la concentration en fer. En
effet, les sources d’erreurs sont principalement au niveau
du prétraitement initial des échantillons, notamment la
dissociation incomplete du fer lié aux protéines, la co-
précipitation du fer avec des protéines et la réduction in-
complete du Fe(II) en Fe(II) [17]. De plus, la présence
d’autres composés dans le sérum comme la bilirubine
et les lipides peut créer des interférences spectrophoto-
métriques [18, 19]. Enfin, certains chromogenes utilisés,
comme le ferrozine, réagissent également avec le cuivre.
Cependant, a des concentrations physiologiques, cette er-
reur reste faible [15].
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La spectrométrie d’absorption atomique est une tech-
nique ou I’atome absorbe un quantum d’énergie lumi-
neuse correspondant a une longueur d’onde spécifique
et entrainant 1’excitation de cet atome. La mesure de
la quantité de lumiere absorbée permet de déterminer
la concentration de 1’élément dans I’échantillon (loi de
Beer-Lambert). L’ échantillon est analysé apres dilution et
I’ajout d’un acide [20]. La longueur d’onde utilisée pour
la détection du fer est de 248,3 nm. C’est une technique
robuste, facile a mettre en ceuvre et spécifique qui per-
met également I’analyse d’autres métaux. Cependant, la
gamme de travail est limitée, ce qui oblige une dilution
des échantillons de concentrations élevées [21].

Afin de pallier les différentes contraintes rencontrées
avec les méthodes de routine, la spectrométrie de masse
couplée a une source plasma a courant induit (ICP-MS)
peut étre utilisée. Cette technique repose sur la détection
d’ions mono-atomiques en analysant leur rapport masse
sur charge. Cette méthode possede les avantages d’étre
multi élémentaire, d’avoir d’excellentes limites de détec-
tion (de 1’ordre de 1 ng-L™!) et de permettre la mesure
de rapports isotopiques [22]. Un de ses inconvénients
est ’existence d’interférences spectrales qui peuvent af-
fecter la mesure : polyatomiques (par exemple, °Fe :
40Arl®0O™) et isobariques (par exemple, **Fe : “®Ni). Ces
interférences peuvent étre en partie éliminées en utilisant
une cellule de collision/réaction (CCT), un ICP-MS haute
résolution ou des corrections mathématiques [23]. Plu-
sieurs méthodes de quantification peuvent étre utilisées :
I’étalonnage externe, les ajouts dosés et la dilution iso-
topique [24-27]. L’étalonnage externe présente 1’incon-
vénient de ne pas corriger les effets de matrices tandis
que la méthode par ajouts dosés est complexe & mettre en
ceuvre. En associant la dilution isotopique (DI) a I’ICP-
MS, des déterminations exactes et précises peuvent étre
effectuées pour les éléments qui ont au moins deux iso-
topes libres d’interférences spectrales. La DI permet de
compenser de nombreuses sources d’erreur, dont la perte
d’échantillon pendant le processus de préparation. Un
avantage majeur de cette approche par rapport aux pro-
cédures d’étalonnages classiques est qu’elle peut com-
penser des effets tels que les fluctuations du plasma, les
instabilités de I'instrument et les pertes d’analytes [28].
Cette caractéristique est d’'une grande importance pour
la détermination de nombreux éléments dans des échan-
tillons biologiques, ou des effets de matrice importants
sont couramment observés [22, 28]. La DI-ICP-MS est
ainsi utilisée pour analyser un grand nombre d’éléments
comme le calcium (Ca), le cuivre (Cu), le potassium
(K) dans le sérum humain [22,29, 30]. D’autres matrices
comme le sang, I’urine, le foie, le rein peuvent aussi étre
analysées [28].

Le Comité consultatif pour la quantité de matiere
(CCQM) du CIPM (Comité international des poids et me-
sures) considere la DI comme une méthode primaire pour
la détermination de la teneur d’un élément [31]. L’incer-
titude globale peut étre facilement déterminée sur la base
de I’équation de mesure. Si elle est appliquée correcte-
ment, la DI peut directement relier le résultat de mesure
au SI avec des incertitudes significativement plus petites

Tableau 1
Récapitulatif des informations relatives aux quatre échantillons

étudiés.
, . . Concentration en
Echantillon Type de matrice fer (en pmol L")
NIST SRM Sérum congelé,
1598a d’origine animale 301+ 1L1k=2)
ERM®-DA Sérum congelé,

120a d’origine humaine 9.5£04 (k=22

BCR®-637 d’Sér.u{n congelf.’:, _

origine humaine
Sérum lyophilisé,
d’origine humaine

B17 244 +£0,8

que celles obtenues par d’autres méthodes. C’est pour
cette raison que 1’objectif du travail présenté dans cet ar-
ticle est le développement et la validation d’une méthode
de référence pour le dosage du fer sérique par DI associée
a'ICP-MS.

