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BIOMARQUEUR VALEUR RECOMMANDEE
(VBG)
4 4'-méthylénedianiline urinaire hydrolysé 50 nmol/L
1VBG (Valeur Biologique Guide)
APPLICABILITE

4 4'-méthylénedianiline (MDA) urinaire hydrolysé.
Domaine : 0 & 500 nmol/L.

Coefficient de détermination (r2) > 0,995

LIMITATIONS ET INTERFERENCES

On distingue deux types d'interférences : les effets de matrice et les composés apparentés. Les effets de matrice peuvent trouver leur
origine lors de l'ionisation des ions qui vont affecter la réponse obtenue des composés d'intéréts (suppression ou surexpression du
signal). lls peuvent aussi subvenir lors de la chromatographie et affecter la qualité de celle-ci par une déviation des temps de rétention
attendus pour les composés donnés ainsi que 'asymétrie des pics chromatographiques. Une diminution de la sélectivité de la méthode
peut aussi étre observée par la présence de composés apparentés éluant prés du composé d'intérét et dont l'ionisation conduit a la
présence des mémes transitions que le composé évalué, soit un rapport masse/charge de lion précurseur et de lion fragment
équivalent. Les ions de ces composés apparentés sont formés lors de la nébulisation et l'ionisation de ceux-ci a la sortie du
chromatographe et ils sont fragmentés lors de leur passage dans la cellule de collision du spectrometre de masse en tandem de la
méme fagon que I'ion précurseur. L'aire du pic calculée peut ainsi étre surévaluée et/ou mal interprétée. Plusieurs stratégies permettent
d'éliminer et/ou de diminuer ces interférences. Les stratégies principales utilisées dans cette méthode d'analyse pour diminuer ou
éliminer les interférences sont les suivantes :

» Ajout d'un étalon interne aux solutions d'étalonnage et aux échantillons;

» Appariement de la composition (matrice) des solutions d'étalonnage et celle des solutions d'échantillon;

» Comparaison des ratios ioniques de deux ions par pics chromatographiques d'intéréts entre un étalon et I'échantillon;
» Dilution de I'échantillon pour diminuer les effets matrices lorsque trop importants.

Afin de cibler les interférences le plus efficacement possible, il importe de considérer tout élément pertinent lors du prélévement avant
le traitement de I'échantillon et Iinterprétation des résultats. Il peut s'avérer qu'une interférence soit impossible a résoudre, causant une
sous-estimation ou une surestimation du résultat. Une note au rapport est alors émise a cet effet.
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PRELEVEMENT

1) Contenant et quantité

Contenant Bouteille en polyéthylene Nalgene de 125 mL

Quantité 20 mL d'urine minimum, mais de 50 mL & 100 mL préférablement

2) Conditions de préléevement recommandées
Moment : Fin du quart de travail

3) Durée de conservation testée et validée
Non évaluée a I'IRSST (Référence : NMS Labs)

4) Entreposage

Au réfrigérateur (= 4 °C)
Durée maximale : 14 jours

5) Détails

Prévenir les risques de contamination externe de
I'échantillon lors du prélévement.

Le personnel médical doit prendre les dispositions
nécessaires afin qu'il n'y ait pas contamination du
liquide biologique lors du prélévement. Les travailleurs
doivent étre informés au besoin des précautions a
prendre lors de la cueillette d’échantillons urinaires et
ce, en fonction des commodités disponibles sur les
lieux de travail (lavage des mains, douche, changement
de vétements, efc.).

Tous les échantillons biologiques doivent étre
conservés au réfrigérateur (~ 4 °C) en attendant leur
envoi au laboratoire.

Remarque : lls ne doivent pas étre congelés.

REACTIFS ET ETALONS

4,4-MDA (CAS 101-68-8)

4,4-MDA-[13C, 15N,] (CAS 101-77-9)

Eau grade Optima LC-MS

Acide acétique (AA) grade ACS

Méthanol (MeOH) grade LC-MS

Acétonitrile (ACN) grade LC-MS

Acide formique (AF) grade LC-MS

Acide sulfurique (H2SO4) 18M grade ACS
Hydroxyde de sodium (NaOH) 10N grade ACS
Toluéne (C7Hs) grade HPLC

VVVVVYVYYVYVYVYYVYYVYY

Commentaires :

APPAREILLAGE ET MATERIEL

VVVVVYVYYVYYVYYVYYVYY

Y

UPLC-MS/MS Waters Acquity Xevo-TQ

Bouteille d’'argon de pureté > 99,997 %

Générateur d’azote N2-14 pour pureté = 95 %

Pipettes Thermo Scientific 10, 100, 300 et 1000 pL
Embouts Thermo pour pipette

Pipette pasteur

Microtube “Safe-Lock” 1,5 mL

Evaporateur centrifuge (par exemple, SpeedVac)
Mélangeur thermique (par exemple, Thermomixer®)
Centrifugeuse  Thermo Scientific Sorvall LEGEND
MICRO 21

Vial d'injection HPLC en verre avec insert de 300 L et
bouchon “pré-fendu”

Avant de commencer I'analyse, attendre que toutes les solutions et échantillons soient a la température ambiante.
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PREPARATION DE L’ANALYSE

Nombre d’étapes de préparation : 14

Etape 1 Bien brasser les échantillons

Etape 2 Déposer 190 uL d'échantillon dans un microtube de 1,5 mL.

