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INTRODUCTION

L’avortement est 1’'une des principales complications qui touchent la femme au
début de la grossesse, il se traduit par une interruption et I’expulsion d’un embryon ou
d’un feetus avant 22 semaines d’aménorrhées (Chayachinda et Thamkhantho, 2012). Il
n’existe pas de diagnostic systématique, mais un dépistage anténatal qui repose sur le
dosage de quelques parameétres biologiques (Marqueurs nutritionnels et marqueurs
sériques) semble étre intéressant pour 1’identification des grossesses a risque et participe
au diagnostic des pathologies malformatives feetales (Abessolo et al., 2011 ; Geyl et al .,
2014) .

En effet, les vitamines sont des micronutriments essentiels pour stimuler la
croissance et le métabolisme de 1’étre humain. Certains sont importants a la synthese des
acides nucléiques et a la transcription des génes (Costello et Osrin, 2003). Une
augmentation accrue des besoins en vitamines B est remarquée au début de la grossesse et
spécialement la B12 (cobalamine) et la B9 (folates) (Ayoubi et al., 2012). L’acide folique
est trés important pour le développement du feetus, c’est un cofacteur essentiel dans la
biosynthése des nucléotides et dans la transformation de I’homocystéine en méthionine,
utilisée dans la méthylation d’ADN, des protéines et des lipides. La carence en acide
folique induit des modifications au niveau moléculaire conduisant a des divisions
cellulaires anormales (Scholl et Johnson, 2000) et augmente la concentration de
I’homocystéine. Ainsi que, les femmes avec des avortements a répétition ont une plus
forte prévalence d’hyper-homocystéinémie (Wouters et al., 1993, Nelen et al., 1998). La
diminution des taux de folates érythrocytaires au début de la grossesse, est responsable des
anomalies de la fermeture du tube neural aprés la conception. En effet, la plupart des

vitamines peuvent étre des facteurs limitants la croissance feetale (Cabrol et al., 2003).

De plus, le fer est un micronutriment qui intervient dans de nombreuses
activités biologiques (Beguin et al., 2002), c¢’est un cofacteur qui joue un rdle critique
dans les reactions enzymatiques liées a la synthése de I’ADN (Beaumont et Karim,
2013). Les besoins en fer augmentent au cours de la grossesse car, il est nécessaire a la
croissance fcetale, & I'élévation de la masse érythrocytaire et au fonctionnement placentaire
(Ayoubi et al., 2012).

Autres minéraux peuvent jouer un role primordial dans la croissance feetale, c’est



le calcium qui intervient dans la formation de 1’os et les dents du feetus. Cependant un
apport insuffisant en calcium peut entrainer le développement d’une pré-éclampsie et

accroitre le risque de prématurité ou de fausses couches (Bergel et Belizan, 2002).

Par ailleurs, les marqueurs sériques sont des molécules biochimiques, produits
d’origine feetale ou placentaire secrétées dans le sérum maternel au cours de la grossesse
(PAPP-A, B-HCG libre Alpha-feeto-protéine et cestriol) (Geyl et al., 2014). Ces marqueurs
se différent d’une femme a I’autre selon le nombre de semaines d’aménorrhées (SA) et
I’état d’évolution de la grossesse. Plusicurs études ont démontré I’importance de ces

paramétres dans le diagnostique des anomalies et des pathologies malformatives feetales.

Ainsi, la progestérone est une stéroide qui joue un réle essentiel dans
I’établissement de la gestation, elle prépare et maintient ’endométre qui permettra
I’implantation, elle supprime la réponse immunitaire maternelle et il n’existe pas chez la

femme de chute de la progestéronémie avant I’accouchement.

Dans cet ordre d’idées, nous nous sommes intéressés a mesurer les parametres
suivants : le folate, la vitamine B12, ’Homocystéine, le Fer, le Calcium, la B-HCG,
I’AFP, 1' cestriol et la progestérone d’une facon rétrospective, chez des patientes
hospitalisées aux cours du premier et deuxiéme trimestre a cause d’une complication de
grossesse et des métrorragies a fin de déterminer, si ces dosages contribuent a
I’établissement d’un diagnostic précoce des grossesses pathologiques non évolutives. Ceci
peut étre une avancée dans les pratiques obstétricales et néonatales en raison de la forte

incidence de ces complications.

Notre travail porte sur I’étude des effets de micronutriments sur 1’issue de la grossesse

chez la femme algérienne et sera divisé en deux grandes parties :

La premiere partie de cette these porte sur la synthése bibliographique de la
physiologie de la grossesse, les avortements et 1’effet des micronutriments sur ’issue de la
grossesse. La deuxieme partie consiste a la description du matériel et des méthodes
utilisées pour le dosage des différents paramétres biochimiques ainsi que la représentation

des résultats obtenus et leur discussion.
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I.1. Définition de la grossesse

La grossesse est un ensemble de phénomeénes physiologiques au cours desquels la
progéniture d'une femme se développe dans son utérus, depuis la fécondation jusqu'a
I’accouchement (Speroff et al., 2005). Cet ensemble de phénoménes commence avec la
fusion de I'ovocyte et du spermatozoide qui engendrera un zygote qui subira une série de
divisions cellulaires pour devenir embryon puis, feetus (Levallois, 2003).

Chez I’espéce humaine, la grossesse dure environ 9 mois, répartis en 3 trimestres, soit
environ 273 jours a partir de la date de la fécondation. Mais les obstétriciens comptent
souvent en semaines d’aménorrhée (SA), ou en semaines d’absence de regles et, le début de la

grossesse est alors fixé au 1* jour des derniéres menstruations (Morin, 2002).

1.2. Les étapes de la grossesse
1.2.1. Fécondation
La fécondation consiste en la fusion d'un spermatozoide et d'un ovule pour aboutir un
zygote dont le développement aboutit a un embryon, un feetus puis, un enfant. Elle s’effectue,
normalement, dans la Trompe de Fallope au cours des 12 aux 24 heures qui suivent
I’ovulation (Tortora et al., 2001) (Figure.N°.1).

OVULE FECONDE MORULA (20 - 50 cellules) BLASTOCYSTE

/f “ - T Trophoblaste

' Masse

- cellulaire

o ¢ interne
i Trophoblaste

polaire

Blastomére
Zone pellucide

Figure. N°. 1. Les étapes menant a une grossesse (D’apres Morel et Richard, 1992).
1.2.2. La formation de la morula

Aprés la fécondation, il se produit des divisions cellulaires mitotiques rapides du

zygote. Ces premieres divisions du zygote sont appelées segmentations qui augmentent le

-
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nombre des cellules ne provoquant pas d’augmentation dans le volume de I’embryon. Les

segmentations successives produisent une masse solide de cellules dite ’la morula’’ et, qui

est entourée par la zone pellucide (Tortora et al., 2001) (Figure.N°.2).

__3e jour — j)[ ——4e jour
Segmentation e

Corps jaune

gestatif \

: & __-f‘>~/—
e EE_--—""7e jour
E Cavité _j |
c s 7
g utérnine 7,

Placenta

TN J
cestrogénes
Maintiennent la grossesse
De la fécondation a la nidation

Figure. N° 2. Implantation du blastocyte (d’aprés Larsen, 2003)

1.2.3. Développement du blastocyte

A la fin de la quatriéme journée, le nombre de cellules de la morula augmente et, celle-
ci continue a se déplacer dans la trompe de Fallope pour pénétrer dans la cavité utérine, quatre
a cing jours plus tard. L’amas dense de cellules est alors transformé en une sphere cellulaire
creuse qui se logera dans la cavité utérine. Cette sphere prendra le nom de blastocyste
composé d’un revétement cellulaire externe ; le trophoblaste, d’une masse cellulaire interne ;
I’embryoblaste et, d’une cavité interne remplie de liquide appelée blastocele. Au cours du
développement embryonnaire, le trophoblaste devient partie intégrante des membranes qui
forment la partie foetale du placenta tandis que la masse cellulaire interne (embryoblaste)

formera I’embryon (Tortora et al., 2001).
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1.2.4. La nidation

Le blastocyste reste libre dans la cavité utérine pendant une courte période avant de se
fixer a la paroi utérine. Durant cette période, la zone pellucide se désintegre. Le blastocyste
est nourri par les secrétions riches en glycogene des glandes de I’endométre, parfois appelées
lait utérin. Le blastocyste s’attache a 1’endométre environ six jours aprés la fécondation ; ce
processus est appelé nidation.

Durant le processus de nidation, le blastocyste s’implante généralement sur la paroi
postérieure du fonds ou du corps de I'utérus et s’oriente de telle fagon que la masse cellulaire
interne est placée contre I’endométre. A partir du trophoblaste, deux couches se développent
au niveau de la région de contact entre le blastocyste et I’endométre.

La couche externe appelée syncytiotrophoblaste ne comporte pas de limites cellulaires
tandis que le cytotrophoblaste ou la couche interne est composée de cellules distinctes. Au
cours de la nidation, le syncytiotrophoblaste sécréte des enzymes qui permettent au

blastocyste de pénétrer dans la muqueuse utérine (Tortora et al., 2001).

1.3. Les phases de la grossesse
1.3.1. Phase maternelle

La phase maternelle s’étend depuis la fécondation jusqu’a la 20°™ semaine de
gestation. Cette phase est caractérisée par la mise en réserve des nutriments et de 1’énergie par
I’organisme maternel (Frenot et Vierling, 2001). Ces réserves seront transférées
ultéricurement au feetus aprés des ajustements métaboliques déterminés par les syntheses
hormonales; la progestérone permet 1’¢laboration du systtme hormonal feetal et les

cestrogénes agissent sur le muscle utérin (Lepercq et al., 2007).
1.3.2. Phase feetale

La phase feetale s’étend de la 21°™ & la 40°™ semaine de la grossesse. C’est une phase
de développement. Le feetus utilise les réserves accumulées par la mére. Une augmentation
exponentielle du poids des annexes et du feetus est observée. Cette croissance, stimulée par les
hormones de la gestation, dépend de 1’état nutritionnel maternel avant la conception et des

stocks accumulés au cours des premiers mois de la grossesse (O’ Rahilly et Miiller, 2000).

-
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Pendant toute la gestation, le feetus regoit, a travers le placenta, un apport intraveineux
continu de substrats énergétiques et d’oxygéne. Les nutriments regus couvrent les besoins

relatifs & sa croissance et a son métabolisme oxydatif (Girard, 1993).

I.4. Modifications physiologiques de la grossesse

Les modifications physiologiques de la grossesse permettent le développement et la
croissance du feetus, ainsi que I’adaptation de la meére a 1’état gravidique et la préparation a
I’accouchement (Descamps et al., 2000). Il est donc important de connaitre ces modifications
physiologiques pour reconnaitre ce qui reléve du normal et de la pathologie, pour évaluer les
répercussions potentielles de la grossesse sur la mere et le feetus en cas de pathologie

préexistante et, assurer un accompagnement pertinent (Cabrol et al., 2003).

1.4.1. Hormones et grossesse

1.4.1.1. Hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes ont été largement étudiées dans la littérature en début de
grossesse avec leur role dans la prévention des avortements, la perte de grossesse récurrente et
le travail prématuré. Elles sont sécrétées par le corps jaune dans les ovaires, le placenta

prendra le relais apres la fécondation (Lemus et al. ,1992).

Pendant la gestation, 1’action de la progestérone prédomine sur celle des cestrogenes.
La progestérone augmente 1’épaisseur de 1’endomeétre et favorise ainsi I’implantation de
I’ceuf. Elle stimule aussi le développement des glandes mammaires. Elle est la seule hormone
qui peut maintenir le calme utérin. Cette hormone s’oppose aux contractions et surpasse

toutes les hormones qui les favorisent (Weissgerber, 2006).

A D’approche du terme, il y a une diminution trés nette de la progestérone et une forte

augmentation du taux d’cestradiol (Wright, 1980).

1.4.1.2. Hormone lactogéne placentaire (HPL)

Cette hormone est sécrétée par le placenta des la cinquieme semaine de gestation, elle
prépare la femme enceinte a 1’allaitement. Elle a une action mammotrophique et lactogénique.

Elle est responsable des modifications de metabolismes glucidiques et lipidiques par la

.
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mobilisation des acides gras libres, la rétention d’azote, de potassium, de phosphore et de

I’augmentation de 1’excrétion du calcium (Ganong, 1973).
1.4.1.3. L’Ocytocine

L’ocytocine permet le déclenchement des contractions ou leur maintien. L’ocytocine ne
peut agir qu’en fin de gestation car, pour agir, il faut que les cellules présentent des récepteurs
spécifiques qui n’apparaissent qu’en fin de gestation grace a 1’cestradiol et a la PGF2

(Wright, 1980).

L’ocytocine est produite par la stimulation des récepteurs situés au niveau du col de
I’utérus. La pression exercée par l’enfant sur le col utérin augmente et entraine
I’accroissement de la stimulation des récepteurs qui vont stimuler I’hypothalamus et favoriser
la sécrétion d’ocytocine qui se fixe sur les muscles et provoque I’activation de la Phospho
Lipase C (PLC), I’augmentation du calcium intracellulaire et la diminution de I’efflux

calcigue ce qui provoguera la contraction (Ganong, 1973).

Le taux de prostaglandines dans le liquide amniotique augmente progressivement au
cours de la grossesse. La distension de I'utérus et du col entraine la libération des
prostaglandines (PGF2 et PGE2) qui agissent en synergie avec 1’ocytocine et entretiennent la

contractilité utérine (Ganong, 1973).
1.4.1.4. La Prolactine

La prolactine est une hormone fabriquée par I’hypophyse. Sa sécrétion augmente au
cours de la grossesse et notamment en fin de grossesse. Elle stimule la croissance des glandes

mammaires et permet le déclenchement de la sécrétion du lait (Weissgerber, 2006).
1.4.2. Marqueurs seriques et grossesse
1.4.2.1. L’Hormone chorionique gonadotrophine humaine (HCG)

L’hormone chorionique gonadotrophique (HCG) est une glycoprotéine formée de deux
sous-unités o et P, sécrétées dés la fécondation. Cette hormone est secrétée par le

cytotrophoblaste et le syncytiotrophoblaste. Le seul gene qui code pour la sous-unité alpha est

-
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situé sur le chromosome 6. La chaine protéique (o« HCG) est composée de 92 acides aminés,
elle est identique pour les sous unités o de la LH, de la FSH et de 1a TSH (Islami et al., 2003).

Cependant, sur le chromosome 19, six génes codent pour la sous-unité p de ’'HCG dont
deux sont actifs et sont, probablement, nécessaires a la haute production de cette hormone

durant la grossesse (Islami et al., 2003).

La production d’HCG est régulée par différentes molécules dont la GnRH, les
hormones stéroidiennes (les oestrogénes qui stimulent la sécrétion de la GnRH et la
progestérone 1’inhibe), les cytokines et la leptine, 1’inhibine (via la suppression de GnRH) et,

d’autres facteurs de croissance comme I’EGF (epidermal growth factor) (Islami et al., 2003).

La principale fonction de 'HCG est la stimulation de la stéroidogénése maternelle et
probablement aussi la stéroidogénese feetale (Gordon et al., 2002). Elle maintient le corps
jaune et elle assure une bonne évolution de la grossesse jusqu’a la septieme semaine, grace
aux cestrogeénes et a la progestérone nécessaire a I'évolution de la grossesse jusqu'a la fin de la
6°M semaine d'aménorrhée; ensuite c'est le placenta qui assurera cette activité hormonale

sécretoire jusqu'a la fin de la grossesse (Weissgerber, 2006).

De plus, ’hCG joue un role dans 1’augmentation de la fonction thyroidienne du
début de la grossesse et ce, avec une diminution de la TSH, come elle joue le role de

suppression partielle des réactions immunitaires.
1.4.2.2 L’ eestriol

L’cestriol libre ou non-conjugué est I’un des marqueurs sériques de la grossesse. C’est
une hormone stéroidienne strictement feetale synthétisée par 'unité feeto-placentaire. Elle
provient du cholestérol feetal (Canick et al., 1988). Une sulfatase, la 16-hydroxylase, et des
enzymes placentaires sont impliquées dans la transformation du cholestérol feetal en cestriol

(Canick et al., 1988).

L’cestriol refléte le bon fonctionnement de I’activité stéroidogéne des surrénales
foetales (Pelissier, 2005). En cas d’anomalie échographique, I’cestriol constitue une aide au

diagnostic (Gagnon, 2008).

.
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1.4.2.3. L'alpha-foetoprotéine humaine (AFP)

L'alpha-foetoprotéine humaine (AFP) est une protéine feetale associée aux tumeurs
(protéine oncofétale) composée de 3% de glycanes glucidiques, de 509 acides aminés et d'une
masse moléculaire de 69kD, découverte par Bergstrand et Czar en 1957 (Mizejewski, 2001
et Mizejewski 2004).

