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VALEUR RECOMMANDEE
BIOMARQUEUR (IBE )
1-hydroxypyréne dans l'urine avec hydrolyse — Exposition 1c1)uaneO|r/al1-tigvec 3justement
aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) pou .
pyréne/benzo(a)pyréne

11BE (Indice Biologique d’Exposition)
APPLICABILITE

1-hydroxypyréne dans I'urine avec hydrolyse : IBE établi suivant un ajustement pour le ratio pyréne/benzo(a)pyréne. Le ratio varie d'un
milieu de travail & un autre, d’'une tache a une autre, en fonction de la source d’'HAP. La consultation de la documentation de TACGIH
est requise pour connaitre le ratio qui s'applique avec la situation (ACGIH, 2017).

Domaine : 0,25 a 50 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 I'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 I'ionisation conduit a la
présence des mémes transitions que le composé évalugé, soit un rapport masse/charge de I'ion précurseur et de I'ion fragment équivalent.
Les ions de ces composés apparentés sont formés lors de la nébulisation et I'ionisation de ceux-ci a la sortie du chromatographe et ils
sont fragmentés lors de leur passage dans la cellule de collision du spectrométre de masse en tandem de la méme fagon que l'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'étalonnages et aux échantillons ;
» 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 l'interprétation des résultats. Il peut s'avérer qu'une interférence est 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 polyéthyléne Nalgene de 125 mL

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

2) Conditions de prélévement recommandées 5) Détails

Moment : Fin du dernier quart de travail de la semaine Prévenir les risques de contamination externe de
I'échantillon lors du prélévement.

Le personnel médical doit prendre les dispositions

3) Durée de conservation testée et validée nécessaires afin qu'il n’y ait pas de contamination du
Non évaluée & I'lRSST (Référence : ACGIH 2017) liquide biologique lors du prélevement. Les travailleurs
doivent étre informés au besoin des précautions a

prendre lors de la cueillette d’échantillons urinaires, et

4) Entreposage ce, en fonction des commodités disponibles sur les lieux
Au congélateur (-20 & -80 °C) df: travail (lavage des mains, douche, changement de
Durée maximale : 1 an vétements, etc.).

Tous les échantillons biologiques doivent étre conservés
au réfrigérateur (~ 4 °C) en attendant leur envoi au
laboratoire. Si I'échantillon ne peut pas étre expédié au
laboratoire a I'intérieur de 24h, il faut le congeler dés que
possible.
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REACTIFS ET ETALONS APPAREILLAGE ET MATERIEL
» 1-hydroxypyrene (1-OHP; C16H100) ; (CAS : 5315-79-7), > UPLC-MS/MS
299 % > Argon de pureté > 99,997 %
> 1-hydroxypyrene-'3Cs (1-OHPL; C10"*CsH100) ; (CAS : > Générateur d'azote pour pureté = 95 %
5315-79-7), 98 %+ atom D (standard interne) > Agitateur alternatif Eberbach
» 1-hydroxypyrene B-D-glucuronide (1-OHPG; C22H1307); > Bain d'évaporation & sec
CAS : 154717-05-2), = 96 % > Thermolyne DRI-BATH
> B-glucuronidase 6000 unités/mL > Pipettes a volume variable (2 pL-1000 pL)
> Acidg formique (HCOOH ; CAS : 64-18-6), grade LC-MS > Embouts pour pipettes
(abréviation : FA) »  Pipette répétitrice de type Eppendorf
. . pette rép ype Epp
» Acide chlorhydrique (HCI), grade ULTREX . 5 Tubes en borosilicate 16x100 mm
> :{-PC&I:orobutane (C4HsCl; CAS 109-69-3), OmniSolv, grade > PAL Acrodisc 13 mm avec flire 0,45 um PTFE
» Bicarbonate de sodium (NaHCOs; CAS : 144-55-8), grade > Sgrmgue 2,0 ml
BioXtra » Microtube jetable Safe-Lock de 1,5 mL
> Acétate d’ammonium (C,H,NO,; CAS 631-61-8), 99 % > Centrifugeuse
> Chlorure de danzyle (Cr2H:2CINO:S; CAS : 605-65-2), > Microcentrifugeuse
grade Bioreagent > Vortex
> Hydroxyde de sodium (NaOH; CAS : 1310-73-2), solution > Vial ambré de 15 mL avec bouchon et septum
10N » Vial dinjection HPLC en verre et bouchon
> Acétone (CH3COCHs; CAS : 67-64-1), grade ACS « préfendu »

> Diméthyl sulfoxide (DMSO ; C2HsOS ; CAS : 67-68-5,
>99,9 %

» Eau (H20), Grade LC/MS

» Acétonitrile (CHsCN ; CAS 75-05-8 ; ACN), Optima Grade

LC-MS (abréviation : HCN)
Méthanol (CHsOH ; CAS : 67-56-1), Optima Grade LC-MS
ClinChek® Urine Control

Commentaires :

Avant de commencer I'analyse, attendre que toutes les solutions et tous les échantillons soient a la température ambiante.

