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- Immunodosages-

Technique immunochimique dépendant d’

ANTIGENE  et ANTICORPS.

ANTIGENE: “ toute substance étrangère à l'organisme capable de

déclencher une réponse immunitaire visant à l'éliminer ”.déclencher une réponse immunitaire visant à l'éliminer ”.

ANTICORPS : “une immunoglobuline capable d’une 

combinaison spécifique avec un antigène”.



Un immunodosage est un test utilisant des complexes 

antigène-anticorps pour générer un signal mesurable

Un complexe antigène-anticorps s’appelle aussi immunocomplexe



L’intéraction entre un anticorps et un antigène est:

� Non covalente

� Réversible

� Forces intermoleculaires

Intéraction coulombienne

Intéraction hydrophobe

Forces de Van der Waals

� Variation clonale



•Précipitation

�Immunodiffusion

�Immunoélectrophorèse

•Méthodes avec marquage

�Compétition

Classification des différents types d’ immunodosages

�Immunoélectrophorèse �Compétition

� Sans compétition

•Dispersion de la lumière

�Néphélometrie

�Turbidimétrie



•Méthodes avec marquage 

�Marquage radioactif

Radioimmunodosages (RIA)���� IRMA

�Marquage fluorescent

Les plus utilisées en chimie clinique…

•Compétition

•Sans compétition

�Marquage fluorescent

Fluoroimmunodosages (FIA)���� IFMA

�Marquage enzymatique

Enzymoimmunodosages (EIA) → ELISA

�Marquage chemiluminescent

Chemiluminescentimmunodosages (CIA)



1ère génération 

RIA, EIA, FIA, LIA: ces dosages sont souvent “faits-maison” et manuels.  Dosages à 

deux anticorps, dosages en phase solide,  kits commerciaux …

Evolution des immunoessais…

3ème génération

Systèmes à microtaches (microspot analysis), biopuces (biochips arrays), 

tests à paramètres multiples

2ème génération 

Dosages non compétitifs  (IRMA, ELISA, dosages à flux latéral, dosages automatiques, 

automates à accès aléatoire,...) 



�Anticorps: spécificité, avidité, type.

�Marquage: sensibilité de détection, taille, stabilité, interférences, bruit de fond.

Facteurs impactant les performances analytiques 

Marquage: sensibilité de détection, taille, stabilité, interférences, bruit de fond.

�Format : par compétition ou non.

�Système de séparation: en phase hétérogène.

� Automatisation: élimine l’erreur humaine.



Les principaux avantages … 

� Dosages peuvent être réalisés très rapidement →  analyse de routine

� Facile à mettre en œuvre, pas de qualifications particulières

� Faible consommation de solvants

Les + et les – des immunodosages

Les  principaux inconvénients …

� Manque de spécificité 

→ Précision et exactitude

� Réactions croisées avec d’autres métabolites 

→ Faux posi;fs

� Manque de reproductibilité entre différents lots et différents fabricants



Contrôle externe(plasma)



Cas clinique

• Femme 30 ans

• Service procréation� infertilité depuis 8 ans

• Bilan complet

– PRL: 126 ng/mL (N<27)– PRL: 126 ng/mL (N<27)

– FSH: 49.1 mUI/mL (N= 3.8-8.8)

– LH: 73mUI/mL(N=2.1-10.9)

– Oestradiol: 34 pg/mL (N=25-100)

– Testo Tot: 0.62 ng/mL (N<0.8 RIA)

� autre laboratoire



Résultats des différents dosages hormonaux de 

la patiente

Interférences hétérophiles: une cause d’erreur à ne pas méconnaitre, Médecine thérapeutique, Vol 8, 5, 2006



Résultats des différents dosages hormonaux de 

la patiente

�Présence anticorps hétérophiles : FR très positifs

� Ac dirigé contre les déterminants antigéniques d’une autre      

espèceespèce

� Fréquence : 0.2-80%

� 3 types : Ac humains anti-animaux, FR, anticorps anti-idiotypes



La LC-MS/MS



LC-MS/MS

Décrite la 1ère fois fin du XIX ème par Sir Joseph J.Thomson



LC-MS/MS

• 1918: premier instrument développé à Chicago par A.J. 
Dempster.

�Utilisation limitée à la mesure des masses et de leur 
abondance isotopique.

• 1938: A.O. Nier utilisa la MS pour l’analyse de mélange 
complexe �production commerciale de MS.complexe �production commerciale de MS.

• Avant 1990: techniques d’ionisation seulement pour les 
molécules de bas MW et thermostables

• Après 1990: techniques innovatives pr l’ionisation comme ESI et 
MALDI (J.B. Fenn et K.Tanaka)�utile pour les composés 
polaires ou de haut MW.



LC-MS/MS

• Ces 20 dernières années�gros développements 
technologiques

• Selon un sondage de Vogeser et Seger
– 1999: 2% des labos cliniques utilisaient la SM– 1999: 2% des labos cliniques utilisaient la SM

– 2010:>25% des labos cliniques

�endocrinolgie (hormones stéroidiennes,   
thyroidiennes).