3. Matériels et méthodes analytiques mis en ceuvre
3.1. Echantillons étudiés

Les quatre échantillons analysés sont des sérums
d’origines animale et humaine. Le premier échantillon est
un matériau de référence certifié du NIST (SRM 1598a)
constitué d’un sérum congelé d’origine animale (mé-
lange de sérum bovin et porcin) certifié pour différents
éléments dont le fer. Les trois autres échantillons sont
des sérums d’origine humaine. L’échantillon « ERM®-
DA 120a Frozen human serum — trace metals » de 1’ insti-
tut national de métrologie du Royaume-Uni (LGC) est un
sérum congelé certifié en cuivre (Cu), sélénium (Se) et
zinc (Zn). L’échantillon « CRM BCR®-637 Human se-
rum » est un sérum congelé certifié en aluminium (Al),
sélénium (Se) et zinc (Zn) par I'IRMM (Institute for Re-
ference Materials and Measurements, UE). Le dernier
échantillon « B17 » a été fourni par I’ANSM (Agence
nationale de sécurité du médicament et des produits de
la santé) a I’occasion d’un contrdle national de qua-
lit¢ des analyses de biologie médicale effectué en dé-
cembre 2012 [32]. Il se présente sous forme lyophili-
sée. Le tableau 1 récapitule les informations relatives aux
échantillons utilisés.

Pour homogénéiser la présentation des concentra-
tions en fer, I'unité utilisée est « la micromole par litre »
(umol-L™1). Si besoin, la conversion de ’unité en « mi-
crogramme par litre, pug-L~! » se fait en divisant par la
masse molaire exacte du fer (Mg, = 55,845 g-mol™1).

3.2. Préparation des étalons

La préparation des étalons se fait a partir d’un ma-
tériau de référence certifié de haute pureté pour le fer,
BNM-001 (LNE), (99,995 + 0,004) % (k = 2). Une
masse d’environ 50 mg est minéralisée dans un mélange
de 2 mL d’eau Milli-Q™ 18,2 mQ-cm™! (Millipore,
Allemagne) et de 3 mL d’acide nitrique (Optima qualité,
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67-69 %, 10 ng'L‘1 Fe, Fisher chemical, Canada). Apres
minéralisation complete, le volume total est complété
jusqu’a 50 mL avec de ’eau Milli-Q™. Cette prépara-
tion est effectuée deux fois afin d’obtenir deux solutions
meres de 1 000 ug-g~! en fer chacune. Six étalons sont
réalisés par pesée afin d’obtenir des solutions de concen-
tration en fer comprise entre 0,5 ng-g~' et 20 ng-g~!.
Deux étalons marqués, enrichis en isotope 5TFe, sont uti-
lisés : le premier sous la forme d’une solution marquée
certifiée en >’Fe a (10,05 + 0,17) mgkg™! (Certipur®
Reference Material Spike Solution, IRMM/Merck), le
deuxiéme sous la forme métallique enrichie en ’Fe
(Eurisotop, France). Une quantité de 50 mg de métal est
mise en solution dans un mélange de 3 mL d’H,0, 2 mL
d’HNOj; et 1 mL d’acide chlorhydrique (Optima qualité,
32-35 %, 10 ng-L‘1 Fe, Fisher chemical, Canada). Les
solutions obtenues sont d’environ 1 000 ug-g~' en fer.

3.3. Traitement des échantillons

Quatre échantillons sont préparés a partir de sérums
congelés (SRM 1598a, ERM®-DA 120a, CRM BCR®-
637) ou lyophilisé (B17). Pour les échantillons congelés,
aucune étape de mise en solution préliminaire n’est né-
cessaire. Pour I’échantillon lyophilisé, B17, une étape de
reconstitution est réalisée. Une quantité de 5 mL d’eau
est ajoutée directement a la poudre. La préparation des
échantillons doit tenir compte de la mise en ceuvre de
la dilution isotopique. L’étalon marqué doit étre ajouté a
I’échantillon le plus tot possible lors du traitement. Toutes
les étapes de préparation sont réalisées par gravimétrie
jusqu’a I’ajout de I’étalon marqué. Une quantité iden-
tique en échantillon et en étalon marqué, d’environ 0,15 g
20,30 g, est mise en présence de 2 mL d’HNOj3 (Optima
qualité) pour subir une digestion acide assistée d’un sys-
teme de micro-ondes Discover SP-D (CEM, France). Les
résidus de minéralisation sont ensuite repris dans 50 mL
d’eau Milli-Q™ afin d’obtenir une concentration finale
en fer comprise entre 5 ng-g~!' et 15 ng-g~!. Les échan-
tillons obtenus sont analysés par I[CP-MS.