L'instrument UPLC-MS/MS utilisé pour la mise au point de la méthode est le Waters Acquity Xevo-TQ-XS avec injecteur FTN
(Flow Through Needle). Le bain & sec est de marque Thermolyne.
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PREPARATION DE L’ANALYSE

Nombre d’étapes de préparation : 17

Etape 1 Bien agiter les échantillons

Pipeter 400 uL d’échantillon d’'urine dans un tube de verre vissable de 16 mm x 100 mm identifié et

Etape 2 ajouter 50 L de standard interne (25 nmol/L 1-OHPL dans I'eau)

Etape 3 Ajouter a l'aide d’'une pipette 100 uL d’acétate d’'ammonium 1 mol/L dans 'eau pH 5,2

Etape 4 Ajouter & l'aide d’'une pipette 50 uL d’enzyme B-glucuronidase 6000 unités/mL

Etape 5 Mélanger au vortex 5 secondes

Etape 6 Chauffer les échantillons a 35 °C dans un bain chauffant durant exactement 45 minutes

Etape 7 Ajouter a I'aide d’une pipette 6mL de 1-chlorobutane aprés le chauffage

Etape 8 Boucher les tubes et agiter sur I'agitateur alternatif Eberbach & haute vitesse pendant 10 minutes

Etape 9 Aprés 10 minutes a haute vitesse, agiter a basse vitesse pendant 10 minutes supplémentaires

Etape 10 | Centrifuger & 2000 rpm pendant 3 minutes

Retirer les tubes avec précaution sans mélanger les phases et faire une congélation rapide (“flash
freeze”)

Une fois la phase aqueuse congelée, transvider la phase de 1-chlorobutane (celle sur le dessus)
dans des tubes 16 mm x 100 mm identifiés

Etape 13 | Evaporer & 15 psi pendant 15 minutes & 40 °C & 'aide d’un bain d’évaporation & sec

Ajouter a l'aide d’'une pipette 150 L de la solution de chlorure de danzyl (2 mg/mL dans I'acétone)
et 150 yL de bicarbonate de sodium 100 mmol/L pH 10,5

Etape 15 | Agiter au vortex 5 secondes et incuber au DRI-BATH exactement 3 minutes & 60 °C

Etape 11

Etape 12

Etape 14

Etape 16 | Agiter au vortex pendant 5 secondes et transférer 250 pL dans des vials
Etape 17 | Injecter 5 L sur UPLC-MS/MS

Commentaires :

Tous les standards et échantillons de contréle de qualité (CQ) sont traités selon la méme procédure que les autres échantillons.
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CONDITIONS ANALYTIQUES

Technique analytique

Chromatographie liquide a ultraperformance couplée a la spectrométrie de masse en

tandem (UPLC-MS/MS)

Phase mobile Eluant A: H20 0,1 % FA / Eluant B : ACN 0,1 % FA
Elution :
Temps (min) Débit (mL/min) H20 0,1 % FA (%) ACN 0,1 % FA (%) Pente
0 0,9 30 70

1,9 0,9 30 70 6

1,91 0,9 5 95 6

2,80 0,9 5 95 6

2,81 0,9 30 70 6

4,50 0,9 30 70 6
Colonne Waters Acquity UPLC HSS T3, 1,8 um, 2,1 mm x 50 mm
Température de la colonne 60 °C
Température des échantillons : 15°C
Volume d’injection 5uL
Mode d’ionisation Electronébulisation positif (ESI+)
Voltage du capillaire 1kV
Température de désolvatation : 500 °C
Débit de gaz du cone 150 L/h
Débit du gaz de collision 0,15 mL/min
Paramétres MRM

lon parent lon fille Temps de o
Canaux Analyte résidence Cone (V) | Collision (eV)
(miz) (miz) (s)
1 1-OHP dérivé 4521 2173 0,1 20 18
- 13
2 -oftp e 458,1 2233 0.1 20 18
érivé

Intégration Surface de pic
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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/x2.

Commentaires :

Les concentrations de 1-OHP déterminées dans I'échantillon doivent se situer dans le domaine d'étalonnage de la méthode
d’analyse. S'il s’avére que les concentrations de 1-OHP dans I'échantillon sont supérieures a la concentration la plus élevée du
domaine d’étalonnage, une dilution manuelle appropriée de I'échantillon avec I'eau est effectuée, puis I'analyse est reprise de
nouveau en tenant compte du facteur de dilution lors des calculs.

CALCULS ET EXPRESSION DES RESULTATS
Les concentrations de 1-OHP se calculent comme suit :

Conc. = Conc. lue x D

Ou:
Conc. = Concentration de 1-OHP a doser dans I'échantillon d’urine (en nmol/L)
Conc. lue = Concentration de 1-OHP obtenu a I'aide de la courbe d’étalonnage
(nmoliL)
D = Facteur de dilution

VALIDATION

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

Limite de détection et limite de quantification

& e (2h e LIMITE DE DETECTION LIMITE DE QUANTIFICATION
COMPOSE OU ELEMENT (nmollL) (HmollL)
1-OHP hydrolysé 0,02 0,08
Précision (Fidélité)
COMPOSE OU ELEMENT REPLICABILITE (%) REPETABILITE (%)
1-OHP hydrolysé 4 7
Justesse
COMPOSE OU ELEMENT |  JUSTESSE (%)
1-OHP hydrolysé 99
Récupération
COMPOSE OU ELEMENT RECUPERATION (%)
1-OHP hydrolysé 102

Pour information supplémentaire, consultez le Document explicatif pour éléments de validation de méthodes, 1-G-041, de la
Direction des laboratoires de I'IRSST.
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