�nutrition ( vitamines liposolubles et hydrosolubles).

�métabolisme ( acides organiques, lipides).



Principe du MS

Anal Bioanal Chem(2014) 406:2289-2301



LC-MS/MS : que peut-on faire?



LC-MS/MS : que peut-on faire?

5 stéroïdes en 10.5 min5 stéroïdes en 10.5 min



Applications de la LC-MS/MS

• Monitoring thérapeutique

Anal Bioanal Chem(2014) 406:2289-2301



Applications de la LC-MS/MS

•Endocrinologie 



Applications de la LC-MS/MS

•Erreurs innées du métabolisme- Lipides, lipoprotéines- Protéomique



Préparation d’échantillons: 

Lesquelles et pourquoi?

– Essentiels en bioanalyse�éliminer les interférences 

pour assurer robustesse, sélectivité et sensibilité.

Lesquelles?

–PP

–LLE

–SPE

–Commutation de colonnes



RIA: préparation (urine)

Acid hydrolysis for 18-22 h

at 30°c  

100 µl

Urine

Control

50 µl urine+ 1 ml HCl 0.1N
+ I125 

500µl

aldosterone 18-glucuronide� aldosterone

Incubation

20 h at RT

Aspiration 

Tube washer



RIA: préparation (urine)

Acid hydrolysis for 18-22 h

at 30°c  

100 µl

Urine

Control

50 µl urine+ 1 ml HCl 0.1N
+ I125 

500µl

aldosterone 18-glucuronide� aldosterone

Incubation

20 h at RT

Aspiration 

Tube washer

Total time

45 hours



LC-MS/MS: préparation (urine)

Acid hydrolysis for 18-22 h

at 30°c  

1 ml HCl 0.1N

100 µl

Urine

Control

+100 µl NaOH 0.1 N

10µl

1 ml HCl 0.1N

aldosterone 18-glucuronide�aldosterone



LC-MS/MS: préparation (urine)

Acid hydrolysis for 18-22 h

at 30°c  

1 ml HCl 0.1N

100 µl

Urine

Control

+100 µl NaOH 0.1 N

10µl

1 ml HCl 0.1N

aldosterone 18-glucuronide�aldosterone

Total time 24 hours



Extraction online: l’avenir



Cortisol urinaire

LC-MS/MS VS IA

•Reproductibilité-répétabilité

(LC-MS/MS)

�Concentration: 1.5-750 µg/L

�CV%:0.4-3%

• LOQ:1.5 µg/L

•Reproductibilité-répétabilité
(IA)

�Concentration: 51.8-287µg/L

�CV%: 5.1-11%

• LOQ: 3.6 µg/L (fabricant)• LOQ:1.5 µg/L

• LOD:1.1 µg/L

Valeurs de référence:Valeurs de référence:

• <45 µg/24h

• LOQ: 3.6 µg/L (fabricant)

• LOD: 3.62 µg/L

Valeurs Valeurs de référence:de référence:

• <70 µg/24h



Aldostérone urinaire

LC-MS/MS vs IA 

• Reproductibilité-répétabilité

(LC-MS/MS)

�Concentration: 2.7-112 µg/L

�CV%: 5.1-8.6

Urine

• Reproductibilité-répétabilité

(IA)

�Concentration: 1.7-36.6µg/L

�CV%: 3.5-29.5�CV%: 5.1-8.6

• LOQ: 2.7 µg/L

• LOD: 0.7 µg/L

Valeurs de référence

<32 µg/L

�CV%: 3.5-29.5

• LOQ: 6.5 µg/L

• LOD: 0.27 µg/L

Valeurs de référence

3-30µg/L



Aldostérone validation

LC-MS/MS vs IA

Plasma   
• Reproductibilité-répétabilité

(LC-MS/MS)

�Concentration: 20-795 ng/L

�CV%: 5.1-7.3

• Reproductibilité-répétabilité

(IA)

�Concentration: 19.2-610.1 ng/L

�CV%: 4.1-24.3%�CV%: 5.1-7.3

• LOQ: 20 ng/L

• LOD: 4.9 ng/L

Valeurs de référence

Debout

Homme: <115ng/L

Femme: <229 ng/L

�CV%: 4.1-24.3%

• LOQ: 75 ng/L

• LOD: 10.3 ng/L

Valeurs de référence

Debout :35-300 pg/ml

Couché : <150 pg/ml



Cas clinique

Mr KHBN (28/12/75)

• Crise de paludisme�IR de grade V et HTA 

(200/120 mmHg)(200/120 mmHg)

• Asthénie et céphalées

• GFR à 6ml/min et Cr= 4.68 g/L

• Protéinurie=3044 mg/L�700 mg/g Créatinurie



Cas clinique

Dosage de Dosage de l’aldostéronel’aldostérone

�RIA>1000 ng/L



Cas clinique

Dosage de l’aldostérone pour confirmationDosage de l’aldostérone pour confirmation

�RIA>1000 ng/L

�LC-MS/MS pour confirmation

= 65.72 ng/L= 65.72 ng/L



Cas clinique

Dosage de l’aldostérone pour confirmationDosage de l’aldostérone pour confirmation