Parallelement, une évaluation préliminaire de la te-
neur en fer des flacons Pyrex® (CEM, France) utilisés
pour la minéralisation est réalisée par ICP-MS. Pour cela,
avant chaque analyse, une série de dix blancs, conte-
nant 2 % d’HNOj dans 50 mL d’eau, est préparée selon
le méme protocole que pour les échantillons.

3.4. Détection par ICP-MS

La détection s’effectue avec un ICP-MS. Trois ins-
truments de mesure différents ont été utilisés dans cette
étude : Agilent 7700x ICP-Q-MS (Agilent Technolo-
gies, USA), iCAP Qc ICP-Q-MS (Thermo Fisher Scien-
tific, Allemagne) et ELEMENT XR™ ICP-MS (Thermo
Fisher Scientific, Allemagne). Des essais préliminaires
ont permis d’optimiser les différentes configurations uti-
lisées pour I’analyse du fer. Les deux premiers ICP-
MS sont de type quadripolaire avec une cellule de colli-
sion/réaction. La cellule est utilisée en mode réactionnel

Tableau 2

Parameétres de fonctionnement des instruments.

Parametres de I’Agilent 7700x ICP-Q-MS
Parametres du plasma Parametres d’acquisition
Puissance : 1 550 W Isotopes mesurés : °Fe,
Débit gaz vecteur : 1 L-min~! STFe
Débit gaz plasmagene : 15 L-min~!|Points par pics : 3
Débit gaz auxiliaire : 1 L-min~! Temps d’acquisition par
point : 4 s
Répétition : 5
Parametres de la cellule de collision/réaction
Débit H, : 5 mL-min™"

Biais CCT: -18 V
Biais quadripdle : —15 V
Parametres de I'iCAP Qc ICP-Q-MS

Parametres du plasma Parametres d’acquisition
Puissance : 1 550 W Isotopes mesurés : *°Fe,
Débit gaz vecteur : 1,05 L-min~!  [*’Fe
Débit gaz plasmagene : 14 L-min~![Nombre de balayage : 60
Débit gaz auxiliaire : 0,8-min~!  [Dwell time : 0,2 s
Répétition : 5
Parametres de la cellule de collision/réaction
Débit He : 4 mL-min™!
Biais CCT : -21 V
Biais quadripdle : —18 V

Parameétres de "TELEMENT XR™ ICP-MS
Parametres du plasma Parametres d’acquisition
Puissance : 1 550 W Isotopes mesuré s : °Fe,
Débit gaz vecteur : 1,06 L-min~!  [*’Fe
Débit gaz plasmagene : 16 L-min~![Temps d’intégration par
Débit gaz auxiliaire : 0,8 L-min~! |point : 0,05 s
Nombre de points par pic :
20
Nombre de balayage : 15
Répétition : 5

Parameétres haute résolution

Résolution : 4 500

Masse de 1’aimant : 55,934

Temps de stabilisation de ’aimant : 0,001 s

avec un débit d’hydrogéne de 5 mL-min~! pour I’instru-
ment Agilent 7700X. Pour I’instrument iCAP Qc, la cel-
lule est utilisée en mode collision avec un débit d’hélium
de 4 mL-min~". L’instrument ELEMENT XR est un ins-
trument a secteur magnétique utilisé en moyenne résolu-
tion (m/Am =~ 4 500). Les différentes caractéristiques des
instruments sont récapitulées dans le tableau 2.