Au cours du développement, I'AFP est synthétisée d'abord dans le sac vitellin, puis
dans le foie du feetus et dans le tractus gastro-intestinal. Chez les adultes normaux, la synthése
de I'AFP dans les cellules hépatiques est fortement réprimée en raison de la méthylation du
géne néonatal entrainant seulement la secrétion de tres faibles quantités d’AFP dans la
circulation (Kuo et al., 1984 & Sell et Skelly, 1976). En revanche, les adultes présentant
divers troubles et dysfonctionnements hépatiques tels que la cirrhose, la dégénérescence, les
infections virales et les cancers sécrétent des quantités trés élevées d'’AFP dans le sang (Sell,
1980). A la clinique, I'AFP a été utilisée comme biomarqueur pour divers cancers tels que le
cancer du foie, des cellules germinales et les tumeurs gastro-intestinales, en plus d'un
marqueur de défaut feetal pendant la grossesse (Mizejewski, 2004 et Mizejewski, 2002).
Cette protéine exerce différentes activités physiologiques comme un transporteur
intravasculaire des protéines et des hormones stéroidiennes et maintient la pression oncotique
et elle pourrait moduler la prolifération cellulaire agissant ainsi de concours avec les facteurs
de croissance cellulaire. Elle joue un rdle important pendant la vie embryonnaire comme
transporteur d’ions, de la bilirubine, et des acides gras polyinsaturés. Elle pourrait aussi avoir
un réle immunosuppresseur en protégeant les antigénes paternels du feetus des anticorps
circulants maternels et elle jouerait un réle dans la différenciation sexuelle du cerveau (De
Mees et al., 2005).

Chez la femme enceinte, la concentration sérique d’AFP augmente a partir de la 12°
semaine de grossesse et elle varie selon différentes circonstances normales ou pathologique, le
poids de la mere, la présence associée d’un diabete de type 1, les troubles rénaux du feetus
et/ou la présence de malformations foetales.

Apres 1’accouchement, les valeurs reviennent rapidement a la normale. Chez le
nouveau-né : la concentration sérique est élevée pendant les premiers mois de vie, en
particulier chez le prémature, puis diminue progressivement pour atteindre les valeurs de

I’adulte vers 1’age de 8 mois (Kohlwes et al., 2003).

.
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11.1. Définition

Les avortements spontanés (AS) aussi appelés interruptions spontanées ou fausses
couches sont tres fréquents et représentent une grande part de 1’activité des urgences d’un
service de gynécologie-obstétrique (Vinatier et al., 1994). Un avortement spontané précoce
complique 10 a 20 % des grossesses cliniques (Blohm et al., 2008) et il se traduit par
I’expulsion d’un produit de conception avant 22 semaines d’aménorrhée révolues ou
I’expulsion d’un embryon ou d’un feetus de poids inférieur a 500 grammes.

Les pertes avant 20 semaines sont décrites sous le vocable d’avortements et les pertes
foetales plus tardives sont qualifiées de mort foetale (Beucher et al., 2009).
Les avortements sont pris en considération en fonction des périodes de développement

suivantes:

e La période pré-embryonnaire, de la fécondation jusqu’a 5 semaines de gestation

e La période embryonnaire, de 5 a 9 semaines de grossesse ;

e La période feetale, au-dela de 10 semaines.

D’apres Goldstein (1994), 13,4 % des grossesses échouent, 87% des échecs ont lieu
durant les deux premieres périodes (pré-embryonnaire et embryonnaire) et 13% des
interruptions se produisent en période feetale.

Donc, il est important de définir les différents concepts cliniques que recouvrent les
termes de fausses couches précoces (FCS). En effet, chaque concept correspond a une

situation clinique spécifique et & une prise en charge particuliére.

a. Fausse couche en cours: se caractérise par la présence de métrorragies avec expulsion
en cours (Ankum et al., 2001).

b. Grossesse arrétée: est une grossesse du premier trimestre avec un embryon sans
activité cardiague (embryonic demise) ou un ceuf clair (anembryonic pregnancy)
(Creinin etal ., 2001).

c. Fausse couche complete: c’est la disparition des signes d’avortement comme les
douleurs et les saignements avec la présence d’une vacuité utérine a 1’échographie
(Condous, 2004).

d. Fausse couche incompléte: c’est la persistance de douleurs et/ou de saignements
secondaires a la persistance d’une rétention retrouvée a 1’échographie (présence de

débris ovulaires) (Agostini et al., 2005).
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e. Fausse couche précoce (FCP): est I’expulsion spontanée d’une grossesse intra-
utérine de moins de 14 SA (Beucher et al., 2009).

f. Fausse couche tardive (FCT): est I’expulsion spontanée d’une grossesse entre 14 SA
et 22 SA. Elle complique moins de 1% des grossesses (Carcopino et al., 2009).

g. Mort feetale in utero (MFIU): est ’arrét spontané de 1’activité cardiaque a partir de
14 SA ou a partir d’un terme de 28 SA ou d’un poids feetal de plus de 1kg, elles
surviennent dans pres de 2 % des grossesses (Capmas et al., 2009).

h. Fausses couches spontanées précoces « a répétition » (FCR) : elles sont définies
par trois FCP consécutives. Elles concernent 1 a 5 % des couples fertiles (Beucher et
al., 2009).

11.2. Prise en charge et les facteurs de risque
La prise en charge des avortements repose sur la recherche des facteurs de risque a
distinguer des variables confondantes (gravidité, age, issue de la grossesse précédente et

Nutrition). Ainsi, le tableau suivant présente les éléments d’investigation des avortements:

Tableau.l. Protocoles d’investigation des avortements (D’aprés d’ETEP 1995).

Antécédents age, stérilité et avortements

e caryotype des parents
e caryotype du produit d’avortement ou diagnostic

Facteurs génétiques f )
g g anténatal lors de la grossesse suivante.

e hystérosonographie,
e ¢chographie parfois hystérographie, ccelioscopie,

Facteurs utérins . . .
e échographie pelvienne,

Causes endocriniennes o dosage de LH et FSH.

e Ac anticoagulants circulants,

e Ac anticardiolipine (IgM et IgG),

Causes auto-immunes e Ac antinucléaires, taux de prothrombine, temps de
cephaline-kaolin Ac antithyroidiens.

Causes infectieuses sérologie : listériose, chlamydiae, mycoplasme.

Causes allo- immunes Anticorps anti-paternels, numération des cellules NK.
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11.2.1. Facteurs géneétiques
11.2.1.1. Anomalies parentales
D’apres Israel et al., 1996, 3 % a 6 % des couples souffrant d’avortement ont une
anomalie chromosomique, avec prévalence de 10 a 20 fois supérieure a celle de la population
générale. Par ordre de fréquence, il peut s’agir d’une translocation équilibrée, d’'une mosaique
et plus rarement d’une délétion ou d’une inversion. La probabilité qu’un des membres du
couple ait une anomalie chromosomique augmente avec le nombre d’avortements spontanés
et les femmes sont les plus affectées.
11.2.1.2. Anomalies du caryotype embryonnaire
La fréquence des anomalies du caryotype des produits d’avortement est d’au moins 50 %
au cours du premier trimestre et 20 % durant le second. La découverte d’'une monosomie,
d’une triploidie et méme d’une trisomie lors d’un avortement n’augmente pas le risque d’un
nouvel avortement avec une anomalie identique. La proportion des avortements aneuploides
varie de 6 a 60%. L’anomalie chromosomique la plus fréquemment diagnostiquée chez
I’embryon dans les avortements est la translocation déséquilibrée transmise par 1'un des
parents (Israel et al., 1996).
11.2.1.3. Anomalies géniques
Des mutations géniques peuvent étre responsables d’avortement méme avec un
caryotype embryonnaire normal. Elles entrainent :
e Mutations d’un geéne codant une protéine critique pour le développement.
e Mutations aboutissant a une anomalie métabolique létale.
e Anomalies des oncogénes (Chee et al., 1996).
11.2.2. Malformations utérines
Une malformation utérine est signalée dans 15 a 30% des cas. La prévalence des
malformations utérines congénitales dans la population générale est estimée entre 0,1 et 10 %.
Une enquéte aupres de 680 femmes ayant une histoire gynécologique normale a décelé 3,2 %
d’anomalies mullériennes dont 90 % sont des utérus cloisonnés, 5 % des utérus unicornes et 5
% des utérus bicornes. Malgré de nombreuses controverses concernant la responsabilité des
malformations, les travaux les plus récents semblent confirmer 1’association causale (Patton,

1994).
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11.2.3. Anomalies endocriniennes

De toutes les étiologies proposées pour expliquer les avortements, les anomalies
endocriniennes sont les plus controversées (Jean-Claude ,1990).

I1.2.3.1. L’insuffisance lutéale (IL)

L’insuffisance lutéale est caractérisée par une production insuffisante de progestérone
retentissant sur la qualité de I’endometre nuisant a ’implantation. Le dysfonctionnement du
corps jaune pourrait trouver son origine dans une anomalie de la folliculo-genese. Un retard
dans la sécrétion de I’HCG pourrait induire un mauvais corps jaune (Kupesic et Kurjak
,1997).

Un embryon défectueux peut sécréter trop peu d’HCG pour stimuler le corps jaune. Il
est impossible de différentier une insuffisance lutéale maladie du corps jaune et une
insuffisance lutéale secondaire a un défaut embryonnaire. La phase lutéale est évaluée sur sa
durée, sur les dosages de progestérone et de protéines endométriales et sur le développement
de I’endométre (Glock et Brumsted, 1995).
11.2.3.2. Diabete sucré

Les femmes souffrant de diabéte insulino dépendant correctement équilibré n’ont pas
d’exces d’avortement. Mais un mauvais controle de la glycémie augmente le risque a 15%
lorsque 1’hémoglobine glycosylée est normale contre 45%, en cas d’anomalie (Mills et al.,
1988).

11.2.3.3. Maladies thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes interviennent dans la croissance trophoblastique et le
développement embryonnaire au premier trimestre. L'hyperthyroidie pourrait étre responsable
d’avortement. C'est surtout I'hypothyroidie qui est a l'origine des avortements par
I'intermédiaire des anticorps antithyroidiens mais il est & noter que le taux de ces anticorps
diminue au cours de la grossesse lorsque celle-ci évolue correctement (Glinoer et al., 1991).

11.2.3.4. Les ovaires polykystiques OPK et hypersécrétion de LH

L’¢étiologie endocrinienne des avortements se focalise sur les ovaires polykystiques et
sur ’hypersécrétion d’LH. Les premicres observations suggerent que chez les femmes
incluses dans un protocole de fécondation in vitro, une sécrétion élevée de LH en phase
folliculaire aboutit a moins de fécondations et a plus d’avortements. Ceci a été confirmé chez
les femmes concevant spontanément ou aprés induction de 1’ovulation. Une hypersécrétion
d’LH est a la fois un marqueur d’infertilité et de risque d’avortement (Balen et al., 1993).

Trois mécanismes sont proposés pour expliquer I’effet délétére:
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e LH agirait sur I’ovocyte en induisant prématurément la seconde méiose, donc ceuf
agé

e LH stimule la sécrétion thécale stimulante de testostérone: les ovaires
polykystiques sont plus fréquents en cas d’avortement a répétition, mais cet aspect
n’est pas prédictif d’un avortement ultérieur, contrairement aux concentrations
plus élevées de testostérone totale, libre et de sulfate de DHEA,

e [ H aurait des effets néfastes directement sur I’endométre.

82% des patientes souffrant d’avortement présentent des ovaires polykystiques en

¢chographie contre 18% des femmes d’un groupe témoin (Balen et al., 1993).

I1.2.4. Facteurs de I’environnement et grossesse
Le tabagisme et ’alcoolisme maternels pourraient avoir un role dans les avortements.
Ainsi, les champs magnétiques (écrans vidéo, couvertures et matelas chauffants) ont été
accusés, mais leur responsabilité ne pourra étre retenue qu’apres évaluation des doses et des
fréquences des champs magnétiques environnants. Des expositions a certains polluants (gaz
anesthésiques, formaldehyde, plomb, oxyde d’éthyléne) ont été impliqués dans les
avortements sporadiques (Wisborg et al., 2003 & Andersen et al., 2012).
11.2.5. Les Infections
Divers agents infectieux peuvent induire des avortements sporadiques (Herpes simplex
virus, virus de la rubéole, Treponema pallidum, Toxoplasma gondii, Mycoplasma hominis,
Ureaplasma hominis). Plusieurs conditions doivent étre remplies pour retenir la responsabilité

d’un agent infectieux dans les avortements a répétition:

e Longue persistance;

e Infestation peu symptomatique pour échapper au diagnostic et au traitement ;

e Avoir acces au feetus soit pour infecter les tissus feetaux, soit pour y entre tenir
une réponse inflammatoire. Peu d’agents infectieux répondent a ces exigences.
L’intérét s’est récemment déplacé vers les infections vaginales qui pourraient
intervenir dans les avortements tardifs et les accouchements prématurés (Osser et

al., 1996).
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11.2.6. Anomalies immunologiques

Le role du systeme immunitaire est de défendre un organisme contre les antigénes
étrangers. Au cours de la grossesse, le feetus, antigeniquement étranger a sa mere, doit
échapper aux réactions de rejet grace a l'adaptation du syst¢eme immunitaire maternel, le feetus
étant considéré comme une allogreffe. Des données sur les interactions immunologiques se
déroulant a l'interface materno-foetale ont permis de situer les défaillances immunologiques
potentiellement responsables des échecs de grossesse a trois niveaux: réaction pathologique

auto-immune, réaction allo-immune maternelle et immunité naturelle (Sargent et al., 1988).
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111.1. Définition

Les micronutriments sont les vitamines et les minéraux indispensables pour
I’organisme, mais en petites quantités. I1s jouent un role essentiel dans la division cellulaire, la
croissance, le développement du feetus et dans de nombreuses fonctions biologiques, y
compris la synthese des protéines aidant a réguler le fonctionnement du systéeme immunitaire
et reproducteur, ainsi que le métabolisme des acides nucléiques (Ayoubi et al.,2012).

Plusieurs études suggérent que les carences gestationnelles en micronutriments
peuvent affecter négativement l'issue de la grossesse et causer des malformations feetales par
des troubles neuronales, un retard mental, une diminution de I'immunité et la mort prématurée
(Ayoubi et al.,2012).

111.2. Données sur les micronutriments
111.2.1. La vitamine B9

La vitamine B9 est représentée par le groupe des folates (du mot latin "Folium",
"feuille" a cause de I’abondance de la vitamine B9 dans les végétaux foliacés (Guéant et al.,
2007). C’est une vitamine du groupe B, hydrosoluble, appartenant au groupe des folates,
composés organiques synthétisés par les plantes et les micro-organismes et non pas par
I’homme (Guéant et al., 2007).

Sous le terme « vitamine Bg » sont incluses toutes les substances dont la formule
dérive de celle de l'acide folique ou acide ptéroylglutamique. L'acide ptéroylglutamique est
constitué d'un noyau ptéridine, d'une molécule d’acide para-aminobenzoique et d'une
molécule d'acide glutamique. L’acide folique est une forme synthétique et le précurseur de la
forme active, le tétrahydrofolate (THF) (Rebeille et al., 2006).

La majorité des folates se trouve sous forme de polyglutamates, comportant d'un a
neuf résidus glutamates. Les polyglutamates constituent 90% des folates normalement

présents dans le foie, les érythrocytes et les plantes (Guilland, 2013).
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Figure. N°. 3. Structure de I’acide folique (D’apres, Lucock et al., 2000)

111.2.1.1 Propriétés physicochimiques

L'acide folique est de couleur jaune clair, il est peu soluble dans I'eau et insoluble dans
I'éthanol et I'éther mais soluble en milieu alcalin. Tous les folates sont sensibles et instables

lorsqu’ils sont exposés a la lumiére et a ’air (Guilland, 2013).

111.2. 1.2. Métabolisme de I'acide folique
» Absorption intestinale

L'absorption des folates a lieu principalement dans le duodénum et le jéjunum
proximal. Les polyglutamates liés aux protéines alimentaires sont libérés sous I'action des
protéases digestives, puis scindés en monoglutamates par une conjugase présente dans la
lumiére intestinale et sur la bordure en brosse. Deux protéines de transport sont impliquées
dans la capture des monoglutamates par les entérocytes: principalement, le reduced folate
carrier (RFC), une protéine transmembranaire exprimée dans de nombreux tissus, et le proton-
coupled folate transporter (PCFT). Le PCFT pourrait jouer un role essentiel dans le transport
intestinal des folates (McDowell, 2000 & Smulders et Stehouwer, 2005) (Figure. N°4)

15
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Dietary folate
(FPG)

Figure. N°.4 : Absorption et distribution des folates dans le foie et les tissus périphériques
(d’apreés Gueant et al, 2013).

Dans le sang, une partie importante des folates circulants est sous forme de 5-méthyl-
THF monoglutamate; les tissus ne peuvent capter les polyglutamates contenant plus de trois
résidus glutamates. Les folates présents dans la circulation portale sont captés dans le foie via
RFC. lls sont alors transformés en polyglutamates et stockés ou libérés dans la circulation
sanguine. Les concentrations des folates sont comprises entre 12 et 40 nmol/l (5 a 20 ug/l)
dans le sérum. Ces concentrations sont respectivement 20 fois et 1000 fois plus élevées dans
les érythrocytes et le foie que dans le sérum. Une partie des folates est sécrétée dans la bile et
réabsorbée dans l'intestin par la circulation entérohépatique (Lucock et al., 2000).

Dans le plasma, les folates sont liés a des protéines de liaison spécifiques et ayant une
affinité élevée, c’est les folate-binding proteins (FBP), et & des protéines de faible affinité
(I'e2-macroglobuline, I'albumine et la transferrine) (Guilland, 2013). Apres internalisation,
l'acide folique doit étre réduit pour étre actif. 1l subit aussi une polyglutamation afin d'étre

retenu au sein de la cellule, principalement, sous forme de pentaglutamate.
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Le foie capte rapidement 10 a 20 % des folates alimentaires, avec une préférence
pour les dérivés non methylés et non réduits. Les tissus périphériques s'enrichissent en
dérivés fonctionnels, réduits et méthylés. Dans les tissus, les folates endogenes sont
presque exclusivement des folylpolyglutamates tandis que les ptéroylmonoglutamates
prédominent dans le plasma et les urines. La transformation des folates en polyglutamates
est nécessaire pour la rétention tissulaire et la concentration des folates transportés; bien
que le métabolisme en dérivés polyglutamates soit considéré comme un mécanisme de
stockage, les folylpolyglutamates sont aussi des coenzymes actifs (Guéant et al., 2007 et
Matherly et Goldman, 2003).