�RIA>1000 ng/L

�LC-MS/MS pour confirmation

= 65.72 ng/L= 65.72 ng/L

� Aldosterone glucuronide



Aldosterone-18-glucuronide



Métanéphrines urinaires

HPLC électrochimie 

•    Répétabilité:

–NM:CV 4.4 et 2.2% (52 et 1085 μg/24h)

–M:CV 3.5 et 2.8 % (21 et 137 μg/24h)

•     Reproductibilité:

–NM:CV  6.3 et 5.2 % (52 et 1085 μg/24h)

–M:CV  8.3 et 7% (21 et 137μg/24h)

LC-MS/MS

•Répétabilité:

–NM:CV 6.8% (71-853μg/24h)

–M:CV 8.4% (71-781 μg/24h)

•Reproductibilité:

–NM: CV 11.8% (71-853μg/24h)

–M:CV 12.5% (71-781 μg/24h)–M:CV  8.3 et 7% (21 et 137μg/24h)

•    LOQ

–NM<50μg/24h

–M<20μg/24h

• Linéarité:

–NM 850μg/24h

–M 350μg/24h

–M:CV 12.5% (71-781 μg/24h)

•LOQ

–NM <14.5μg/24h

–M< 33.8μg/24h

•Linéarité:

–NM 858 μg/24h

–M 781μg/24h

Valeurs de référence

NM:500 µg/24h

M:400 µg/24h



Métanéphrines urinaires

HPLC électrochimie 

•    Répétabilité:

–NM:CV 4.4 et 2.2% (52 et 1085 μg/24h)

–M:CV 3.5 et 2.8 % (21 et 137 μg/24h)

•     Reproductibilité:

–NM:CV  6.3 et 5.2 % (52 et 1085 μg/24h)

–M:CV  8.3 et 7% (21 et 137μg/24h)

LC-MS/MS

•Répétabilité:

–NM:CV 6.8% (71-853μg/24h)

–M:CV 8.4% (71-781 μg/24h)

•Reproductibilité:

–NM: CV 11.8% (71-853μg/24h)

–M:CV 12.5% (71-781 μg/24h)–M:CV  8.3 et 7% (21 et 137μg/24h)

•    LOQ

–NM<50μg/24h

–M<20μg/24h

• Linéarité:

–NM 850μg/24h

–M 350μg/24h

–M:CV 12.5% (71-781 μg/24h)

•LOQ

–NM <14.5μg/24h

–M< 33.8μg/24h

•Linéarité:

–NM 858 μg/24h

–M 781μg/24h

Valeurs de référence

NM:500 µg/24h

M:400 µg/24h

Gain de temps!

70 min� 8 min



Vitamine D

LC-MS/MS vs IA

LC-MS/MS (Chromsystems®)

�Concentration:2-250 µg/L

�CV%: 

– intra-assay:<5%

IA

�Concentration: 8-108 µg/L

�CV%: 

– intra-assay:<4.8%– intra-assay:<5%

– Inter-assay:<7%

• LOQ: 2 µg/L

– intra-assay:<4.8%

– Inter-assay:<5.2%

• LOQ: 2.4 µg/L

Valeurs de référence: 30-60 ng/ml



Vitamine D en LC-MS/MS

Cavalier et al., Technical and clinical evaluation of the VITROS Immunodiagnostic Products 25-OH Vitamin D Total Assay - comparison with marketed automated immunoassays and a liquid 

chromatography - tandem mass spectrometry method, CCLM, 2013,51, 1983-1989



Vitamine D en LC-MS/MS

Exemples DEQAS

LC-MS/MS

• 25 OH VitD2= 7.06 µg/L

• 25 OH VitD3= 22.55 µg/L
29.61 µg/L IA= 25.62 µg/L

LC-MS/MS

• 25 OH VitD2= 27.3 µg/L

• 25 OH VitD3= 20.75 µg/L
48.05 µg/L IA= 43.75 µg/L





Limitations

• Sélectivité:

– Interférences  isobariques

• Sensibilité

– Effets matrices (suppression ou amplification de 
l’ionisation)l’ionisation)

• Stabilité des SI

• Préparation des échantillons

• « In house method » et hétérogénicité des 
configurations des instruments

• Manque de traçabilité (standardisation méthode-
matériaux de références)



Méthode de référence

�Standardisation +++



Avantages-Inconvénients

Avantages Inconvénients

Faible coût/ analyse Prix des instruments

Moins d’interférence Prix des maintenances

annuelles

Méthode de référence Développements+++

Pas de variabilité de lots à lots Personnels qualifiés

Sensibilité Bruyant, chaleur+++

Spécificité Générateur d’N2 et 

compresseur d’air

Haut débit Vérifier pic par pic



Conclusions
OUI…

• Le chemin est encore long…

– Validation stricte� harmonisation/standardisation

– Nouvelles approches en matière de dosage

• La formation et le soutien sont vitaux!



Merci pour votre attention

Merci à l’équipe;-)Merci à l’équipe;-)