Pour les trois instruments, les réglages des débits de
gaz, la position de la torche ainsi que celle de la lentille
ionique sont optimisés pour chaque analyse afin d’ob-
tenir une sensibilité maximale sur une solution multi-
élémentaire a 1 pg- L'

3.5. Dilution isotopique

La DI consiste a déterminer la concentration d’un élé-
ment (fer) dans un échantillon par 1’ajout d’une quantité
connue d’un étalon marqué de ce méme élément dont
la composition isotopique a été artificiellement modi-
fiée. Une fois 1’équilibre isotopique atteint, les rapports
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Etalon primaire de
haute pureté

A\

Echantillon

Etalon marqué

Détermination Détermination
des abondances Détermination des abondances
isotopiques des abondances isotopiques
isotopiques
DI-MS DI-MS
Inverse Directe

‘ Mesures isotopiques/ Normalisation ‘

‘ Détermination de la concentration ‘

Fig. 1. — Différentes étapes de réalisation de la dilution isoto-
pique utilisée comme méthode primaire.

isotopiques sont mesurés par spectrométrie de masse élé-
mentaire [33]. Il est nécessaire de bien choisir le rapport
isotopique mesuré pour mener la DI. On privilégie de pré-
férence deux isotopes libres d’interférents et ayant une
abondance naturelle élevée.

Pour cette étude, nous avons choisi le rapport isoto-
pique °Fe/>’Fe. Afin d’assurer le caractére primaire de
la méthode, une approche métrologique de la DI est par
ailleurs nécessaire. Le protocole fait intervenir plusieurs
étapes qui sont synthétisées dans la figure 1.

Il faut déterminer les abondances isotopiques de
I’échantillon, de I’étalon marqué (sp) et de 1’étalon de
haute pureté (eta). Ensuite, la concentration de 1’étalon
marqué (Cp, ng: g~ est calculée a partir de la mesure du
rapport des deux isotopes A et B (respectivement fer-56
et fer-57) dans le mélange entre 1’étalon primaire de haute
pureté et I’étalon marqué en utilisant I’équation (1) ; cette
étape est la DI inverse.

MeaCeta | RiKi(B)eta — (A)eta

Cop = 1
P Mspi (A)sp - RiKi(B)sp W

avec :

Meta (g), prise d’essai de la solution étalon
primaire ;

msp (8), masse d’étalon marqué pour la dilution

isotopique inverse ;

Cewa (ug-g™"), concentration de la solution étalon
primaire ;

Csp (ug~g" ), concentration de I’élément dans la solution
de I’étalon marqué ;

(A)eta (%), abondance naturelle de 1’isotope A dans
I’étalon primaire ;

(B)eta (%), abondance naturelle de I’isotope B dans
I’étalon primaire ;

(A)sp (%), abondance de I'isotope A dans 1’étalon

marqué ;

(B)sp (%), abondance de I’isotope B dans 1’étalon

marqué ;

R; (-), rapport isotopique pour la dilution isoto-
pique inverse ;

Ki (-), facteur de correction de dérive et de biais
en masse pour la dilution inverse.

La concentration de 1'élément a doser (Ceen
en ug-g~!) est calculée avec 1’équation (2) a partir de la
mesure du rapport des isotopes A et B dans le mélange
échantillon-étalon marqué ; cette étape est la DI directe.

Rde(B)sp - (A)sp

MspdCsp
A)ech — RaK4(B
Cech — ( )ech d d( )ech d (2)
Mech
avec :
Mgpa (8), masse d’étalon marqué pour la dilution
isotopique directe ;

Mech (g), prise d’essai de 1’échantillon;

Csp (ug~g"), concentration de 1’élément dans la solu-
tion de 1’étalon marqué ;

Ceeh (ng'g™!), concentration de  1’élément  dans

I’échantillon ;

(A)sp (%), abondance de I’isotope A dans I’étalon
marqué ;
(B)sp (%), abondance de I’isotope B dans 1’étalon

marqué ;

(A)ech (%),  abondance naturelle de I’isotope A dans

I’échantillon ;

(B)ech (%), abondance naturelle de I’isotope B dans

I’échantillon ;

R4 (), rapport isotopique pour la dilution isoto-
pique directe ;

K4 (-), facteur de correction de dérive et de biais
en masse pour la dilution directe ;

d (gmL7!), masse volumique de 1’échantillon.

Une normalisation des mesures des Ra/p est effectuée
pour prendre en compte le biais en masse du spectrometre
de masse. L’analyse d’un point de contrdle préparé a par-
tir de I’étalon de haute pureté permet de faire cette cor-
rection [34]. Enfin, la concentration de 1I’échantillon est
déterminée en combinant les équations (1) et (2).