Le foie est I'organe de stockage essentiel. Chez I'nomme, les réserves en folates
sont relativement faibles (de 5 a 15mg), compte tenu des besoins quotidiens (300 pg/jour).
Les folates hépatiques sont excrétés dans la bile et réabsorbés. Ce cycle entérohépatique
serait I’'un des mécanismes impliqués dans le recyclage des folates. Les autres
compartiments des folates sont les tissus a renouvellement rapide, essentiellement la
moelle osseuse et les epithéliums buccaux, digestif et vaginal (Guéant et al., 2007).

Les folates sont filtrés par le glomérule et réabsorbés au niveau du tubule proximal.
En cas de concentration importante des folates plasmatiques, les capacités de réabsorption
sont dépassées et les dérivés de I’acide folique sont éliminés dans les urines (Guéant et al.,
2007) .

111.2.1.3. Fonctions biochimiques et roles physiologiques

Les folates jouent un réle majeur dans les échanges de groupements mono-carbonés;
ils possedent, donc, une fonction essentielle dans le métabolisme de I'histidine et de la glycine
(Guéant, 2003 ; Munnich et al., 1987). lls servent d'accepteurs et de donneurs d'unités
monocarbonées dans un grand nombre de réactions du métabolisme des acides aminés et des

nucléotides.

Les formes biologiquement actives de la vitamine By se trouvent a I'état réduit et
interviennent principalement dans plusieurs processus biochimiques dont deux sont essentiels
a la survie et a la multiplication des cellules; la synthése des acides nucléiques (ADN et ARN

et la méthylation de I'nomocystéine en méthionine (Guilland, 2013).
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Figure. N°.5 : Cycle des folates et métabolisme des monocarbones (d’aprés Blaise et al., 2007)

111.2.1.4. Cycles des folates et du métabolisme des monocarbones

Le métabolisme des monocarbones vient du transfert de 1’unité hydroxyméthyle de la
sérine vers le tétrahydrofolate (THF). Le groupement méthyle (CH3) est par la suite intégré
dans le cycle de I’homocystéine ou il donne lieu aux réactions de transméthylation et a la
synthése des aminothiols (figure 5).

Le 5-méthyltétrahydrofolate (5-CH3THF) est la forme principale des folates circulant
chez les mammiféres. Il est capté a partir du milieu circulant par les cellules des tissus
périphériques via des transporteurs spécifiques (Sierra et Goldman, 1999). Parmi ces
transporteurs, le reduced folate carrier (RFC), dont le gene est localisé sur le chromosome 21
(SLC19A1, région 21022.2-22.3) en est un candidat. A 1’intérieur de la cellule, le 5-CH3THF
est transformé en THF a la suite du transfert du groupement méthyle a 1’homocystéine. En
acceptant 1’unité hydroxyméthyle de la sérine, le THF donne le 5,10-
méthylenetétrahydrofolate (5,10-CH2THF) dans une reéaction catalysée par la sérine
hydroxyméthyltransférase. Le 5,10-CH2THF formé est soit réduit en 5-CH3THF par la 5,10-
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méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR), soit oxydé en 5,10- méthényltétrahydrofolate
dans une réaction reversible catalysée par la méthylénetétrahydrofolate déshydrogénase
(MTHFD). Les folates participent a la synthése des noyaux puriques dans lesquels le C2 et le
C8 sont formés par le 10-formyltétrahydrofolate. Dans la synthése des noyaux pyrimidiques
catalysée par la thymidylate synthase, ’acide désoxythymidyl-5’-monophosphate (dTMP) est
synthétisé a partir de I’acide désoxyuridyl-5’- monophosphate (dAUMP) et du 5,10-CH2THF.
Le produit de cette réaction est le dihydrofolate (DHF) qui est par la suite réduit en THF par
la dihydrofolate réductase (Rosenblatt, 1995).

111.2.1.4.1. Cycle de ’homocystéine et réaction de transméthylation

Selon Guilland (2013), I'hnomocystéine est un acide aminé soufré qui n'intervient pas
dans la synthese protéique. Il est métabolisé suivant deux voies principales qui pour un état
physiologique normal sont en équilibre. Il s’agit d’une part, de la transformation en
cystathionine catalysée par la cystathionine b-synthase (CBS) et d’autre part, de son recyclage
vers la méthionine catalysée par la méthionine synthase, dont I’activité dépend de la
méthionine synthase réductase, de la MTHFR et la sérine-hydroxymeéthyltransférase. Le gene
codant la CBS est localisé sur le chromosome 21 (région 21g22.3). La relation entre la
trisomie 21 et I’homocystéine se trouve a ce carrefour des réactions biologiques
fondamentales des monocarbones. Les réactions de transméthylation sont assurées par les
enzymes spécifiques du groupe des méthyltransférases (EC : 2.1.1.x), a partir de la S-
adénosylméthionine (AdoMet). L’ AdoMet sert de donneur de groupements méthyles a plus
d’une centaine d’accepteurs (Cantoni, 1975). La S-adénosylhomocystéine (AdoHcy) formée
au cours de la transméthylation, est a son tour hydrolysée dans une réaction réversible qui

génere I’homocystéine.

111.2.2. La vitamine B12 ou Cobalamine (Cbl)

La vitamine B12 est d'origine alimentaire et est uniquement apportée par les produits
animaux. Elle est représentée par un ensemble de composés appartenant a la famille des
cobalamines: cyanocobalamine, hydroxocobalamine, méthylcobalamine et adénosyl-
cobalamine. Les cobalamines ont une structure chimique proche de I’héme, mais I’atome
central de fer y est remplacé par un atome de cobalt, d’ou le nom de cobalamines (Stabler,
1999).
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111.2.2.1. Métabolisme
» Absorption intestinale

Les cobalamines contenues dans les aliments sont d'abord libérées des protéines
auxquelles elles sont liées par l'acidité et la pepsine gastriques. Elles se lient ensuite a
I'haptocorrine, car l'affinité de la vitamine Bi> pour cette protéine d'origine salivaire est
supérieure a celle pour le facteur intrinséque synthétisé par les cellules pariétales de I'estomac.
Dans la lumiere intestinale, I'haptocorrine est dégradée par des enzymes protéolytiques
d'origine pancréatique, permettant aux cobalamines de se lier au facteur intrinséque. Le
complexe vitamine B1» -facteur intrinséque est ensuite absorbé par endocytose dans I'iléon
distal, apres fixation sur un récepteur multiligand formé de la cubiline associée a la mégaline
et a la protéine amnionless. Le facteur intrinseque est dégradé dans le compartiment
lysosomial et la vitamine Bi> est transférée sur la transcobalamine synthétisée par les
entérocytes. Le complexe ainsi formé passe ensuite dans la circulation genérale (Guilland,
2013).
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(H)
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Figure.N°.6 : Mécanisme d’absorption de la vitamine B12 (d’aprés Tanner et al., 2012).

H : haptocorrine ; IF : facteur intrinseque; Cbl : cobalamine; TC2 : transcobalamine II.
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Le complexe vitamine B1, -transcobalamine est internalisé par endocytose dans toutes
les populations cellulaires apres fixation sur un récepteur spécifique. L'haptocorrine est
également présente dans le sang et dans la plupart des cellules. Elle participe au stockage et a
I'élimination dans la bile des cobalamines et de leurs analogues structuraux (Russell-Jones et

Alpers, 1999).

Le foie est l'organe le plus riche en vitamine Bi> et l'importance des réserves
hépatiques permet de couvrir les besoins en cette vitamine pendant environ trois ans. Il existe
aussi un cycle entérohépatique qui permet d'économiser les stocks en la vitamine Bi
(Guilland, 2013).

La vitamine Bi2 est éliminée par la bile, les urines et les féeces. La demi-vie de la

vitamine B12 dans I’organisme est d’environ un an (Guéant et al., 2007).
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Figure.N°.7 : Fonctions métaboliques de la vitamine B2 (d’apreés Guilland, 2013)
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111.2.2.2. Fonctions biochimiques et roles physiologiques

Les enzymes a coenzyme Bi> sont impliquées dans deux types de réactions; les

réactions de transmethylation et d'isomérisation (Guilland, 2013).

111.2.2.3.1. Réaction de transméthylation

La méthylcobalamine est le coenzyme de la méthionine synthase, qui catalyse la
méthylation de I'homocystéine en méthionine. Le groupement méthyle transféré est apporté

par le 5-méthyl-THF, ce qui permet la régénération du THF (Figure 3) (Guilland, 2013).

» Réaction d'isomérisation

La 5'-adénosylcobalamine est le coenzyme de la méthylcoenzyme A mutase, qui
catalyse la conversion du méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA par transfert intrachaine d'un
atome d'hydrogene. Cette réaction est mitochondriale et permet I'oxydation du succinyl-CoA
dans le cycle de I'acide citrique (Turner et Talbot, 2009).

Une carence en vitamine B, a pour conséquences:

e Une diminution de la synthése de méthionine et donc de S-adénosylméthionine, le
principal donneur de méthyles; ce qui perturbe le métabolisme des acides aminés
soufrés et explique I'excrétion urinaire élevée d'homocystéine;

e Un blocage de la régénération du THF a partir du 5-méthyl-THF;

e Une accumulation d’homocystéine dans le secteur plasmatique (Turner et Talbot,
2009).

111.2.3. Le Fer

Le fer est un micronutriment essentiel a toute forme de la vie et présent a I'état de trace
dans l'organisme, principalement dans l'intestin gréle (Beaumont et Girot, 2010). Il intervient
dans de nombreuses activités biologiques (Beguin, 2002), il est incorporé dans les protéines
héminiques et les enzymes respiratoires (Silbernagl et Lang, 2002), I’intégration dans 1’héme
de I’hémoglobine permet le transport de 1’oxygéne aux tissus et aux cellules (Vaulont,
2014 ; Baudina, 2012). Le fer est un cofacteur qui joue un role critique dans de nombreuses
réactions enzymatiques qui intervient dans la synthése de ’ADN (Beaumont et Karim.,

2013). Au cours de la grossesse, les besoins en fer sont encore plus élevés, il est nécessaire a
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la croissance feetale, et pour I'¢lévation de la masse érythrocytaire, et le fonctionnement
placentaire (Ayoubi et al., 2012).
111.2.3.1. Métabolisme du fer
- Absorption digestive du fer

L'absorption intestinale du fer se déroule au niveau des entérocytes différenciés du
duodénum et du haut jéjunum (Troadec et al., 2006).

Le fer de l'alimentation existe sous deux formes, héminique et non héminique; la
forme héminique, présente par exemple dans les viandes rouges, est la mieux absorbée.
Cependant, au niveau moléculaire, les mécanismes d'absorption de la forme héminique sont
mal connus (Anderson et al., 2005). Seuls les entérocytes matures au sommet de la villosité
duodénale expriment les protéines nécessaires a I'absorption du fer non héminique.

La régulation de I'absorption intestinale du fer est essentielle car il n'existe aucun
moyen pour l'organisme pour éliminer le fer absorbé en excés. Cette régulation dépend
biensr de la disponibilité du fer dans lI'alimentation, mais aussi d'une régulation systémique
complexe. Il avait été proposé depuis longtemps I'existence d'un régulateur des stocks (store
regulator) qui module I'absorption en fonction du niveau des réserves de fer tissulaires, et
d'un régulateur lié aux besoins de I'érythropoiese (erythroid regulator) qui active l'absorption
en réponse a une expansion de l'activité érythropoiétique de la moelle osseuse (Andrews,
1999).

Le fer est distribué dans l'organisme par le courant sanguin. Le systeme de transport
du fer dans le plasma fait intervenir la transferrine. Cependant, lorsque le fer plasmatique n'est
pas lié a la transferrine, il est dénommé « fer non lié a la transferrine » (FNLT).

La transferrine (TF) est une B-globuline synthétisée dans le foie et sécrétée dans le
plasma. Sa caractéristique majeure est de présenter deux sites de liaison capables de prendre
chacun en charge un atome de fer ferrique Fe3*. Le fer, sous sa forme complexée a la
transferrine, est alors non toxique pour I'organisme (Troadec et al., 2006).

Le fer peut aussi étre transporté par des systemes indirects, comme I'haptoglobine,
liant I'némoglobine et avec I'hémopexine, liant I'neme libre, provenant de I'hémolyse
intravasculaire des erythrocytes. Ces deux protéines sont synthétisées et sécrétées par
I'nepatocyte. Enfin, la ferritine, protéine de stockage intracellulaire du fer, est retrouvée aussi
dans le plasma. Elle pourrait jouer un réle dans le transport plasmatique du fer, notamment au

cours des surcharges hépatiques en fer, ou le taux de ferritine plasmatique est élevé.

<
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Cependant, il n'est pas prouvé que la ferritine plasmatique soit particulierement riche en fer
(Troadec et al., 2006).

L'acteur principal de stockage du fer est la ferritine et, I'organe de réserve du fer par
excellence est le foie. Cependant, le fer peut aussi saccumuler dans le systeme réticulo-
endothélial, le cceur, le pancréas et le cerveau (Troadec et al., 2006).

L'élimination du fer est effectuée par la desquamation des cellules intestinales ou des
cellules de I'épiderme ainsi que les excrétions urinaire et biliaire. Chez la femme, ces pertes
sont majorées par les hémorragies menstruelles et de la grossesse (Troadec et al., 2006).

111.2.3.2. Roles du fer

Le fer est utilisé dans les organismes vivants, essentiellement, pour assurer le

transport d'oxygene en entrant dans la composition de I’hémoglobine favorisant I’oxygénation
du sang, ou la catalysation des réactions de transfert d'électrons, de fixation d'azote ou de
synthese d'ADN (Beaumont et Girot, 2010).

- 1l est indispensable au bon fonctionnement du systeme immunitaire et permet ainsi a

I’organisme de mieux se défendre contre les diverses infections, intervient dans la

croissance des tissus et, il stimule les fonctions hépatiques.

- Le fer et concidéré comme un anti-oxydante qui permet a I’organisme de lutter contre les

radicaux libres responsables du vieillissement prématuré de la peau.

- Il participe aussi a la regulation de croissance cellulaire et a leur différenciation

(Beaumont et Girot, 2010).

111.2.4. Le calcium
Le calcium est un élément minéral essentiel pour I’organisme. Sachant qu’il représente
environ 2 % des atomes du corps humain, il intervient dans la formation du squelette et des
dents, ainsi que dans la contraction musculaire (Bergel et Belizan, 2002).

Les déficits en calcium sont peu fréquents car les apports calciques sont suffisants lors
d'une alimentation normale avec consommation de produits laitiers et qu'il existe un
phénomeéne d'adaptation digestive par augmentation de lI'absorption (Bergel et Belizan, 2002).
Cependant, une carence (rare) peut exister lors de déséquilibres alimentaires avec une
consommation faible de produits laitiers, lors d’une prise de corticoides tout au long de la
grossesse ou bien encore en raison d’une pathologie rénale entrainant une fuite de calcium.
Elle peut conduire alors a une hypocalcémie maternelle et foetale. Ces déficits en Calcium
sont également incriminés dans la survenue d'hypertension artérielle gravidique (Bergel et
Belizan, 2002).
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Un apport insuffisant en calcium peut entrainer le développement d’une pré-éclampsie
et accroitre le risque de prématurité ou de fausse couche. En cas d’apport insuffisant, le bébe

utilisera les réserves maternelles, ce qui entrainerait un risque de décalcification chez la
femme enceinte (Perrin et Simon, 2002).
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1.1 Matériel
1.1.2 Population d’étude

Une étude rétrospective a ¢été réalisée durant I’année 2015 sur des patientes
hospitalisées dans le service de gynécologie obstétrique du centre hospitalier de Meriem
Bouatoura- Batna (Algérie) pour une métrorragie du premier ou du deuxiéme trimestre de la
grossesse. L’échantillon étudié comprend 138 femmes enceintes, dont 69 de ces patientes ont
été hospitalisées pour des complications de grossesse du premier trimestre (n=39) (de 5 a 13
semaines d’aménorrhée) et du deuxiéme trimestre (n=30) (de 14 a 22 semaines d’aménorrhée).
Un groupe témoin composé de 69 femmes répartis comme le précédent ayant mené une
grossesse normale et évolutive.