Etape 3 Ajouter 10 uL de la solution de standard interne 4,4-MDA-[13C, 15N2] de travail a 1uM, = 50 nM.

Etape 4 Agiter le tube a I'aide d’un agitateur a vortex

Etape 5 Hydrollyser avec 20 yL d'acide sulfurique 18M a 100 °C durant 1 heure & l'aide du mélangeur
thermique

Etape 6 Laisser refroidir a la température ambiante durant environ 5 minutes.

Etape 7 | Neutraliser avec 140 L de NaOH 10N.

Etape 8 Extraire avec 400 L de toluéne.

Etape 9 Centrifuger 20 minutes a environ 14 500 RPM.

Etape 10 | Transférer la phase organique dans un nouveau microtube de 1,5 mL (= 350 L).

Etape 11 | Evaporer & sec & 50 °C (environ 20 minutes) au moyen de I'évaporateur centrifuge (SpeedVac).

Etape 12 | Resuspendre dans 200 pL d’eau de grade LC-MS.

Etape 13 | Transférer une aliquote de la solution dans un vial d'injection.

Etape 14 | Injecter et analyser par UPLC-MS/MS.

Commentaires :

Tous les standards et échantillons de contrdle de qualité (CQ) sont traités selon la méme procédure que les autres échantillons.
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Technique analytique

Phase mobile

Gradiant

Colonne

Débit

Température de la colonne
Température des échantillons
Volume d’injection

Mode d’injection

CONDITIONS ANALYTIQUES

Chromatographie liquide a ultra performance couplé a la spectrométrie de masse en
tandem (UPLC-MS/MS)

Eluant A: MeOH + 0,1 % AA/ Eluant B : Eau + 0,1 % AA

5 % éluant A isocratique pour 0,5 minutes, augmenter linéairement a 90 % éluant A en
2,5 minutes, maintenir & 90 % éluant A pour 1 minute, rééquilibrer a 5 % éluant A pour
2 minutes

Acquity UPLC HSS T3, 1,8 um, 2,1 x 50 mm

0,6 mL/min

40 °C

:150C

5uL

Boucle compléte

Mode d’ionisation . Electronébulisation positif (ESI+)

Paramétres MRM

Nom Parents Daughter .
Channels composé (m/2) (m/2) Autodwell Dwell (s) Cone (v) Collision (v)
4,4-MDA 199,0 106,0 \ 0.078 35 25
2 4,4-MDA 199,0 78,9 \ 0.078 35 25
3 41’§1"MEA' 202,3 108,1 R\ 0.078 30 25
["C, "Ng]
Intégration : Surface de pic

Transition de quantification : m/z 199 > 106

ETALONNAGE

La concentration de I'échantillon est déterminée par une équation de type quadratique dont I'origine est exclue. Le poids sur la
corrélation est 1/x.

Commentaires :

La concentration de 4,4-MDA déterminée dans I'échantillon doit se situer dans le domaine d'étalonnage de la méthode
d’analyse. S'il s'avére que la concentration de 4,4'-MDA dans I'échantillon est supérieure a la concentration la plus élevée du
domaine d'étalonnage, une dilution manuelle appropriée de I'échantillon avec de I'eau de grade LC/MS est effectuée, puis
I'analyse est reprise de nouveau en tenant compte du facteur de dilution lors des calculs.
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CALCULS ET EXPRESSION DES RESULTATS

La concentration de 4,4'-MDA se calcule comme suit :

Oou:
Conc.

Conc. lue

D

Conc. = Conc. lue x D

Facteur de dilution

Concentration de 4,4'-MDA a doser (en nmol/L)
Concentration de 4,4'-MDA obtenue & I'aide de la courbe d'étalonnage (nmol/L)

VALIDATION

Remarque : Ces données de validation représentent la performance de la méthode au moment de sa publication.

Limite de détection et Limite de quantification

L LIMITE DE DETECTION LIMITE DE QUANTIFICATION
COMPOSE OU ELEMENT (nmollL) (nmollL)
4,4-MDA 0,8 2,7
Précision (Fidélité)
COMPOSE OU ELEMENT REPLICABILITE (%) REPETABILITE (%)
4,4-MDA 43 43
Justesse
COMPOSE 0U ELEMENT JUSTESSE (%)
4,4-MDA 97,2
Récupération
COMPOSE 0U ELEMENT RECUPERATION (%)
4,4-MDA 94,8

Incertitude analytique

Note : Ces données représentent la performance de la méthode au moment de sa publication. Pour les valeurs d'incertitude
analytique a jour, consulter le site web de I'IRSST.

L'incertitude de mesure analytique (CVa) de la méthode est déterminée & partir de résultats individuels obtenus sur
des échantillons soumis a 'ensemble de la procédure analytique. Celle-ci ne tient pas compte d’un seuil de probabilité (95%, par
exemple), ni de la contribution de l'incertitude associée a I'échantillonnage.

COMPOSE OU ELEMENT

CVa (%)

4,4-MDA

6,0

Pour information supplémentaire sur la détermination des incertitudes, se référer au Document Explicatif pour éléments de
validation de méthodes, |-G-041, de la Direction des Laboratoires de 'lRSST.
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