3.6. Evaluation des incertitudes

La tracabilité des résultats de mesure ainsi que leur
comparabilité ne peuvent pas étre assurées si une in-
certitude ne leur est pas associée. La démarche retenue
pour ce travail repose sur la méthode analytique recom-
mandée par le Guide pour I’expression des incertitudes
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Tableau 3
Isotopie mesurée pour 1’étalon de fer d’Eurisotop.
Sife 56Fe 5TFe BFe
Ab(e):d(;:nce 0,0014+| 1,39+ | 96,63 + 1,97 +
k=2 | OO 0% | 0 o
Valeurs
Eul‘lSO.tOP 0.03 1,65 96,28 2,04
fournies
(%)

(GUM) [35]. L’incertitude est calculée par la loi de propa-
gation des incertitudes a partir du modele mathématique
décrivant I’ensemble du processus de mesure. Le modele
mathématique utilisé est I’équation générale (1) ou (2) de
la dilution isotopique. Les incertitudes ont été calculées a
partir du logiciel Wincert V.3.11.2002.0115 (Implex dé-
veloppé au LNE).

4. Résultats

L’ objectif est de développer et de valider une méthode
primaire pour le dosage du fer dans du sérum. Cette mé-
thode doit permettre un dosage fiable pour des concen-
trations physiologiques comprises entre 500 pg-L~!
et 1700 ug-L" [5]. Cette méthode de référence permettra
d’assigner des valeurs de référence tragables aux maté-
riaux d’étalonnage et aux échantillons de contrdle de qua-
lité, et aussi d’évaluer la justesse des méthodes de routine.
Un protocole métrologique de la dilution isotopique as-
sociée a I'ICP-MS (DI-ICP-MS) a été mis en place pour
atteindre cet objectif.

4.1. Caractérisation de I’étalon marqué

Pour s’assurer de la tracabilité des résultats de me-
sure, des étalons certifiés en isotopie et en teneur ont
été utilisés. Et I’étalon marqué >'Fe d’Eurisotop (labo-
ratoire non LNM) n’ayant pas été certifié suivant un pro-
tocole métrologique reconnu, a été caractérisé. Il a été
analysé une fois par mois, pendant six mois, en utilisant
les ICP-MS ELEMENT XR et iCAP Qc. Une moyenne
des valeurs obtenues (n = 6) a été calculée. Un test de
Cochran est réalisé afin d’éliminer les éventuelles valeurs
aberrantes de maniere statistique. L’incertitude élargie est
choisie avec un facteur d’élargissement, k, de 2. Les va-
leurs obtenues sont compatibles avec celles données par
le producteur du métal enrichi (tab. 3). Ceci indique que
I’isotopie de ce matériau est stable.

4.2. Evaluations préliminaires des concentrations en fer

Afin d’évaluer la gamme de concentrations dans
laquelle se situent les échantillons et d’adapter, en consé-
quence, la dilution isotopique aux échantillons, une es-
timation préliminaire de la concentration des échan-
tillons en élément fer est effectuée avec les ICP-MS
ELEMENT XR et iCAP Qc a I'aide d’un étalonnage

Tableau 4

Concentrations en fer de 1’échantillon « NIST SRM 1598a »
obtenues avec différents instruments.

ICP-Q-MS | ELEMENT | ICP-Q-MS
(Hy) XR™ (He)
Concentration
en fer 1653 £38 | 1629+46 | 1632+41
(ngL' k=2)
Biais (%) -2 -3 -3
Ecart
normalisé 0,76 1,35 1,28
(En)

externe puis en réalisant des ajouts dosés sur 1’échan-
tillon, pour une estimation plus précise (valeurs non
reportées).

De plus, I’évaluation de la contamination éventuelle
en fer des tubes de minéralisation donne une concen-
tration moyenne de 10 pg-L~'. Les tubes de minérali-
sation ayant une concentration en fer supérieure a cette
moyenne sont écartés.

4.3. Validation de la méthode

La validation de la méthode (justesse et incertitude) a
été réalisée par I’analyse de 1’échantillon « SRM 1598a »
et en participant a une comparaison interlaboratoire. Une
série de quatre réplicats du matériau SRM 1598a est pré-
parée et analysée sur les trois instruments de mesure
afin de s’assurer qu’il n’y a pas d’impact sur le résul-
tat final. La teneur en fer certifiée par le NIST est de
(1 680 + 60) ug'L‘1 (k = 2) avec une masse volumique
d’échantillon de (1,027 4 + 0,000 6) g'mL". Les résul-
tats reportés dans le tableau 4 sont les valeurs moyennes
des quatre réplicats pour chaque instrument de mesure
avec leurs incertitudes élargies de répétabilité (k = 2).