Les patientes ont été identifiées par des questionnaires comprenant : les antécédents
familiaux, I’age, la date et lieu de naissance, ainsi que les données gynécologiques et
obstétriques de la mére (parité et issue des grossesses, naissances prématurées et a terme,
avortements et mort in utéro). Tout antécédent de malformations congénitales a été enregistré
(voir annexe.l). Les critéres d’inclusion pour cette étude sont :

e Une grossesse non progressive qui a entrainé une cessation du dévlopement et
d’activité cardiaque (une fausse couche ou une mort feetale) avant 22 semaines
d’aménorrhée.

o Les patientes présentant une grossesse unique (un seul embryon).

e Le groupe témoin a été choisi de maniére consécutive parmi une population de primipares
Qui ont accouché durant cette période, tandis que les critéres d’exclusion étaient :

o Les patientes souffrant d‘une grossesse molaire, extra utérine ou une grossesse
gémillaire.

e Les patientes souffrant d’une hypertension chronique, de maladies du tractus urinaire,
de diabéte gestationnel ou non et d’un syndrome antiphospholipidique.
1.1.2. Recueil des échantillons
1.1.2.1. Prélevements sanguins

Les prélevements sanguins ont été effectués au niveau de la veine du pli du coude a
I’aide d’un matériel stérile. Pour chaque sujet, le sang a été recueilli dans deux tubes:
» Untube sec, pour le dosage des vitamines (B9, B12), la Progestérone I’AFP, la B-HCG et
I’UE3.
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» Untube hépariné, pour le dosage de quelques parametres biochimiques (fer, calcium).
Apreés centrifugation, le sérum et le plasma ont été séparé du culot dans des tubes secs
et conserver a la température de -20°C.

» Untube EDTA pour le dosage de I’'homocystéine (Hcy) et I’ FNS
Les vitamines (B9, B12), la progestérone et les marqueurs sériques (d’AFP, B-HCG,

I’cestradiol) sont dosés dans le sang maternel et leur taux est exprimé en MoM (multiple de la
médiane) pour chaque &ge gestationnel. L’analyse de ces paramétres a été exprimé par le
systeme d’immunoanalyse (Elecsys 2010 et cobas e 6000) (Roche Diagnostics, Penzberg,

Allemagne).

1.2. Méthodes
1.2.1. Dosage des micronutriments et des marqueurs sériques

Les concentrations sériques de la vitamine B12, B9, I’AFP, B-HCG, I’cestradiol et la
Progestérone ont été déterminées par électrochimiluminescence « ECLIA » sur des systemes
d'immunoanalyses.

Cepandant, I’analyse de I"Homocystéine (Hcy) sanguin est basé sur un dosage
enzymatique utilisant un cycle enzymatique permettant d’évaluer le produit de conversion de
I’homocysteine (Voir annexes).

Le dosage des minéreaux (fer et calcium) est réalisé par specrophotométrie suite a la
formation des complexes colorés quantifiables, dont [I’intensité de la couleur est

proportionnelle & la concentration (Voir annexes).
1.2.2. Calcul de I’indice de la masse corporelle (IMC)

En pratique, L’indice de masse corporelle (IMC), encore appelé indice de Quétel et ou
indice de Corpulence, permet de définir le statut pondéral de tout adulte. 11 s’agit du rapport
entre le poids, exprimé en kilogrammes et la taille au carré, exprimée en metres. L’IMC

s’exprime en kg /m?. 1l se calcule ainsi (Ciangura et al., 2009).

poids (kg)
taille (m) x taille [mjl

IMC =

Cet indice permet de définir si la patiente est maigre, de poids normal, en surpoids, ou

obese, en tenant compte des différents degrés d’obésité.
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Tableau-6 : Interprétation des valeurs de I’IMC selon la classification de I’OMS

IMC Interprétation
Moins de 16.5 Dénutrition

16.5a18.5 Maigreur

18.5a 25 Corpulence normale
25a30 Surpoids
30a35 Obésité modérée
35440 Obésite sévere

Plus de 40 Obésité morbide ou massive

I1. Analyses statistiques

Les données ont eté analysées a l'aide du test Student et le test Khi-deux. Les valeurs de
p < 0,05 étaient considérées comme statistiquement significatives, en utilisant SPSS Version
20-32bit et Graphpad prism 5.

< Calcul de la MoM (Multiple de la médiane)

L'utilisation des marqueurs sériques pour dépister une éventuelle anomalie de
développement du feetus, nécessite de connaitre les valeurs moyennes des taux de ces
substances dans le cas des grossesses normales servant de témoin et dans le cas d’échecs de
grossesses, 1’étude permettant d’établir les courbes de références est donc rétrospective et se
place dans le cadre des études « cas-témoins » (Parvin et al., 1991).

Les marqueurs sériques suivent une courbe d'évolution physiologique. Les valeurs
normales doivent donc étre définies pour chaque semaine d'aménorrhée. Une unité différente
est utilisée pour chaque marqueur. Ces données brutes sont, d'une part, difficiles a mémoriser
et a interpréter et dautre part, impossible a comparer entre elles et d'une étude a l'autre.
Les transformer en multiple de la médiane pour chaque age gestationnel (MoM) consiste a
attribuer a chaque marqueur la valeur de 1 unité pour la valeur médiane a chaque age
gestationnel. Lorsque la valeur est inférieure a 0,5 MoM, elle est anormalement basse,

lorsqu'elle est supérieure a 2,5 MoM, elle est anormalement élevée (Geyl et al., 2014).

Le multiple de la médiane (MoM) est une mesure de la distance entre un résultat de test

individuel et la médiane. Il est couramment utilisé pour rapporter les résultats des tests de
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dépistage médical, en particulier lorsque les résultats des tests individuels sont trés variables
(Nicholas 1976 ,1977). Le MoM a été initialement utilisé comme une méthode pour
normaliser les données des laboratoires participants de marqueurs sériques afin que les
résultats des tests individuels puissent étre comparés. C'est la norme établie pour la déclaration

des résultats du dépistage sérologique maternel (Parvin et al., 1991).

Un MoM pour un résultat de test pour une patiente peut étre déterminé comme suit:

MoM = résultat (patiente) [ Médiane (Patiente de la population)

» Exemple

Les tests d’alpha-feetoprotéine (AFP) sont utilisés pour dépister une anomalie
du tube neural (ATN) au cours du deuxiéme trimestre de la grossesse. Si le résultat médian de
I'AFP a 16 semaines de gestation est de 30 ng / mL et que le résultat d'AFP d'une femme
enceinte a cet age gestationnel est de 60 ng / mL, donc son MoM est égal a 60/30 = 2,0. En

d'autres termes, son résultat AFP est 2 fois plus éleve que "normal” (Parvin et al., 1991).
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I1. Profil épidémiologique de la population
I1.1. Répartition des femmes enceintes selon I’dge moyen

Tableau—3: Répartition des femmes enceintes au cours d’un avortement selon 1’age.

Age moyen (Moyenne £SD)

Cas témoin

31,96 £7,15 an 27,50+ 4,91 an

P=10,002

D’apres notre étude, 1’age moyen pour les femmes ayant un échec de grossesse est de
(31,96 £ 7,15 an), alors que celui des femmes enceintes avec une grossesse normale est de
(27 ,50 £ 4,91 an), avec une différence treés signifivative (P=0,002).

Nos résultats montrent que I'dge maternel avance influence sur I’issue défavorable de
la grossesse et les risques accrus de pertes feetales, ces résultats sont en accord avec ceux
trouvés par Cleary Goldman et al., (2005) qui ont montré que plus 1’age des femmes

enceintes est élevé il est susceptible de présenter plus de risque pour le nouveau ne.

D’apres 1’étude de Risch et al., (1986) 11,7 % des taux de fausses couches se situent
entre 30 et 34 ans. Cette derniere a été confirmée par les résultats obtenus en procréations
médicalement assistées ou entre 30 et 35 ans, le taux de fausses couches est de 16,4%
(Belaisch-Allart, 2004).

L’étude de Rozenbaum (2003) a mis en évidence un arrét trés précoce des grossesses
de 92 % des cas a 38 ans contre 48 % a 18 ans. Ce risque est multiplié par 2 ou 3 par I’étude
de (Cleary-Goldman et al., 2005; Laufer et al., 2004). Ainsi que Miletic et al.,
(2002) notent que 20 % d’avortements spontanés sont a 1’age de 40 ans et plus.

L’age maternel a la conception est un facteur de risque de perte foetale important et
indépendant; la chance de mener a bien une grossesse apres 40 ans est faible (Nybo
Andersen, 2000). En périménopause, le taux de la FSH s'éleve au début du cycle avec une
¢élévation du taux d'cestradiol (Scott et Hofmann, 1995). Dés ce stade, la qualité ovocytaire
est altérée et le taux de réussite des traitements s'abaisse (Buyalos et al., 1997). Il existe a

partir de 35 ans une dégénérescence accrue des ovocytes avec altération chromosomique
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(Lim et Tsakok, 1997) et une diminution de la fonction utérine et hormonale (Cano et
al,.1995).

Des études récentes ont montré un devenir feetal plutét favorable mais soulignent
l'augmentation des complications avec I'dge maternel (Luke et Brown, 2007 ; Joseph et al
,2005 ; Jacobson et al.,2004). Mais si globalement le pronostic feetal est bon pour les enfants
des meres agées, la majorité des études s'accordent a reconnaitre une augmentation de la
prématurité et des enfants de petit poids de naissance et surtout une augmentation de la

mortalité in utero et périnatale (Belaisch-Allart, 2008).

La notion de gestante agée varie avec les années et les pays. Les femmes de 35 ans et
plus étaient initialement considérées comme des gestantes agées ; puis, avec le recul de I'age
de la maternité, ce terme de femmes enceintes agées s'est adresse aux femmes de 40 ans
(Belaisch-Allart, 2008).

11.2. Répartition des femmes enceintes en fonction de ’IMC avant et pendant la
grossesse
A partir des données relatives du poids et de la taille des patientes 'IMC a été calculé

avant et apres la grossesse, les résultats sont représentés dans le tableau 4.

Tableau-04 : Répartition des femmes enceintes au cours d’avortement par I’IMC avant et

apres la grossesse (MoyennexSD).

IMC avant la grossesse (kg/m?) IMC Aprés la grossesse (kg/m?2)
Cas témoin Cas témoin
25,14+ 394 24,39 £ 3,79 25,69+4,32 25,16 £3,79
P=0,19 P=0,26

D’apres 1’analyse de nos données et par comparaison de I'IMC avant et aprés la
grossesse entre les cas et les témoins, nous avons remarqué que les femmes en cours
d’avortement ont pris un peu de poids par rapport aux témoins et leur IMC se situe dans la
zone de surpoids [25-29] kg/m?, méme avant la grossesse. Nos résultats concordent avec ceux

de Bellver et al., (2003) qui ont associé le surpoids chez la femme a une diminution de la

31



Chapitre 11 Résultats et discussion

fertilité et une augmentation du risque d’avortement spontané précoce. Les mécanismes qui
expliquent ces perturbations sont multifactorielles, complexes et imparfaitement comprises.
L’obésité en particulier lorsqu’elle prédomine au niveau abdominal est associée a un
déséquilibre des fonctions hormonales neuroendocrines et ovariennes induisant une
hyperandrogénie relative et fonctionnelle, a 1’origine de troubles du cycle menstruel par des
aménorrhées, des cycles irréguliers et anovulatoires (Pasquali et al., 2003).
L’insulinorésistance et 1’hyperinsulinisme générés par I’obésité pourraient participer au moins
en partie a ces déséquilibres hormonaux. Ce lien entre 1’hyperandrogénie et 1’obésité via
I’hyperinsulinisme est particuliecrement démontré en cas de syndrome des ovaires
polykystiques (OPK), qui est classiquement associé a une hyperandrogénie et a une infertilité
(Gambineri et al., 2002).

Les embryons préimplantatoires murins exposés a des conditions maternelles
d’insulinorésistance présentent une diminution de la pénétration intracellulaire du glucose, par
diminution de I’expression des récepteurs GLUT1 et une augmentation de 1’apoptose (Chi et
al., 2000). Apres transfert chez des femelles de poids élevé, les grossesses obtenues sont
associées a un risque accru de FCS et d’anomalies de développement (Pinto et al., 2002 ;

Wyman et al.,2007).

D’apres 1’étude de Fritz & Speroff (2011), les femmes en surpoids, présentent une
phase lutéale courte (Helm et al., 2009 ; Jain et al., 2007), avec un cycle de 1’endométre
perturbé, pouvant expliquer en partie le défaut d’implantation embryonnaire et la survenue de
FCS(Dessolle et al., 2009). Au cours de 712 cycles de don d’ovocytes avec transfert
d’embryons de bonne qualité, en 1’absence de pathologie utérine ou auto-immune connue,
Bellver et al.,2003 retrouvent des taux de FCS augmentés lorsque I’'IMC de la receveuse est
supérieur a 30 kg/m?, par rapport aux femmes de poids normal (respectivement, 38,1 % et
13,3 %).

Notons qu’un IMC < 18 kg/ m? n’aurait aucun impact sur les issues de grossesses,
suggerant que I’environnement endomeétrial ne serait altéré qu’en cas d’obésité. De plus, au
cours de la grossesse, 1I’obésité viscerale abdominale est associé a une redistribution des
acides gras non esteérifiés avec une accumulation ectopique (foie, muscle, cceur) entrainant
une lipotoxicité associée a un stress oxydant accru. Les conséquences sont une inhibition de
I’invasion trophoblastique, une altération du développement placentaire et de la fonction

endothéliale maternelle, avec un risque accru de FCS (Jarvie et al., 2010).
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De cet effet, une diminution rapide et massive de ’'IMC et un meilleur contréle de
I’hyperinsulinisme permettent par ailleurs de favoriser ’ovulation et d’augmenter la fertilité

chez les patientes obéses et améliorer les échecs de grossesse (Gambineri A et al., 2002).

11.3. Répartition des femmes enceintes selon I’dge de grossesse

Les fréquences d’avortements des différentes patientes appartenant a diverses tranches
d’age sont calculées par rapport a 1’age gestationnel et les résultats sont exprimés dans le
tableau ci-dessous (tableau 5).

Tableau-05: La fréquence des avortements selon 1’age de grossesse

Prévalence (%o)
Age gestationnel (en SA) Malade témoin
[5-12] 53,1% 55,3%
[13-23] 44,68% 62,1%

Nos résultats peuvent s’expliquer que I'dge gestationnel compris entre [5-12] SA était
I'dge le plus rencontré concernant les avortements avec 53,1%, par rapport aux autres périodes
de grossesse, dans lesquelles la fréquence des avortements a été un peu diminuée avec
I’augmentation des semaines d’aménorrhée. Donc la majorité des avortements surviennent

dans la période précoce de la grossesse par rapport aux périodes tardives.

Nos résultats concordent avec ceux rapportés par Beucher (2009) qui a montré
qu’environ un tiers des fausses couches sont infra-cliniques et surviennent aprés seulement
quelques jours d’implantation et représentent une fréquence de 87%, ainsi que, le taux

d’avortements spontanés diminue avec le terme de la grossesse.

11.4. Identification de la population selon les antécédents

11.4.1. Antécédents gynéco-obstétriques

A partir des réponses obtenues, le nombre des grossesses ayant des antécédents
gynéco-obstétriques (grossesse prématurée et fausse couche) ainsi que le nombre de grossesse

a terme ont été calculé et reporté par rapport au diverses tranches d’ages (Tableau-6).
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Tableau-06 : Répartition des femmes enceintes en cours d’avortement selon les antécédents

gynéco-obstétriques (MoyennexSD).

Tranches Nombre de Nombre de Nombre de
d'age grossesse a terme Fausse couche grossesse prématuré
[19-25] 1,00 £ 0,00 1,00 +0 ,00 0,00+0,00
[26-32] 0,97+0,17 1,16 + 0,08 0,09+0,05
[33-39] 1,48+0.21 1,25+0,22 0,2+0,09
[40-46] 2,95+0,19 1,33+0.29 0,1 +0,06

L’analyse des résultats du tableau indique que le nombre des fausses couches
considérées comme antécédents est proportionnel avec 1’augmentation de 1’age. Ce qui est
représenté dans les deux derniéres tranches d’ages [33-39] ans avec une moyenne de [1,25 +
0,22] et dans la tranche et [40-46] ans avec [1,33 + 0,29], donc plus d’antécédents de fausses
couches, le risque d’avortement serait augmenté. C’est la notion des fausses couches a

répétition.

D’aprés Knudsen (1991), le risque d’avortement en fonction du nombre d’antécédents
est de (0) pour 11%, 16% pour une fausse couche, 25% pour 2 fausses couches, 45% pour 3

fausses couches et de 54% pour 4 fausses couches.

L’augmentation du risque d’avortement avec le nombre d’antécédents précédents est
¢galement un argument de la réalité du syndrome d’avortements a répétition. Ainsi que,
Alberman, 1988 a montré qu’apres 1, 2 et 3 avortements spontanés, le risque d’un nouvel

avortement est respectivement de 16 %, 36 % et 60 %.

11.5. Détermination des taux de Micronutriments

11.5. 1. Variation des taux de I’ Acide folique

L’acide folique est un micronutriment essentiel a la synthése des nucléotides.
Cependant, pendant la grossesse, les femmes ont besoin d’une plus grande quantité de folates
afin de soutenir ’augmentation du volume sanguin, 1’extraordinaire multiplication cellulaire

de I’embryon, la croissance des tissus maternels et plus globalement, la croissance feetale. Ils
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interviennent dans le métabolisme neurocérébral et dans la synthése des neuromédiateurs
(Perrin et Simon, 2002).

Un deficit en folates induit une altération de la synthése de I’ADN, une accumulation
potentiellement toxique de 1’homocystéine et une perturbation des réactions de méthylation
(Schlienger, 2011). Cette carence est a 1’origine d’un ralentissement des mitoses avec, entre
autres, une atteinte des lignées cellulaires sanguines induisant une anémie macrocytaire, une

leucopénie et une thrombopénie (Schlienger, 2011).

Afin de détecter ’influence de ce parameétre sur 1’issue de la grossesse chez les
femmes enceintes de notre population, la variation du taux de I'acide folique a été reporté au

cours du premier et du deuxieme trimestre (Tableaux 7).