Les valeurs mesurées peuvent étre comparées a la va-
leur certifiée en utilisant 1’écart normalisé En [36].

EN — Céch - Ccert (3)

[ 2
UCseh T Uccert

avece |

Cesch, Vvaleur déterminée ;
Ceert, Vvaleur certifiée ;
Ucgch, incertitude-type de Cech ;

Uceert, incertitude-type de Ceer-

Les écarts normalisés obtenus avec les trois instru-
ments sont inférieurs a 2, ce qui signifie que les va-
leurs mesurées ne sont pas statistiquement significative-
ment différentes de la valeur de référence. La méthode
développée est donc validée par 1’analyse de ce maté-
riau de référence certifié. L’intérét d’avoir travaillé avec
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rapport isotopique pour DI directe, Rd
rapport isotopique pour DI inverse, Ri [T
facteuwr de correction directe, Kd
facteur de correction inverse, Ki
masse de |'échantillon, mech Em
masse étalon morqué DI directe, mspd
masse de I'étalon, meta 3

masse étalon marqué DI inverse, mspi &0

0 ICP-Q-MS (HE)
B ICP-Q- M5 (He)
ELEMENT xR

0% 0%

40% 60% B0% 100%

Fig. 2. — Répartition des composantes d’incertitude sur la détermination de la concentration en fer au LNE.

trois instruments de mesure est de pouvoir comparer leurs
performances. En effet, ils utilisent des approches diffé-
rentes pour corriger les interférences, qui dans le cas du
fer sont principalement spectrales de type polyatomique
avec I’argon et le calcium présent, d’une maniere géné-
rale, dans le sérum avec une concentration de 1’ordre de
100 mg-L~" [37] :

S6Fe : Ar100* (R = 2500), “°Cal®0* (R = 2480);

YFe : “YAr'®OH* (R = 2000), #¥Ar'®*OH" (R =
2000), “°Ca'®OH* (R = 210 0) [38].

Une deuxieme validation a été effectuée lors de la
participation du LNE a la comparaison clé organisée
dans le cadre du CCQM (comparaison CCQM-K107) pi-
lotée en 2013 par le LGC sur 1’échantillon « ERM®-
DA 120a». La méthode de quantification retenue par tous
les laboratoires est la DI-ICP-MS : six ont utilisé 1’ICP-
MS a secteur magnétique et quatre, I’ ICP-MS quadripole
avec une cellule de collision (CCT). L’étape de prépa-
ration d’échantillon choisie par la majorité des partici-
pants est une digestion acide avec activation par champ
micro-ondes. Seulement deux laboratoires ont réalisé une
simple dilution du sérum et ils obtiennent les valeurs les
plus faibles. En effet, la digestion acide permet d’extraire
la totalité du fer présent dans le sérum. Avec une dilution
du sérum il y a un risque de précipitation des protéines
et donc une sous estimation de la teneur en fer. Les ré-
sultats obtenus sur 1’échantillon ERM®-DA 120a, ayant
une densité de (1,022 6 + 0,020 3) kg-L‘l, sont représen-
tés dans le tableau 5.

Une comparaison des moyennes entre les résultats du
LNE et la valeur de référence KCRV conduit a un écart
normalisé inférieur a 2, ce qui montre la justesse de la
méthode développée et I’absence de biais. On peut noter
que la concentration en fer du sérum ERM®-DA 120a
est environ trois fois moins élevée que celle du sérum
SRM 1598a. L incertitude relative obtenue est de 1’ordre

Tableau 5

Résultats de la comparaison CCQM-K107 (échantillon
ERM®-DA 120a).

Valeur de Ecart
référence | Valeur KCRV* | normalisé
mesurée (EN)
Concentration 541422 530 £ 22
en fer k = 2) k = 2) 0,74 <2
(ngl™)

*Valeur de référence de la comparaison.

de 4 %, ce qui est inférieur a I'incertitude cible de la
comparaison (5 %).

La méthode développée a été ainsi validée pour
un domaine de concentrations en fer comprises
entre 510 pg-L™' et 2 050 pg-L™' (soit 9 pumol-L~!
a 37 umol-L™!) avec une incertitude élargie (k = 2)
inférieure a 5 % sur I’ensemble du domaine.

4.4. Evaluation de I’incertitude de mesure
de la concentration en fer

Une évaluation des principales sources d’incertitude
est effectuée. La figure 2 montre un exemple de la ré-
partition des composantes d’incertitude pour une mesure
individuelle.

Les principales sources d’incertitude sont les rapports
isotopiques inverses (R;) et directs (Rq). La tendance reste
sensiblement la méme suivant le type d’ICP-MS utilisé.
Leffet sur I’incertitude finale des rapports isotopiques
directs (Rqy) a tendance a étre plus élevé que celui des rap-
ports isotopiques inverses (R;). En effet, le type d’échan-
tillon est différent puisque pour la DI directe, I’échan-
tillon est le sérum donc une matrice complexe, tandis que
pour la DI inverse, 1’échantillon est une solution d’un éta-
lon de haute pureté. D’autres facteurs ont un effet mineur
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Tableau 6
Concentrations en fer sur le BCR®-637 et le SRM 1598a.

SRM 1598a Ecart
B%?f-f)ﬂ (1 680 + 60) | normalisé (Ey)
ug-L! sur le SRM
Concentration
en fer 167174 | 1174+43 0,19<2
(ngl™' k=2

sur I’incertitude finale notamment les facteurs de correc-
tion de dérive et de biais en masse (Ky et Kj) ainsi que les
différentes prises d’essai (iech, Mspd, Mspi, Mera). TOUS CES
facteurs correspondent au calcul de I’incertitude pour une
mesure. Cependant, lorsque la valeur finale est calcu-
1ée sur la base de plusieurs réplicats, la fidélité doit étre
prise en compte. La fidélité est I’étroitesse de I’accord
entre les valeurs mesurées obtenues par des mesurages
répétés [13]. Ce facteur se calcule en divisant I’écart type
par laracine carrée du nombre de réplicats. Plus la disper-
sion des résultats est élevée, plus la fidélité sera grande.
Dans ce cas, cette variable est largement prépondérante
par rapport aux autres données.

4.5. Application de la méthode a des échantillons
inconnus

Une fois la validité de la méthode démontrée dans
I’intervalle de concentrations et aux incertitudes cibles,
elle a été appliquée a la caractérisation d’échantillons in-
connus afin d’assurer la mise en ceuvre de programmes
d’assurance qualité ou de contrdle qualité pour les labo-
ratoires d’analyse biomédicale.

La méthode est ici appliquée a deux échantillons dont
la teneur en fer était inconnue : le BCR®-637, un ma-
tériau de référence certifié mais pas pour le fer, et a un
échantillon fourni par I’ANSM lors d’un contrdle natio-
nal de qualité (CNQ) effectué en 2012 (échantillon B17).

4.5.1.  Echantillon BCR®-637

L’échantillon BCR®-637 a été analysé uniquement
par 'ICP-MS ELEMENT XR™. Afin de controler la jus-
tesse de 1’analyse, 1’échantillon SRM 1598a a été utilisé
comme point de contrdle. Cet échantillon est inséré dans
la séquence d’analyse apres chaque échantillon du BCR.
Le tableau 6 montre les résultats obtenus.

Il faut noter qu’il n’y a pas eu de biais de mesure lors
de I’analyse, au regard du résultat obtenu pour le SRM.
En effet, I’écart normalisé est largement inférieur a 2, ce
qui indique la justesse de la mesure. La valeur obtenue
est comprise dans la gamme des valeurs physiologiques.
En outre, I’incertitude finale est acceptable trés correcte
puisqu’elle est de I’ordre de 4 %.

4.5.2.  Echantillon BI7

Pour le dosage du fer dans cet échantillon, 1 472 la-
boratoires ont participé au contrdle national de qualité

® Colorimétrie - TPTZ -
Spectrophotométrie

m Colorimétrie - Féréne -
Spectrophotométrie

® Colorimétrie - Pyridyl azo -
Spectroréflectrométrie
Colorimétrie - Ferrozine -
Spectrophotométrie

50%

Fig. 3. — Répartition des méthodes de routine utilisées lors du
CNQ ANSM 2012 pour la mesure du fer.

28

27
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24

——

23

Concentration en pmol.L ' de Fe

22

21

Ferene Ferrozine Pyridyl azo TPTZ ID-ICP-MS

Fig. 4. — Résultats du CNQ de 2012 (sur I’échantillon B17).
Les valeurs sont représentées avec les écarts types associés. La
valeur consensuelle est indiquée par le trait plein. Les limites ac-
ceptables de la valeur consensuelle sont délimitées en pointillés.