Tableau 7 : Variation du taux de I'Acide folique chez les femmes enceintes (Moyennex SD).

1" trimestre 2¢me trimestre

Cas témoin Cas témoin

Acide folique (nmol/l) | 24,44+11,42 | 28,28+0,42 | 29,23+10976 | 31,88+5,38

Valeur de P 0,990 0,993

D’aprés nos résultats, la concentration moyenne de ’acide folique semble diminuer
entre les cas et les témoins au cours du premier et du deuxieme trimestre mais d’une fagon
non significative.

Ces données ressemblent a celles de Hoffman et al ., (2008) qui ont rapporté que le taux
de folate sérique dans les cas était inférieur a celui des témoins, mais la comparaison n'était
pas significative et ils ont conclu que, dans les grossesses compliquées qui se terminent par un
avortement au cours du premier et du deuxieme trimestre, les faibles niveaux de folate ne
semblent pas étre associés a un risque accru d’avortements et de résultats négatifs ; malgré
son role extrémement important pour le développement du feetus , il est considéré comme un
cofacteur essentiel dans la biosynthese des nucléotides et dans la meétabolisation de
I’homocystéine en méthionine, cette derni¢re est utilisée dans la méthylation de I’ADN, des
protéines et des lipides. L’interférence avec la synthése de I’ADN conduit a des divisions
cellulaires anormales. Les cellules qui se divisent rapidement, comme dans le systéme
hématopoiétique, sont les plus vulnérables aux irrégularités de la production d’ADN (Scholl
et Johnson, 2000).
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Plusieurs études ont montré que la carence en acide folique augmente les
concentrations en homocystéine (Wouters et al., 1993, Nelen et al., 1998). Les femmes avec
des avortements a répetition ont une plus forte prévalence d’hyperhomocystéinémie en
comparaison avec les groupes contrdles. Ainsi que, la supplémentation par I’acide folique en
période périconceptionnelle réduisent de fagon significative les concentrations en
homocystéine et donc les malformations dont plusieurs conduisent a des avortements
(Lumley et al., 2001).
11.2.2.2. 2. Variation du taux de la Vitamine B12

La variation du taux de la Vitamine B12 chez les femmes enceintes durant le premier et
le deuxieme trimestre, leurs significations ainsi que leur intervalle de confiance a 95% sont
regroupées dans le (tableau 08) :

Tableau 08 Variation du taux de la vitamine B12 chez les femmes enceintes (Moyennex SD)

18" trimestre 2¢me trimestre
Cas témoin Cas témoin
Vitamine B12
174,49+ 83,50 176,94 £+ 65,65 | 138,12+55,12 | 141,43 +51,75
pmol/I
Valeur de P 0.997 0.987

Nos résultats montrent une diminution non significative du taux de la cobalamine
(B12) chez les femmes en période d’avortement par rapport aux témoins, ces résultats
concordent avec ceux de (Jacotot et Campillo, 2003) qui ont associé les déficits en
cobalamines chez la femme enceinte a des naissances prématurées qui pouvant méme
conduire a un déces intra-utérin (Jacotot et Campillo, 2003).

La vitamine B12 participe au métabolisme de 1’homocystéine, puisqu’elle est I’un des
co-facteurs de la MTHFR et intervient dans la synthése de la méthionine. Son role
métabolique est étroitement lié a celui de I’acide folique car 1’une des enzymes dépendant de
la vitamine B12 (la méthionine synthétase) est indispensable au fonctionnement du cycle de la
méthylation. La carence en cette vitamine peut donc influer défavorablement sur 1’utilisation
des folates puisqu’elle permet la pénétration de ce dernier dans les hématies, alors des
hémorragies placentaires peuvent étre observées comme elle peut entrainer une détérioration
neurologique, une anémie mégaloblastique et des taux élevés d’homocystéine dans le plasma.

Plusieurs études ont montré qu’une carence en vitamine B12 était associée a une

augmentation du risque d’anomalie du tube neural (ATN) (Mobasheri et al., 2010).
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I1.2.2.2. 3. Variation du taux de I’Hcy

Les valeurs de la variation du taux de la Hcy chez les patients pendant le premier et le

deuxiéme trimestre et leurs significations sont présentées dans le tableau (09).

Tableau 09 : Variation du taux de I’Hcy chez les femmes enceintes (Moyennex SD).

18" trimestre 2éme trimestre
Cas témoin Cas témoin
Hcy (umol/I) 8,58+ 0,79 8,40+ 0,76 | 954 +0,85 9,47 +1,49
Valeur de P 0,886 0,976

D’apres nos résultats 1la concentration moyenne de 1’Hcy semble un peu élevée entre
les cas et les témoins au cours du premier et du deuxiéme trimestre mais d’une maniére non
significative.

Ces résltats concordent avec ceux de (Savage et al., 1994) ; qui ont montré que les
vitamines du groupe B agissent comme des cofacteurs dans la synthése de la méthionine a
partir de ’homocystéine. Leur déficit induit une hyperhomocystéinémie responsable du stress
oxydant. Ainsi, I’hyperhomocystéinémie a été associée a une embryotoxicité (Quere et al.,
2001) et a une toxicité vasculaire avec infarctus placentaire (Steegers-Theunissen et
al.,1992), ces deux phénomenes pouvant étre a I’origine d’une pré-éclampsie et a des FCS.
Une diminution significative des taux d’acide folique et une augmentation des taux
d’homocystéine ont été obserevés chez des femmes ayant fait plus de quatre FCS (Sikora et
al. , 2007).

L’hyperhomocystéinémie se traduit génétiquement par un déficit en une enzyme du
métabolisme de la méthionine (Cystathionine b synthétase (CbS) ou en méthylene
tétrahydrofolate réductase (MTHFR), soit elle doit étre acquise par le déficit en cofacteur

indispensable au métabolisme de la méthionine (vitamines B6, B12 et I’acide folique).

D’apres 1’étude de Wouters et al., 1993 ; I’hyperhomocystéinémie est observée avec
une fréquence accrue 4 fois plus fréquemment que dans la population témoin, chez les
femmes ayant présenté au moins deux (AS) inexpliqués précoces avant la 16e SA. La
mutation C677T du géne de la MTHFR a 1’état homozygote était retrouvée associée a un

risque accru 2 a 3 fois plus chez les femmes présentants des avortements spontanés (AS)




Chapitre 11 Résultats et discussion

précoces (Nelen et al., 2000), ainsi, ces résultats n’ont pas été confirmés dans 1’étude réalisée
par Holmes et al., 1999. Toutefois, 1’étude génotypique est probablement trop limitée et les
conséquences de cette mutation sur le métabolisme de la méthionine devraient prendre en
compte le statut vitaminique des patientes et en particulier, 1’acide folique. Un déficit en
folates diminue le nombre des groupements méthyles disponibles, indispensables a la
pérennité de la méthylation et au processus de méthylation qui pourrait étre impliqué dans la
survenue de FCS par anomalies de méthylation de genes impliqué dans le développement

foetal précoce (Castro et al., 2004 ; Jiang et al., 2007).

En effet, Quere et al., 2001 ont montré que, le traitement des femmes présentant 3 ou
4 (AS) dans leurs antécédents avec une hyperhomocystéinémie par 15 mg/j d’acide folique
pendant 1 mois, entraine une diminution significative (> 90 %) du risque d’AS du ler

trimestre de la grossesse.

De cet effet, les hyperhomocystéinémies maternelles, quelque soit leur étiologie,
constituent un facteur de risque pour les fausses-couches précoces a répétition (Nelen et al.,
2000 ; Del et al., 2004 ; D’Uva et al., 2007 ; Dodds et al., 2008).

11.2.2.2. 3. Variation du taux de Fer
Les résultats des variations des taux de fer des cas et des témoins présentés dans le

tableau (10).
Tableau-10. Variation du taux de Fer chez les femmes enceintes (Moyenne+ SD).

18" trimestre 2¢me trimestre
Cas témoin Cas Témoin
Fer (mg/L) 1,60+011 |162+022 |116+0,781 1,22+0,10
Valeur de P 0,939 0,781

D’aprés nos résultats, les valeurs moyennes du fer aux cours du premier et du deuxiéme
trimestre sont inferieurs a celles du groupe contr6le, mais de maniere non significative
(P=0,05).

Nos résultats concordent avec ceux menés par Bitam et Belkadi, 2008 ; qui
ont trouvé une légere carence martiale chez les femmes enceintes est de 10 % au cours du

premier trimestre et ceux rapporté par Abessolo et al., 2011 ; qui ont montré que 14,7 % des
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femmes Gabonaises enceintes sont carencées en fer ou I’alimentation est beaucoup plus
variée, alors que I’alimentation dans notre population est déséquilibrée avec une

consommation faible des produits d’origine animale (viande, poisson, ceufs,...).

Par contre Malek-Mellouli et al., 2013 ont confirmé dans une étude réalisée sur 86
femmes regroupée en 56 femmes enceintes et 30 femmes non enceintes une diminution
significative du fer sérique du ler au 3™ trimestre de la grossesse. Le fer a un réle capital
dans I’organisme de la mere et du feetus, ¢’est un élément constitutif de 1’hémoglobine et de la
myoglobine et il participe dans de nombreuses réactions enzymatiques et métaboliques
(Harvey, 2011).

En effet, ces déficits en fer au cours de la grossesse peuvent étre expliqués par
I’élévation des besoins au cours de la grossesse. D’aprés Butte et King., 2005, environ 1000
mg de fer est nécessaire pour couvrir les besoins de la femme enceinte a cause de 1’élévation
de la masse érythrocytaire, la croissance feetale, le fonctionnement placentaire et les pertes

métaboliques et physiologiques (Milman, 2006).

Les besoins en fer augmentent au fur et a mesure dans cette situation passant d’environ
de 1 mg par jour au premier trimestre a 8 mg par jour au troisieme trimestre (Bothwell, 2000).
Malgré que, les apports alimentaires ne sont pas habituellement suffisants pour compenser ces
pertes, puisque le transfert actif du fer de la meére vers le feetus se poursuit, méme en cas de la

carence maternelle (Theresa et al., 2000).

La multiparité est un autre facteur qui provoque des déplétions successives des
réserves en fer, sans reconstitution intermédiaire satisfaisante (Diallo et al., 1999). Les
besoins élevés en fer durant la gestation pour faire face a I'expansion des tissus
maternofoetaux (masse sanguine maternelle et unité foetoplacentaire) augmentent le risque de
déficit dans cette population (Favier et Hininger-Favier, 2004). Une alimentation
correctement équilibrée devrait, au cours d'une grossesse normale chez une femme non

carencée au départ, pouvoir faire face aux besoins (Hininger -Favier et Hercberg, 2005).

Apreés analyse de nos données, le taux du fer sérique chez les femmes enceintes était
légerement bas que chez celles du groupe contrdle et cela peut étre du a la prise des

suppléments.
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11.2.2. Variation du taux de calcium
Le calcium est parmi les minéraux qui peuvent jouer un role primordial dans la
croissance feetale, il intervient dans la formation des os du squelette et les dents du feetus.
Cependant un apport insuffisant en calcium peut entrainer le développement d’une pré-
éclampsie et accroitre le risque de prématurité et de fausse couche (Bergel et Belizan, 2002).
Les résultats des variations des taux du calcium des cas et des témoins présentés dans le
tableau (11).

Tableau 11 Variation du taux de calcium chez les femmes enceintes (Moyennex SD).

18" trimestre 2¢me trimestre
Cas témoin Cas témoin
Calcium (mg/L) | 10,04+0,58 |10,710,10 |9 96+ 0,781 1029+0,13
Valeur de P 0,07 0,33

D’aprés nos résultats, la concentration moyenne du calcium est légerement diminuée

entre les cas et les témoins au cours du premier et du deuxiéme trimestre.

Au cours de la grossesse, toutes les régulations sont en place pour permettre le
transfert du calcium au feetus et l'adaptation du métabolisme phosphocalcique maternel
(Gompel et al., 1993). Les besoins feetaux augmentent progressivement et le feetus recoit tout
au long de la grossesse jusqu'a 30 g de calcium, les deux tiers étant acquis au cours du dernier

trimestre de la gestation (Salle, 1995).

Aprés analyse de nos résultats, une lIégére carence calcique était retrouvée chez les
femmes, en cours d’avortement par rapport aux femmes enceintes avec une grossesse
normale. On peut expliquer ces résultats par la pauvreté de I’alimentation en produits riches
en calcium surtout. Au cours de la grossesse, un apport calcique satisfaisant est nécessaire
pour conserver I'noméostasie maternelle et la croissance feetale et placentaire (Fournié et al.,
1999). Les besoins en calcium de la femme enceinte sont majorés afin de permettre la
formation du squelette feetal. Pour assurer au feetus des apports calciques suffisants, différents
mécanismes sont mis en ceuvre : la synthése de 1-25-hydroxy-vitamine D par le placenta,
conduisant a une augmentation de I'absorption intestinale de calcium et a une mobilisation du

calcium osseux maternel (Genin et al., 2011).
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Le calcium intervient dans la contraction musculaire. En effet, de faibles apports
calciques pourraient stimuler les hormones parathyroidiennes et la libération de la rénine,
aboutissant a une augmentation du calcium intracellulaire dans les cellules musculaires lisses
vasculaires et donc a une vasoconstriction (Hofmeyr et al., 2010). Selon I'Organisation
Mondiale de la Santé, le calcium prévient probablement I'hypertension artérielle et ses
complications pendant la grossesse (Pena-Rosas et Casanueva, 2006). Si les besoins
maternels ne sont pas satisfaits, une résorption du tissu osseux maternel entame le capital
(Perrin et Simon, 2002).

Selon I’Institut national de prévention et d’éducation pour la santé (Inpes) (2007) : Un
apport insuffisant en calcium peut entrainer le développement d’une pré-éclampsie
(hypertension provoquée par la grossesse) et accroitre le risque de prématurité ou de fausse
couche. En cas d’apport insuffisant, le béb¢ utilisera les réserves maternelles, ce qui peut
entrainer un risque de décalcification chez la femme enceinte ». Il a été récemment suggéré
que I'hypertension induite par la grossesse pourrait résulter d'une anomalie d'implantation
(Cheng, Wang, 2009).

11.2.2. Détermination des taux de marqueurs sériques
Plusieurs études ont suggéré que les fluctuations des marqueurs sériques, pourraient
affecter le développement du feetus et I’issue de la grossesse (Mobasheri et al., 2010). Pour
cette raison le dosage des marqueurs sériques (AFP, B-HCG, uE3) a été effectué aux cours des

deux premiers trimestres pour les deux groupes de patientes (cas et témoins).

I1.2.2. 1. Variation du taux d’AFP sérique
L’alpha-feeto-protéine est une glycoprotéine synthétisée par les cellules du foie feetal et
le tractus gastro-intestinal feetal. Le foetus 1’élimine par ses urines dans le liquide amniotique,
d’ou elle passe dans le sang maternel. Elle est exprimée trés tot, atteint un pic de
concentration vers 14SA, puis diminue progressivement au cours de la grossesse et son
expression s’éteint quelques jours apres la naissance (Brock et al., 1972).
Les moyennes des taux de I’ AFP sérique dosés chez les femmes enceintes au cours du

premier et du deuxieme trimestre sont représentées dans le tableau (12).
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Tableau-12 Variation du taux d’ AFP sérique chez les femmes enceintes (Moyennex SD).

16T trimestre 2¢me trimestre
AFP (MoM) 0,76 + 0,43 2,82 + 3,29
Valeur de P 0,001 0,001

Le niveau sérique d'alpha-feetoprotéine au cours du premier et du 2é™ trimestre était
de (0,76 £ 0,43) vs (2,82 + 3,29) MoM, respectivement (P <0,05). La concentration moyenne
d’alpha-feetoprotéine est significativement faible au cours du 1° trimestre par contre elle est

trés élevée au cours du 2¢™ trimestre entre les cas et les témoins.

D’aprés nos résultats un faible taux d’AFP sérique est remarqué chez les patientes
présentant un avortement au cours du premier trimestre, ce qui concorde avec plusieurs
chercheurs (Muller et al., 2003 ; Cuckle, 2000) qui ont corrélé les faibles niveaux d'AFP
avec les avortements spontanés et la présence d'anomalies chromosomiques (aneuploides)
telles que les trisomies et surtout en cas d’association a un faible niveau d’HCG (Cuckle H,

2000).

Par contre au cours du deuxieme trimestre on a remarqué une augmentation significative
d’AFP chez les femmes affectées par rapport aux témoins ce qui est en accord avec les
résultats de Duric et al., 2003 ou ils ont associé les concentrations d'AFP maternelles
anormalement ¢levées a la perte feetale, la mort périnatale, les décés néonatal, I'hydrocéphalie,
les hernies diaphragmatiques, le syndrome de Turner, le kyste du plexus choroide et les

anomalies de fermeture du tube neural foetal.

Cependant, des élévations modérées supérieures a la grossesse normale ont été
observées chez les femmes atteintes d'un dysfonctionnement feotoplacentaire grave en
association avec la B-HCG. En revanche, Plusieurs études (Milunsky A et al., 1989) ont
associé 1’augmentation significative inexpliquée de I’AFP au risque de la pré-eclampsie
(Wenstrom et al.,1994 ; Leung et al., 2000), du retard de croissance intra-utérin (RCIU),
d’hématome rétro-placentaire avec des lésions histologiques de type thrombotique et
inflammatoire des vaisseaux placentaires , a I’oligo-hydramnios, au décollement placentaire et
de mort in utero (MIU) (Brock et al., 1982; Purdie et al., 1983; Walters et al., 1985; Katz
et al., 1984; Salafia et al., 1995 ; Williams et al., 1992 ; Yaron et al., 1999; Maher et al.,

1994), ceci conduit a une atteinte placentaire qui pourrait permettre une diffusion plus rapide
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de ’AFP du compartiment foetoplacentaire au maternel résultant en une élévation de 1’ AFP
sérique maternelle. Cette hypothése est soutenue par les résultats d’autres études (Yaron et
al., 1999 ; Cusick et al., 1996).

Ainsi, le mécanisme exact de 1’¢1évation de I’AFP est mal conu. Il pourrait en effet
s’agir d’une fuite transplacentaire de I’ AFP de la circulation feetale qui pourrait étre due a son
tour aux défauts de la structure placentaire par déficience de la barriere endothéliale
augmentant 1’aire de diffusion de cette hormone. L’ AFP augmentée peut aussi provenir du
foetus en souffrance chronique a cause d’un décollement placentaire (Purdie et al., 1983), ou
d’une ischémie placentaire due a des thrombi intervilleux (Salafia et al., 1995) qui
engendreraient une souffrance feetale, qui pourrait expliquer I’augmentation de 1’AFP sérique

maternel.

En effet, le dosage de l'alpha-foetoprotéine sérique maternelle (AFP) au cours du
premier et du deuxieme trimestre de la grossesse est trés intéressant pour le dépistage des
aneuploidies, des anomalies du tube neural et pour I’issue défavorable de la grossesse, y
compris la mort feetale, la prééclampsie (PE), la restriction de la croissance feetale et

I'accouchement prémature.
I1.2.2. 2. Variation du taux de g-HCG

L’hormone chorionique gonadotrophique (HCG) est une glycoprotéine formée de
deux sous-unités o et B, sécrétées des la fécondation. Cette hormone est secrétée par le
cytotrophoblaste et le syncytiotrophoblaste, mais la grande majorité est produite grace aux
citernes que forment les réticulums endoplasmiques du syncytiotrophoblaste.

La sécrétion d’HCG débute avant la nidation. Les récepteurs de I’HCG sont présents
dans le trophoblaste dans I’endométre. Elle devient détectable entre le 7¢™ et le 9 €™ jour
apres la fécondation. La sous-unité o devient détectable dans la circulation maternelle entre la

6 €™ et 10 ¢™ semaine de grossesse.

L’HCG double sa valeur en 1,4 a 2,1 jours. Dés le retard des régles, sa concentration
sanguine maternelle atteint 100 UI/L et son taux augmente jusqu’a la 8 ™ -10 ™ semaine,
pour atteindre 100000 UI/L, puis baisse jusqu’a la 18 M -20 €™ semaine, pour se maintenir

en plateau aux environs de 10000-20000 UIW/L jusqu’a I’accouchement.

43



Chapitre 11 Résultats et discussion

La béta-hCG libre est un marqueur sérique du premier trimestre décrit par Macri et al.,
1990. Plusieurs études (Ranta J.K et al., 2011 ; Odibo et al., 2011 ; Hourrier et al., 2010,
Kirkegaard et al., 2011) ont montré une augmentation significative de complications feetales
et maternelles tels que la prématurité, le RCIU et le risque de pré-éclampsie en cas de valeur
<0,5MoM.

Pour ces raisons les taux de la B-HCG sérique a été dosée chez toutes les femmes
enceintes constituant la population d’étude au cour du premier et du deuxiéme trimestre et les

variations ainsi que leur signification sont montrées dans le tableaux 13.

Tableau-13 Variation du taux de B-HCG sérique chez les femmes enceintes (Moyenne+ SD).

16" trimestre 2¢Me trimestre
B-HCG (MoM) 0,04820,071 0,18 £ 0,22
Valeur de P 0,001 0,23

Les valeurs médianes de B-HCG aux cours du premier et du deuxiéme trimestre sont
respectivement : p-HCG (0,048 + 0,07 MoM) et (0,18 £ 0,22 MoM), (P<0.05).

Nos résultats ont montré qu’au cours du premier et du deuxiéme trimestre, un taux
faible de la B-HCG est remarqué chez les patientes en cours d’avortement, ces résultats sont
on accord avec les travaux de Dugoff et al., 2004 et Rissanen, 2006, qui ont signalé aussi un
faible taux de p-HCG associé & une incidence accrue de fausse couche spontanée et que les
taux extrémement faibles ont été associés a une augmentation du risque de perte de grossesse

avant 24 semaines.

Les mémes résultats sont obtenus par Yaron ¢ al., 2011 qui ont trouvé dans leur étude
un seul résultat statistiquement significatif lié a une augmentation du risque de fausse couche

spontanée chez les patientes presentant une faible concentration de B-HCG libre.

La B-HCG libre est sécretée par le cytotrophoblaste et le syncytiotrophoblaste et est
un marqueur de la différentiation cytotrophoblastique; elle maintient le début de la grossesse ;
sa production est stimulée par différentes molécules dont les facteurs de croissance et les
cytokines. Sachant que les placentas des patientes en cous d’avortement présentent des
troubles de la différenciation cellulaire avec une invasion déficiente et un plus petit poids, une

altération dans la quantité totale de I’hCG semble étre logique.
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Selon Gordon et al., 2002 le dysfonctionnement placentaire qui résulte d’un défaut
d’angiogénése induit une perturbation de sécrétion de la B-HCG, cette derniere joue un role
principal dans la stimulation de la stéroidogénése maternelle et foetale et le maintient du corps

jaune ce qui assure une bonne évolution de la grossesse jusqu’a la septiéme semaine.

11.2.2.3. Variation du taux d’cestriol (UE3)

L’cestriol est une hormone stéroide synthétisée par 1’unité feeto-placentaire et son
origine est strictement feetale. Elle provient du cholestérol feetal, L’cestriol est donc un tres

bon reflet de I’activité stéroidogéne des surrénales foetales (Weissgerber Tl et al., 2006).

Le dosage de I’ estriol constitue une aide au diagnostic d’atteinte de 1’axe corticotrope

des anomalies échographiques :

Selon Marcos et al. (2009), I’¢é1évation de I’cestriol, indique I’absence des anomalies
feeto-placentaires alors que si le taux de I’cestriol est effondré (<0,2MoM) une trisomie 18
peut s’associer surtout si des taux faibles en hCG et AFP ont été détecté, mais aussi une
pathologie feetale comme le déficit en sulfatase placentaire, un hypopituitarisme congénital ou
un déficit isolé en ACTH peuvent étre associés. Pour ces raisonsn, les variations des taux d’
cestriol sérique chez les femmes enceintes au cours du premier et du deuxiéme trimestre ont

été calculées et les résultats sont exprimés dans le tableau (14).

Tableau-14 Variation du taux d’uE3 sérique chez les femmes enceintes (Moyenne+ SD).

1" trimestre 2¢me trimestre
uE3 (MoM) 0,095 + 0,08 0,037 £ 0,05
Valeur de P 0,001 0,092

Les valeurs médianes d’uE3 aux cours du premier et du deuxieme trimestre sont
respectivement (0,095 £+ 0,08MoM P <0,05 et 0,037 = 0,05MoM).

D’apres les résultats obtenus, la diminution significative du taux signalé dans notre étude
au cours du premier trimestre est en concordance avec les données de Bick et al., 1999, qui
ont corrélé la diminution d’uE3 a des anomalies chromosomiques et structurelles feetales
(anencéphalie) et au décés feetal. Dans la plupart de ces pathologies, le taux d’estriol est

signalé comme étant indétectable ou (< 0,2 MoM).
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Les mémes résultats sont confirmés par Leporrier, 2009 qui ont signalé que si le taux
d’cestriol est effondré (<0,2MoM), il faut évoquer une mort in utero, une trisomie 18 et
d’autant plus s’il est associé a une valeur effondrée d’hCG et d’AFP, mais aussi a une

pathologie feetale comme le déficit en sulfatase placentaire (Craig, 2010).

D’aprés Craig, 1999 et Glass,1989, le taux d’cestriol refléte 1’activité stéroidogene
feetale et son taux trés faible peut révéler une hypoplasie congénitale des surrénales, une
atteinte de I’axe corticotrope, ou un syndrome malformatif li¢ a un bloc de synthése du
cholestérol comme le syndrome de Smith-Lemli-Opitz (Irons., 1999). De cet effet, et en cas
de faible taux d’cestriol, une échographie morphologique a la recherche de malformations
foetales, ainsi qu’un conseil génétique peut étre réalisé. Par contre, en cas d’élévation de

I’cestriol, il n’existe pas d’anomalies feeto-placentaires décrites (Gagnon., 2008).
11.2.2. 4. Variation du taux de la progestérone

Le role des hormones stéroidiennes comme la progestérone dans la prévention des
avortements, la perte de grossesse récurrente et le travail prématuré ont été largement
étudiées. Le rdle de la supplémentation en progestérone dans la procréation assistée a été aussi
analysé. Le taux de la progestérone chez les femmes enceintes constituant la population
d’¢étude a été calculée au cours du premier et du deuxieme trimestre et les résultats sont
exprimés dans le tableau (15).

Tableau 15 Variation du taux de la progestérone chez les femmes enceintes (Moyennex SD)

16" trimestre 2¢me trimestre
Progestérone (MoM) [0,21 £ 0,15] [0,17 £ 0,16]
Valeur de P 0,001 0,001

Les valeurs moyenne des médianes de la progestérone aux cours du premier et du
deuxieme trimestre sont respectivement (0,21 + 0,15MoM) et (0,17 £ 0,16 MoM), P <0,05).

Nos résultats montrent des taux anormalement bas de la progestérone sérique chez les
patientes en voie d’avortement aux cours des deux trimestres ce qui est en accord avec les
données de Weissgerber (2006) et Wright (1980), qui ont montré une diminution tres nette de

la progestérone a I’entrée en travail.
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De plus, I’administration de progestérone extrinséque ne prolonge pas la durée de
gestation ce qui nous explique le déclenchement précoce du travail qui résulte d’un
avortement, Donc, la progestérone constitue un bon marqueur de diagnostique des grossesses
non viables comme c¢’est une hormone qui participe dans le maintien du calme utérin puisqu’
elle intervient dans la sécrétion d'un certain nombre de facteurs ou enzymes impliqués dans

I'implantation embryonnaire (Stephenson et al., 2002).

Par ailleurs, ce faible taux de progestérone peut expliquer que ces femmes enceintes
soufrent d’une insuffisance lutéale qui se caractérise par une production insuffisante de cette
hormone retentissant sur la qualité de I'endometre et nuisant a lI'implantation (Vinatier et al.,
1998).

11.2.3. Anémie et avortement

Selon les réponses des femmes constituant les groupes cas et témoin de la population

d’étude en ce qui concerne le nombre d’avortements et les antécédents d’anémie ont été

calculées et les résultats sont exprimés dans le tableau (16).

Tableau-16 Nombre de femmes enceintes présentants une anémie

Nombre de femmes enceintes présentants une anémie Total
NON Oul
Cas 48 21 69
~ Temoin 59 10 69
Total 107 31 138
P 0,02

D’aprés les résultats que nous avons tiré a partir de cette étude la diminution du taux
de fer s’accompagne d’une anémie chez les femmes en cours d’avortement avec une
fréquence significative (P<0,05).

Donc I’anémie dans notre étude constitue un facteur de risque pour les échecs de
grossesses et elle est I'une des pathologies les plus courantes en obstétrique et n’est que
I’'ultime expression d’une carence en fer qui en est la cause dans la plupart des cas.

La carence en fer est la plus importante de toutes les carences en micronutriments, elle
touche plus de 2,15 milliards de personnes a travers le monde (Rey et al.,1995 ; Galan et al.,
1998).
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Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 51% des femmes enceintes des pays
développés et pays en voie de développement confondus présentent une anémie. Il s’agit d’un
trouble de gravité variable auquel sont exposees 10 a 30% des femmes enceintes dans les pays
développés et 40 a 80% dans les pays en voie de développement. Aux Etats-Unis, selon le
National Health and Nutrition Examination Survey, 5 a 10 % des femmes de 20 a 44 ans
présentent une carence martiale. Il est admis que I’anémie est un facteur de risque significatif
au regard de la morbidité maternelle et surtout feetale, d’autant plus s’il s’agit d’'une anémie
préexistante a la grossesse. Les besoins en fer durant la grossesse sont significativement
augmentés. Ces besoins augmentent surtout lors de la deuxiéme partie de la grossesse, en lien
avec I’augmentation de la masse globulaire de la mére, des besoins du feetus et du placenta et
des pertes sanguines a 1’accouchement. La réponse a ces besoins dépend de 1’état des réserves
avant la grossesse (Rey et al.,1995 ; Galan et al., 1998).

La grossesse entraine de profondes modifications de I’hémogramme. En effet, il se
manifeste une augmentation du volume plasmatique et ceci dés le 1°" trimestre pour atteindre
30 a 50% en fin de grossesse. Néanmoins, I’augmentation de la masse plasmatique (150% du
volume initiale) est supérieure a celle de la masse globulaire (120% du volume initiale)
(Fournié et al., 1999).

Nos résultats concordent avec ceux menés par Scholl & Hediger (1994), aux Etats-
Unis, selon une étude prospective dont 28% des femmes enceintes étaient anémiques, mais
seulement 3,8% répondaient a la définition de ’anémie ferriprive, méme si prés de 10%
avaient des reserves basses en fer (Rey et Sachet, 1995; Galan et al., 1998). Ces résultats
sont également retrouvés dans 1’étude de Galan et al., 1998. Mais cela ne concorde pas avec

celui rapporté par Abessolo et al. (2011) qui a trouvé 33,9 % de microcytoses.

11.2.4. Diabéte et avortement
Selon les réponses des femmes constituant les groupes cas et témoins de la population
d’étude en ce qui concerne le nombre d’avortements et les antécédents du diabéte ont éte

calculées et les résultats sont exprimés dans le tableau (17).
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Tableau 17-Nombre des femmes enceintes diabétique.

Nobre de femmes enceintes présentants un diabéte Total
NON Oul
Cas 66 3 69
~ Temoin 67 2 69
Total 133 5 138
P 0,65

D’apres les résultats obtenus, le nombre des femmes enceintes diabétique en cours
d’avortement est trés faible (P=0,65). Donc le diabéte dans notre étude n’est pas un facteur de
risque pour les échecs de grossesses. Nos résultats sont ont accord avec 1’étude de Castorino
et Jovanovi¢ (2011), Portant sur 389 patientes diabétiques et 429 non diabétiques a évalué le
taux de grossesses évolutives en fonction de la fructosaminémie et du taux d’hémoglobine
glycosylée mesures en début de grossesse et répartis en six intervalles. Ils n’ont pas montré de
différence entre le taux global de FCS entre la population diabétique et non diabétique.

Par contre selon lvanisevic (2005) et Lucas (2001), le taux de FCS précoces est
augmente chez les femmes diabétiques insulinodépendantes et plusieurs études ont montré
une corrélation entre le taux d’hémoglobine glycosylée au premier trimestre de la grossesse et
le taux de FCS. Le mécanisme physiopathologique évoqué est celui de malformations
embryonnaires létales, car le taux de malformations est aussi augmenté en cas de mauvais
équilibre du diabéte dans la période périconceptionnelle (Lucas et al., 1989).

11.2.5. Avortement et hypertension artérielle (HTA)
L’analyse de nos résultats concernant le nombre des femmes enceintes hypertendues en
cours d’avortement est treés élevée (P=0,0001). Donc I’hypertension artérielle (HTA) dans
notre étude constitue un facteur de risque pour les échecs de grossesses (Tableau 18).

Tableau 18 -Nombre des femmes enceintes hypertendues.

Nobre de femmes enceintes présentants une HTA Total
NON Oul
Cas 26 43 69
Temoins 65 4 69
Total 91 47 138
P 0,0001
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Ces résultats indiquent une augmentation du nombre de femmes présentant des
complications d’hypertension artérielle et qui influencent sur 1’évolution normale de leur
grossesse, ces données s’accordent avec ceux de Prysak, (1995) qui a montre un risque deux a
trois fois plus élevé d’hypertension chez les femmes présentants des avortements,

comparativement aux témoins.

Par ailleurs d’aprés Krezesinsi (1999), I’hypertension artérielle de la grossesse
proprement gravidique accompagnée ou non de protéinurie est la complication médicale la
plus fréquente aux cours de la grossesse touchant environ 10% des femmes et moins de 5%

sous sa forme pre-éclamptique qui est devenu un facteur de morbidité et de mortalité feetale.

De plus il existe une relation inverse entre la croissance feetale et la pression artérielle
maternelle tout au long de la grossesse. Le trouble des échanges foeto-maternels explique le
retard de croissance intra-utérin, si ce trouble s’aggrave, les échanges gazeux peuvent étre
compromis, une hypoxie et une acidose feetale vont apparaitre ; avec des risques de Iésions

cérébrales (Borzychowski et al., 2006).

Ainsi, de nombreuses maladies de la grossesse dont la pré-éclampsie (HTA
gravidique) sont dues a une déficience de la vascularisation placentaire, par un trouble de
I’angiogénése placentaire, soit par des facteurs de croissances, des marqueurs biologiques, du

systéeme immunitaire ou des facteurs génétiques.