(CNQ) organisé par ’ANSM en 2012. Tous les la-
boratoires participants ont utilisé une méthode colo-
rimétrique. Environ 90 % d’entre eux ont associé la
méthode colorimétrique a une détection spectrophotomé-
trique (fig. 3). Le chromogene le plus représenté était la
ferrozine, utilisé par la moitié des laboratoires (fig. 3).

La valeur consensuelle, moyenne de 1’ensemble des
résultats des laboratoires apres élimination des valeurs
aberrantes est de (1 363 +45) ug-L~".

La valeur déterminée par la méthode développée
(DI-ICP-MS) est de (1 470 + 54) ug-L™! (k = 2). Le ré-
sultat obtenu est une moyenne des valeurs déterminées a
I’aide de I'instrument ELEMENT XR ainsi que de I’ins-
trument iCAP Qc. Cette valeur est comparée aux concen-
trations déterminées par les autres laboratoires (fig. 4).

La valeur obtenue par la méthode primaire dévelop-
pée est comprise entre les limites acceptables définies par
I’ ANSM. Cependant cette valeur déterminée par DI-ICP-
MS est plus élevée (entre 5 % et 8 %) que les valeurs
déterminées par les méthodes utilisées par les différents
laboratoires. En effet, les méthodes de dosage utilisées
sont différentes étant donné que les laboratoires ont effec-
tué des dosages colorimétriques. La colorimétrie présente
comme principal inconvénient de nécessiter une étape
de pré-traitement des échantillons pour les analyser par
spectrophotométrie. Cette étape consiste a dissocier le fer
ferrique 1ié aux protéines et a le réduire en fer ferreux
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Tableau 7

Résumé des résultats obtenus sur les différents échantillons
exprimés dans les mémes unités.

Concentration en fer Valeurs
(en umol-L~1) N
et incertitudes physmloglqges
élargies (en %) en pmol-L
NIST SRM 1598a 29,3 (3)
ERM®-DA 120a 9,7 (4) 1030
BCR®-637 21 (4) -
B17 26,3 (3,5)

pour que le complexe fer-chromogene puisse avoir lieu.
Donc, il y a le risque d’une dissociation incomplete du fer
lié aux protéines, d’une co-précipitation du fer avec des
protéines ainsi que de la réduction incomplete du Fe(III)
en Fe(Il) qui pourrait expliquer ce biais. Or, dans la mé-
thode développée tout le fer, quelque soit sa forme chi-
mique, est dissocié des protéines par la digestion acide
assistée par champs micro-ondes. Le biais observé peut
non seulement provenir des performances des méthodes
mais d’un effet de matrice susceptible de varier d’une mé-
thode a une autre sachant que ce dernier est minimisé par
I’utilisation de la DI.

5. Conclusion

Le développement d’une méthode primaire de réfé-
rence basée sur la mise en ceuvre de la dilution isotopique
(DI) associée a I’'ICP-MS pour la détermination du fer to-
tal dans du sérum s’est montrée concluante. En effet, le
protocole analytique a été validé par I’analyse d’un ma-
tériau de référence certifié (SRM 1598a) ainsi que par la
participation a la comparaison clé CCQM-K107.

La tracabilité au SI des résultats obtenus a été éta-
blie a travers ’utilisation d’un étalon primaire certifié en
fer (BNM-001), par la mise en ceuvre de protocoles mé-
trologiques durant toutes les étapes de la préparation des
échantillons et par 1’établissement d’un bilan complet de
I’incertitude de mesure.

L’ application de cette méthode a d’autres échantillons
de sérum (BCR®-637 et échantillon du contrdle de na-
tional de qualit¢ ANSM B17) a démontré la validité de
la méthode sur la mesure du fer pour des concentrations
dans la gamme des valeurs physiologiques avec des incer-
titudes relatives inférieures a 5 % ainsi que la faisabilité
de I’application de la méthode pour 1’assignation de va-
leurs de référence lors de programmes de contrdle qualité
(tab. 7).

Cette méthode fera prochainement 1’objet d’une de-
mande d’accréditation du LNE selon les référentiels
ISO EN 17025 et ISO EN 15189.

La méthode développée pourra ainsi étre transférée
sur d’autres éléments essentiels comme par exemple des
éléments d’importance en biologie médicale tels que les
électrolytes (Na, Mg, K) ou sur d’autres matrices comme
le sang (métaux lourds tels que le plomb).
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