L’hypertension gravidique peut étre expliquée en physiopathologie d’abord par un
défaut de la placentation puis, par une réaction maternelle généralisée touchant I’endothélium
(Van Wijk et al., 2000). L’invasion des cellules trophoblastiques dans 1’endomeétre et dans le
tiers proximal du myométre et 1’invasion des artéres spiralées sont d’une importance vitale
pour la fixation du placenta et la connexion avec le systéeme vasculaire maternel.

Les études de Matijevic et al., 1999; Meekins et al., 1994 ont montré que dans les
HTA gravidiques, I’invasion trophoblastique est trop superficielle avec un défaut d’invasion
des arteres spiralées qui restent ainsi de petit calibre. Ce qui provoque une hypoxie placentaire
durant toute la grossesse, cette réaction maternelle généralisée touchant 1’endothelium de
différents organes. Ainsi I’étude histologique des placentas chez ces patientes montre une
prolifération trophoblastique mais une migration des cellules trophoblastique trop

superficielle (Redline et al., 1995); I’invasion des arteres spiralées du myometre est fortement
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réduite causant ainsi une réduction de I’apport sanguin dans 1’espace intervilleux et exposant
le feetus a des conditions pauvres en nutriments et en oxygene.

D’aprés Van Wijk et al., 2000, I’ischémie placentaire libére des facteurs placentaires
toxiques dans la circulation sanguine maternelle qui altérent le bon fonctionnement de
I’endothélium et induit une réaction endothéliale maternelle généralisée.

Plusieurs études ont demontré que I’hypoxie perturbe I’expression d’isoformes de
VEGF et la diminution des récepteurs au VEGF dans la pré-éclampsie (Lyall et al. , 1997).

Kupferminc et al., (1997) ont mis en évidence des taux élevés de VEGF dans la
circulation maternelle chez les patientes souffrant de pré-éclampsie, ainsi qu’une corrélation
entre leur taux et la sévérité de la pré-éclampsie.

Par ailleurs, une prolifération trophoblastique sans invasion induit 1’activation de
certains génes dont le TGF-B3 (un inhibiteur de I’invasion trophoblastique) est stimulé par un
facteur de transcription (HIF-a), cette molécule, contrairement aux grossesses d’évolution
normale, est présente au dela du premier trimestre dans la pré-éclampsie (Caniggia et al.,
1999 et 2000). De plus I’HIF-1a. supprime I’alf1 qui est une molécule d’adhésion nécessaire
pour la migration trophoblastiques (Goldman-Wohl et al., 2002).

Ce défaut de différenciation cellulaire permettant 1’invasion nécessaire au premier
trimestre induit des cellules trophoblastiques trop immatures. Ces cellules trophoblastiques
immatures présentent a leur surface I’intégrine a5 et n’exprime pas 1’intégrine al ; ainsi, elles
n’acquicrent pas le phénotype nécessaire a 1’adhésion endovasculaire (Zhou et al., 1997-b) et
leur prolifération est excessive (Redline et al., 1995). Cette invasion trophoblastique trop
superficielle altére également I’expression de certains génes impliqués dans la dégradation de
la matrice extracellulaire, qui de ce fait sont déficients, comme par exemple 1’expression de
MMP-9 qui n’est pas stimulée dans la pré-éclampsie (Lim et al., 1998). L’activité
enzymatique de I’urokinase plasminogen activator et plasminogen inhibitor est aussi altéree
dans la pré-éclampsie (Graham et al., 1996).

Ces altéerations placentaires prenant forme lors du ler trimestre et qui posent le
probléme de la difficulté d’avoir accés, durant le développement de ces 1ésions aux cours de
progression de la grossesse car le diagnostic étant posé des la 20e SA et les placentas étant
disponibles apres 1‘accouchement.

Le dysfonctionnement endothélial mene a un déséquilibre entre les facteurs vasodilatateurs et
vasoconstricteurs et donc a I’hypertension. L’équilibre entre les mécanismes de coagulation et
d’anti-coagulation du sang est aussi affecté par les changements quantitatifs des substances

coagulantes et leurs inhibiteurs (Ness et al ., 1996) .
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11.2.6. Avortement et infection

Selon les reponses des femmes constituant les groupes cas et témoin de la population
d’étude en ce qui concerne le nombre d’avortements et les infections ont été calculées et les
résultats sont exprimés dans le tableau (19).

Tableau 19 -Nombre des femmes enceintes présentants une infection.

Nobre de femmes enceintes présentants une infection Total
NON Oul
Cas 45 24 69
~ Temoins 47 22 69
Total 92 46 138
P 0,86

D’aprés nos résultats, les femmes enceintes de 1’étude présentent des infections mais
pas de différence significative entre les cas et les témoins. Nos résultats sont on accord avec
ceux d’Osser et al., (1996), qui ont montré que divers agents infectieux peuvent induire des
avortements sporadiques (Herpes simplex virus, virus de la rubéole, Treponema pallidum,
Toxoplasmagondii, Mycoplasmahominis, Ureaplasmahominis). Par ailleurs, plusieurs
conditions doivent étre remplies pour retenir la responsabilité d’un agent infectieux dans les
avortements a répétition, soit la longue persistance; I’infestation peu symptomatique pour
échapper au diagnostic et au traitement et avoir acces au feetus soit pour infecter les tissus
feetaux, soit pour y entretenir une réponse inflammatoire. Peu d’agents infectieux répondent a
ces exigences. L’intérét s’est récemment déplacé vers les infections vaginales qui pourraient

intervenir dans les avortements tardifs et les accouchements prématurés.
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La femme enceinte est exposée a des risques importants de complications qui peuvent
affecter sa santé et celle de son nouveau-né. Nos résultats montrent que les femmes enceintes
présentent des altérations métaboliques caractérisées par une variation des marqueurs
nutritionnels (Micronutriments) et sériques comme l'acide folique, la vitamine B12,
I’Homocystéine (Hcy), le fer, l'alphafoetoprotéine (AFP), la B-HCG, I'eestradiol et la
progestérone. Ces altérations métaboliques durant la grossesse sont associees le plus souvent
au développement d’un échec de grossesse qui peuvent étre responsables d'importantes

complications materno-feetales (avortement, pré-eclampsie).

D’apres notre étude, I’avortement est 1’un des principales complications qui touche la
femme au début de la grossesse et qui se traduit par une interruption et 1’expulsion d’un

embryon ou d’un feetus avant 22 semaines d’aménorrhées.

Nos résultats montrent que les marqueurs sériques maternels ont fait la preuve de leur
efficacité dans I’évaluation précoce des échecs de grossesse et des risques d’aneuploidies. Ils
peuvent étre proposés aux femmes, quel que soit leur age, en leur expliquant bien les

avantages mais également les limites du test.

Ainsi que, les déterminants nutritionnels que nous avons dosé dans cette recherche
montrent leur intérét pour 1’organisme. Par ailleurs, toute carence de ces molécules affecte la
femme enceinte, soit par une anémie mégaloblastique qui pourrait avoir des effets néfastes sur

le feetus ce qui est confirmé par le dosage des vitamines, du fer et d’homocystéine.

De plus dans notre travail, on a constaté que 1’hypertension artérielle influence sur
I’évolution normale de la grossesse et montre un risque plus élevé chez les femmes en cours

d’avortement comparativement aux témoins.

Dans cette étude, nous possédons un ensemble de facteurs de risque mais, il nous reste
a déterminer d’autres marqueurs biologiques puis le profil génétique. Cette identification
claire des marqueurs pourrait permettre a traiter ou prévenir les échecs de grossesse, diminuer
la morbidité et la mortalité feetale et maternelle. Mais elles pourraient aussi nous faire avancer

dans le domaine de malformations et d’oncologie car le placenta détient le secret d’une



angiogénése limitée dans le temps et dans 1’espace, en utilisant les mémes processus

d’invasion que les tumeurs.

L’acquisition de données dans ces domaines permettra d’évaluer de maniére précoce

et plus compléte les échecs de grossesse par la recherche des paramétres génétiques et

biologiques notamment:

La recherche de nouveaux marqueurs sériques comme : la leptine, I’Inhibine-A,
I’Urotensin-1l et le PAPP-A, I’ Acide Méthylmalonique (MMA), VEGF qui sont

probablement les futurs marqueurs.

La prévention des avortements est un grand pas en avant dans la
pratique obstétricale et les soins néonataux. L’étiologie exacte n’étant pas
encore connue, une prévention primaire par le dosage des micronutriments et des
marqueurs sériques apportent un complément appréciable a 1’échographie. 11 s’agit
d’un dépistage applicable a toute la population générale. Il nous permet de
sélectionner un groupe de femmes enceintes ayant un risque accru d’avortements

et de malformations.

Il semblait que 1’apport en micronutriments soit efficace en améliorant le stress
oxydatif et afin d’éviter ces graves conséquences, la femme enceinte doit étre
conseillée durant sa période de grossesse, de prendre des aliments riches en
micronutriments : la vitamine B9, la vitamine B12 et les minéreaux (fer et

calcium), toutefois un supplémentation vitaminique peut étre nécessaire.

En effet, la diminution rapide et massive de I'IMC permet souvent la
régularisation des cycles de I’ovulation, avec obtention de grossesses. Elle
améliorerait les issues de grossesses, en diminuant les complications obstétricales

et les risques de FCS.
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Résumé

L’avortement spontané est une interruption involontaire de la grossesse avant 22
semaines de gestation ou une expulsion spontanée du feetus. Dans la population générale le
nombre de fausse couche est elevé, il représente environ de 15 a 20 % des grossesses. Selon
I’Institut national de santé publique Algérienne (INSPA), le pourcentage des femmes
souffrent de complications permanentes au cours de grossesse en Algérie est d’environ 15 %.
Notre étude a pour objectif la détermination de quelques analyses biochimiques incluant
l'acide folique, vitamine B12, I’ Homocystéine (Hcy), fer, calcium, I'alphafoetoprotéine (AFP),
B-HCG, progestérone et l'cestradiol, qui sont impliqués dans le dépistage des échecs de
grossesse et leurs corrélations avec l’issue des avortements au cours des deux premiers
trimestres. Cette étude cas-témoins a été effectuée sur des femmes en voie d’avortement et un
groupe de contréle présentant des grossesses viables dans la région de 1’Est Algérien (Batna)
au cours de I'année 2015. Soixante neuf femmes enceintes au cours du premier et au deuxiéme
trimestre ont été recrutées comme cas (présentant des fausses couches) ainsi que le groupe de
contréle (n = 69) était composé de femmes qui avaient une échographie normale. Le folate, la
vitamine B12, l'alpha-feetoprotéine, la f-HCG, la progestérone et 1’cestradiol (uE3) ont été
évalué par une électrochimiluminescence « ECLIA » sur des systemes d'immunoanalyses
(Elecsys 2010 et cobas e 6000) (Roche Diagnostics, Penzberg, Allemagne), apres une
¢chographie cible. La concentration moyenne d’alpha-feetoprotéine est significativement
faible au cours du 1° trimestre, sa valeur est d’ordre de 0,76 £ 0,434 MoM, mais elle est trés
élevée au cours du 2°™ trimestre (2,82 + 3,29) MoM (P <0.05). Les valeurs médianes de la p-
HCG sont tres faibles aux cours des deux premiers trimestres (0,048 + 0,07 MoM) vs (0,18 +
0,22 MoM), (P<0.05), de méme pour le taux d’uE3 (0.095 + 0.08MoM) vs (0.037 *
0.05MoM), P <0.05) et de la progestérone (0.21 + 0.15MoM) vs (0.17 = 0.16 MoM), P
<0.05), qui ont été diminue significativement aux cours des deux premiers trimestres. Par
ailleurs une diminution non significative de la concentration moyenne du folate sérique (24,44
+ 11,42 vs 28,28 + 30,42 nmol/l, P = 0,990 ) au cours du 1°" trimestre et de 29,23+ 10,97 vs
141.43 + 51.75 pmol/l, P = 0,993 au cours du 2°™ trimestre, Au cours des deux premiers
trimestres une variation non significative des taux de la vitamine B12 [(174.49+ 83.50 vs
176.94 £ 65.65 pmol/l, P = 0,997) et (138.12+ 55.12 vs 31,88 + 5,38 nmol/l, P = 0,987)
respectivement] et une augmentation non significative ’Homocystéine (Hcy) [(8,58+0,79 vs
8,40 £ 0,76) umol/l, P = 0,886) et (9,54 + 0,85 vs 9,47 + 1,49) umol/l, P = 0,976)
respectivement] ont été observé. Le dosage du fer (Fe) et du calcium (ca) révéle une
diminution non significatives : fer (Fe) (1,60 £ 0,11vs 1,62 + 0,22 mg/l ; P=0,939) et (1,16 +
0,781vs 1,22 £ 0,10 mg/l ; P=0,781) et le calcium (ca) (10,04 + 0,58vs 10,71+ 0,10, P=0,07)
mg /I et (9,96+ 0,781vs 10,29 + 0,1 3 ; P=0,33) mgl/l.

D’aprés cette ¢étude; les avortements spontanés sont en association avec les
modifications des taux de marqueurs sériques et de la progesterone et les micronutriments, ce
qui pourrait constituer un élément important dans le diagnostique précoce des grossesses non
viables, alors que les taux des vitamines n’ont pas d’effets significatifs sur ces grossesses.

Mots-clés:  Micronutriments, Marqueurs sériques, progestérone, grossesse, femme,
avortement.
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Summary

Spontaneous abortion is an involuntary interruption of pregnancy before 22 weeks of
gestation. According to the Algerian National Institute of Public Health (ANIPH) the percentage of
women suffering from permanent complications during pregnancy is about 15%. The aim of this study
is the determination of some biochemical analytes, including folic acid, vitamin B12, homocysteine
(Hcy), iron (Fe), calcium (Ca), alphafoetoproteine (AFP), beta human chorionic gonadotropin (B-
hCG), progesterone and oestradiol (UE3), which are involved in the detection of pregnancy failures.
This case-control study was carried out on women in the process of abortion and a control group with
viable pregnancies in the region of Este of Algeria (Batna) during the year 2015. 69 pregnant women
during the first and second trimester were recruited as cases (with miscarriages) and the control group
(n = 69) was comprised of women who had normal ultrasound. Folate, vitamin B12, alpha-fetoprotein,
B-HCG, progesterone and estradiol (UE3) were evaluated by electrochemiluminescence "ECLIA" on
immunoanalysis systems (Elecsys 2010 and cobas e 6000) (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany),
after a target ultrasound, the mean concentration of alpha-fetoprotein is significantly low, it is (0.76 +
0.434) MoM during the first trimester but it is very high during the first trimester. 2" trimester (2.82
+ 3.29) MoM (P <0.05) and median B-HCG values are very low in the first two trimesters (0.048 +
0.07 MoM) vs (0, 18 = 0.22 MoM), (P <0.05), similarly for uE3 (0.095 = 0.08MoM) vs (0.037 +
0.05MoM), P <0.05) and progesterone levels (0.21 + 0.15MoM) vs (0.17 + 0.16 MoM), P <0.05),
which were significantly decreased during the first two trimesters, by the way, the mean folate
concentration was is equal to (24.44 + 11.42 vs 28.28 + 30.42 nmol / I, P = 0.990) in the 1st trimester
and is (29.23 £ 10.97 vs 141.43 £ 51.75 pmol / I, P = 0.993) during the 2nd trimester and vitamin B12
(174.49 £ 83.50 vs 176.94 + 65.65 pmol / I, P = 0.997) in the 1st trimesters and (138.12 + 55.12 vs
31.88 +5.38 nmol / I, P = 0.987) in the 2" trimester who changed but not significantly between cases
and controls. For Homocysteine (Hcy) our results show a non-significant increase during the first two
trimesters and the results are respectively (8.58 + 0.79 vs 8.40 £ 0.76) umol / I, P = 0.886) and (9.54 +
0.85 vs 9.47 + 1.49) umol / I, P = 0.976). In contrast, iron (Fe) and calcium (ca) show a non-
significant decrease: iron (Fe) (1.60 £ 0.11vs 1.62 £ 0.22 mg /|, P = 0.939) and (1, 16 £ 0.781vs 1.22
+0.10 mg/ |, P = 0.781) and calcium (ca) (10.04 + 0.58vs 10.71 + 0.10, P = 0.07) mg / | and (9.96
0.781 vs 10.29 £ 0.1 3, P = 0.33 mg / . The results of this study revealed that, spontaneous abortions
are associated with changes in serum markers, Micronutrients and progesterone which could form an
important part in the early diagnosis of non-viable pregnancies, while vitamins levels have no
significant effects on these pregnancies.

Keywords: Micronutrients, Serum markers, progesterone, pregnancy, woman, abortion.
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Abstract

Spontaneous abortion is an involuntary interruption of preg-
nancy before 22 weeks of gestation. According to the Algerian
National Institute of Public Health the percentage of women suf-
fering from permanent complications during pregnancy is approx-
imately 15%. The aim of this study is the determination of some
biochemical analytes, including folic acid, vitamin B12, alphafoe-
toproteine, beta human chorionic gonadotropin (B-hCG), proges-
terone and oestradiol (uE3), which are involved in the detection of
pregnancy failures. This case-control study was carried out on
women in the process of abortion and a control group with viable
pregnancies in the East region of Algeria (Batna) during the year
2015. In the present investigation, 69 pregnant women during the
first and second trimester were recruited during the first and sec-
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ond trimesters as cases (with miscarriages) and the control group
(n=69) was constituted of women who had normal ultrasound. The
average concentration of alpha-fetoprotein is significantly low
during the first trimester, but it is very high during the second
trimester between cases and controls. The median values of f-
hCG, uE3 and progesterone decrease very significantly. The mean
concentration of serum folate and vitamin B12 did not change sig-
nificantly between cases and controls in the first and second
trimesters. The results of this study revealed that, spontaneous
abortions are associated with changes in serum markers and prog-
esterone, which could form an important part in the early diagno-
sis of non-viable pregnancies. However, vitamins levels have no
significant effects on these pregnancies.

Introduction

Abortion is one of the main complications affecting women
at the beginning of pregnancy, leading to the interruption and the
expulsion of an embryo or fetus before 22 weeks of amenorrhea.!
There is no systematic diagnosis, but antenatal screening based
on the determination of some biological parameters (vitamins,
progesterone and serum markers) seems to be interesting in order
to identify high-risk pregnancies and participates in the diagnosis
of fetal malformations pathologies. Indeed, vitamins are impor-
tant micronutrients to stimulate the growth and metabolism of the
human beings. Some are essential for the synthesis of nucleic
acids that are necessary for any cell division, for the formation of
body tissues, while others are essential for energy metabolism
and gene transcription.2 A great increase in vitamin B require-
ments is observed in the start of pregnancy, especially vitamin
B12 (cobalamin) and B9 (folate).3 Cabrol et al.* reporting that
one-third of pregnant women have decreased levels of erythro-
cyte folate during the beginning of pregnancy, this deficiency
may be responsible for the anomalies of neural tube closure after
conception. From this effect most vitamins can be limiting factors
of fetal growth.* In addition, serum markers are biochemical mol-
ecules, of fetal or placental origin secreted in maternal serum dur-
ing pregnancy (Pregnancy associated-plasma protein-A (PAPP-
A) and free’ Alpha-fetoprotein and oestriol). These markers are
different from one patient to others depending on the number of
weeks of amenorrhea and the status of pregnancy. Several studies
have demonstrated the importance of these parameters in the
diagnosis of fetal abnormalities and malformations pathologies.®
Thus, progesterone is a steroid that plays an important role in the
establishment of pregnancy. It prepares and maintains the
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endometrium which will allow the implantation and remove the
maternal immune response.” In this context, we are interested in
the measurement of the following parameters: folate, vitamin
B12, B-HCG, alphafoetoproteine (AFP), oestradiol and proges-
terone with a retrospective manner, of hospitalized patients during
the first and the second trimesters suffering from complication of
pregnancy in order to determine if these parameters contribute
really to the establishment of an early diagnosis of non-progres-
sive pathologic pregnancies.

Materials and Methods

A retrospective study was carried out during the year 2015 on
patients hospitalized Obstetrics Gynecology Service of the Hospital
of Meriem Bouatoura, Batna, Algeria. The entire selected patients
are bleeding at the first or the second trimester of pregnancy.

Participation consent of women was obtained and agreed to
collaborate in the study, which was approved by the ethics commit-
tee of each participating hospital (Obstetrics Gynecology Service
of the Hospital of Meriem Bouatoura and the laboratory of
Biochemistry, Hospital of Batna, Algeria). The inclusion criteria
for this study were a single non-progressive pregnancy that result-
ed in cessation, miscarriage or fetal death before 24 weeks.

Patients were identified through survey including: family his-
tory, age, date and place of birth, as well as gynecological and
obstetric given to the mother (parity and pregnancy outcomes, pre-
mature birth and eventual abortions and death in utero). Any pre-
vious congenital malformations have been recorded.

The sample included 138 pregnant women, 69 of whom were
hospitalized for the first trimester (n=39) and the second one
(n=30) pregnancy complications, and a control group of 69
women, with normal and progressive pregnancy.

Vitamins (B9, B12), progesterone and serum markers (AFP, -
HCG, uE3) are assayed in maternal blood and expressed in MoM

Table 1. Demographic and clinical data of studied patients.

Age (years)

Weeks of amenorrhea %

(31.95£5.78) s (27.50:£4.54)
512 (53.19%) os 5-12 (55.3%)

(multiple of the median) for each gestational age. Analysis of these
parameters was carried out by the immunoassay system (Elecsys
2010 and cobas e 6000) (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany).

Data analysis

Data were analyzed using the one way of variance (ANOVA)
a multiple comparison based on a completely random design.
P<0.05 were considered statistically significant. Tukey test was
applied to determine exactly which treatments were different
(P<0.05). All statistical studies were performed using SPSS
Version 20-32bit.

Results

The analyses of demographic, obstetric and clinical data of all
the pregnant women studied (138) are not statistically significant
and the results are represented in Table 1.

The serum levels of AFP, B-HCG, uE3, progesterone and vita-
mins (B9 and B12) are dosed in the first two trimesters for both
groups’ patients (cases and controls) and the results are shown in
Tables 2-4.

The serum level of alpha-fetoprotein during the first and the
second trimesters was (0.762+0.431) vs (2.822+£3.293) MoM
respectively (P<0.05). Compared to the control group, themean
concentration of alpha-fetoprotein is significantly low during the
first trimester, but it became very high during the second trimester.

In addition, the median values of B-HCG, EU3, progesterone
during the first and the second trimester are respectively:
(0.047+0.071 and 0.181£0.22 MoM, P<0.05), (0.094+0.079 and
0.037+0.485 MoM, P<0.05) and (0.047+0.071 and 0.181+0.220
MoM, P<0.05).

The average concentration of seric folate did not change signif-
icantly between cases and controls during the first and the second

(33+6.11)
13-23 (44.68%) vs 13-23 (62.1%)

Number of pregnancy median (min-max)
Abortion (number) median (min-max)

1(05) 05 0 (04)
1(05) 050 (03)

2 (0-4) vs 0 (0-4)
1(13) s 0 (0-2)

Number of living children median (min-max)
Number of premature children median (min-max)

1(0-4) 05 0 (04)
0(0-2) s 0 (0-1)

2(05) vs 1 (0-4)
0 (0-1) s 0 (0-1)

Table 2. Level of AFP, B-HCG, oestradiol (uE3) and progesterone (Mean+SD) expressed as MoM in the first trimester.

AFP 0.762+0.431 0.001 0.106 to 0.368
B-HCG 0.047+0.071 0.001 0.820 to 1.083
uE3 0.094+0.079 0.001 0.772 to 1.035
Prog 0.216+0.155 0.001 0.6513 to 1.884

AFP, alphafoetoproteine; B-hCG, beta human chorionic gonadotropin; uE3, oestradiol; Prog, progesterone. *, Comparison with the control group: Significant P <0.05.
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trimesters and the results are respectively 24.440+11.421 vs
28.279+30.422 nmol/l, P=0.990, for the first trimester and
29.233+10.976 vs 31.885+5.382 nmol/l, P=0.993 for the second
semester. The mean concentration of vitamin B12 has not also var-
ied (Table 4).

Discussion

Several studies have suggested that fluctuations in serum
markers and vitamins could affect fetal development and outcome
of pregnancy.® Indeed, our results showed that during the first and
the second trimesters, a low rate of f-HCG which is observed in
patients during abortion. It is very important to indicate that these
results are in good agreement with the previous studies of Dugoff
et al. and Rissanen et al.®'0 reporting obviously a low HCG level
associated to an increased incidence of spontaneous miscarriage
and that extremely low levels of HCG increased the risk of losing
pregnancy before 24 weeks.

The same results were previously by Yaron ez al.!' who report-
ed in their study that an increased risk of spontaneous miscarriage
is related to a low concentration of free f-HCG. According to
Gordon et al.,” placental dysfunction resulting from an angiogene-
sis defect induces a perturbation of B-HCG secretion, which plays
a major role in stimulating maternal and fetal steroidogenesis and
maintaining corpus luteum. This ensures a good evolution of preg-
nancy until the seventh week. From the 7th to the 10th week of
pregnancy the steroidogenesis of the corpus luteum is replaced by
the placenta.

The significant decrease of steroid levels reported in our study,
is in accordance with data of Bick ez al.!> who have correlated the
decrease in uE3 with chromosomal abnormalities, anencephalies
and fetal death.!%13 In most of these pathologies, the level of estriol
is reported as being undetectable (<0.2 MoM). However, our

press

N

results showed abnormally low serum progesterone levels in abor-
tion patients during the two trimesters, which is in agreement with
the results of Weissgerber et al.'* indicating especially a marked
decrease in progesterone. The extrinsic progesterone administra-
tion does not extend the gestation period which explains the early
onset resulting from abortion. So, progesterone is a good diagnos-
tic marker of non-viable pregnancies as it is the only hormone to
maintain the uterine calm.'>% Also a low serum AFP was observed
in patients with an abortion in the first trimester. Our results are
consistent with several investigations!”-18 showing the correlation
between the low levels of AFP and the spontaneous abortions and
the presence of chromosomal abnormalities (aneuploid) such as
trisomies and especially when combined with a low levels of
HCG.!8 During the second trimester, a significant increase in AFP
was observed for affected women compared to the controls. This
result is consistent with the literature data, which associate the high
abnormal levels of maternal AFP with fetal loss, perinatal death,
neonatal deaths, hydrocephalus, diaphragmatic hernias, turner’s
syndrome, choroid plexus cyst, duodermal atresia, renal pyelecta-
sia and fetal growth restriction. However, moderate increases in
AFP levels above the normal value were observed during normal
pregnancy in the patient with severe fetoplacental dysfunction
explained previously with B-HCG. The placental damage allows a
rapid diffusion of the AFP from the fetoplacental compartment to
the maternal compartment, thus inducing an increase in the serum
AFP level. Indeed, several studies associate the significant increase
in AFP with the risk of pre-eclampsia, intrauterine growth retarda-
tion (IUGR), retroplacental hematoma with histologic lesions of
type thrombotic and inflammatory placental vessels and death in
utero (MIU).1%-20 Serum concentrations of folic acid and vitamin
B12 showed a small decrease in the serum of affected patients.
This is in agreement with the results of Hoffiman ef al.?! reporting
that low levels of folate did not appear to be associated with com-
plicated pregnancies at risk of abortion in the first or second
trimesters.

Table 3. Level of AFP, B-HCG, uE3 and progesterone (Mean+SD) expressed in MoM during the second trimester.

AFP 2.822+3.293 0.001 —2.878 to —0.767
B-HCG 0.181+0.221 NS —0.262 to 1.848
uE3 0.037+0.485 NS —0.092 to 2.017
Prog 0.170£0.159 NS —0.225 to 1.884

* Comparison with the control group: Significant P <0.05.

Table 4. Rate of folic acid nmol/l (Mean+SD) in the first and the second trimester.

Folate nmol/ 24.440+11.421 vs 28.279+30.422 NS —28.835 to 36.508

Vitamin B12 pmol/l 174.490+83.503 vs 176.942+65.655 NS 30.2232 to 35.1205

Folate nmol/l 29.233+10.976 vs 31.885+5.382 NS —23.1217 to 28.4263

Vitamin B12 pmol/l 138.122+55.123 vs 141.434+51.756 NS —22.460 to 29.087
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Conclusions

The aim of the present study is to find how we can detect early
prevent pathological pregnancies by the determination of some bio-
chemical parameters in the maternal blood such as folic acid,
alphafetoprotein (AFP), B-HCG, progesterone and oestradiol. This
may be an advance in obstetric and neonatal practices because of
the high incidence of these complications. Our results show clearly
that (alphafoetoprotein, B-HCG, progesterone and oestradiol) could
be good markers for the early diagnosis of pregnancies in abortion.
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Questionnaire de I’enquéte
Theme : Recherche de marqueurs nutritionnels et génétiques des maladies de la
périnatalité chez la population algérienne

1/ldentification des femmes enceintes :

NOM: v Prénom :.......cocovevieinniieinnnn Date de naissance : ...............cceeeeveeenn
AAIESSE & e el r
Date de consultation:...........cccevvvieiieresinniennens SEMESIIE: ..
Dates des dernieresregles.......................... Date de la derniere groSSesse:......ccoovuvrrveerverresreennenn,
Activité professionnelle : .................. Activité physique :......... Type d’activité :............oooeeivinnn,
Tabagisme : ............... Poids avant la grossesse (kg) :............ Poids actuel ............ Taille(m) : ...........
Présenter vous des troubles liés a votre grossesse ?......... leSqUElS. . vivii e
Avez-vous des dégouts depuis que vous étes enceintes ? ............ TYPC e
Mangez vous plus depuis quE VOUS ELES ENCEINTES 2........cccveiiiieiiieie e sre et sre et ste e e s reeree s
Avez-vous des envies particuliéres depuis que vous étes enceintes ?.................. Lesquelles ?....ccccevnenennnnnn.
Suivez vous un régime spéecial ?.................... CNALUNE
2/Nombre de grossesses :

-aterme:............... Prématuré :............ Fausse couche :............... Mort pendant I’accouchement......
UL 0] 04 0 0

3/Renseignement médicaux personnels :
Diabéte : (oui) (non) ;

HTA : (oui) (non) ;

Insuffisance rénale : (oui) (non);
Stressée: (oui)  (non)

Problemes digestifs : (oui) (non) ;
Anémie : (oui) (non) ;

3 /Catégories d’aliments consommés pendant la grossesse :

Viande-poissons-ceufs Toujours Souvent Jamais

Produits laitiers

Légumes et fruits

Céréales

Produits sucrés

Boissons

4/Prise de suppléments

Nom des suppléments - Nature du supplément : ( gélules, ampoules, Comprimés)

5/Consentement de participation:

Signature




Annexes

Fiches techniques des parametres biochimiques
1. Dosage du Fer
Réactifs
Kit2 x 100 ml ( Réf. 99 13 42 ) contenu:
A.2x 100 ml Solution tampon Réf. 99 06 20

B. 1 x 20 ml Réactif de coloration Réf. 99 04 12

C. 1 x S ml Etalon Réf. 99 02 90

Solution aqueuse de fer €équivalente & 200 ng/dl (35,8 pmol/l), prét a I'emploi.
Réactifs de travail
Ajouter 1,5 ml de réactif de coloration (Réactif B) a 40 ml de solution

tampon (Réactif A).
Les concentrations d

ans les solutions réactives sont les suivantes:

Réactil A : Tampon acétate P49 170 mM

Chlorhydrate de guanmidinium 481
I'houree

X0 mM\
Hydroxylamine 235 m\g
Consenvateurs et sabilisants

Réactilfl B : Acclate do sodium 170 mM
Ferrozine

42 mM

2. Calcium
-~ Composition de réactifs

Reacud

Inidazol Tampon pHOTs 100 mmol/)
Arsenazo (1]

Arsenaso ... 0120 mmaolsy
Standard

Caleum aqueus LOmg/d|

7

Préparation

Tous les réactifs sont préts a I’emploi.




Equipements supplémentaire

- Spectrophotométre ou colorimétre permettant des mesures a 620 nm.

- Cuvettes assorties (trajet optique 1,0 cm)

- Equipement général de laboratoire

Echantillon

Sérum ou plasma: Séparé des cellules le plus vite possible. Des anticoagulants de

sang avec de I’oxalate ou I"EDTA ne sont pas acceptable puisque ces produits chimiques

forment des chélates forts avec le calcium.
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Folate II|

07559932 190 100

Francais
Domalne d'utilisation

Tesl de liaison pour la délerminalion Quantitalive in vitro de I'acide folique
dans le sérum el e plasma humains.

Le lesl est Prévu pour l'ulilisation sur les systémes d'immunoanalyse
Elecsys el cobas e. '

Caraclérisliques

Les anémies nulriionnelles el macrocylaires peuvent élre dyes 3 une
carence en acide lolique. La carence peul résulter d'un régime dépourvu de
fruits crus, de légumes ou aulres aliments riches en acide folique el se
renconlre chez les alcooliques, les loxicomanes, les Personnes agées, les
Personnes de milieux sociayy défavorisés, elc. Par ailleurs, un tayx sérique
faible d'acide folique au cours de |a grossesse a €l¢ associé 4 des
malformalions dy (ube neural du feelus.” La carence alimentaire e la
malabsorption sont Jes causes principales des déficils en acide folique.?
L'acide folique es| nécessaire pour un mélabolisme normal, la synthese de
I'ADN ef la régénéralion des globules fouges. En l'absence de Irailement,
les carences évoluent en anémie mégaloblastique.

Comme ['anémie mégaloblaslique peu €galement élre dye 3 une carence
en vilamine By, il esl recommandé d'effecluer yn dosage de la vitamine 8,,
parallélement & celyi de Iacide folique pour déterminer I'éliologie de
I'anémie. Les premiers lesis immunoradiologiques pour la délerminalion de
I'acide folique dalent de 18733456

Laflupan denlre eux utilisen| comme lraceurs ['acide folique radiomarqué
a'%| el des proléines de liaison nalurelles (protéine de liaison du lai,
;proléine de liaison de l'acide folique). Les tests du commerce se distinguent
par leurs lechniques de séparalion (libre oy lige) et par leur méthode de
prélrailement de I'échantillon.

Le les! Elecsys Folate || fail appel au principe de compélilion el utilise une
proléine de liaison des lolates naturelle (folate binding prolein = FBP),
spécilique de I'acide lolique. L'acide folique conlenu dans I'échantillon entre
€n compélilion avec I'acide folique exogene marqué a la bioline pour les
siles de liaison libres du complexe FBP Marqué au rulhéniyma

a) Ru(bpy)z: Tlis(2,2'rbipyridyi)lulhénium(lll

Principe

Principe de compélition. Durée lolale du cycle analytique: 27 minutes

1ére incubalion: 25 HL d'échanlillon sont incubés avec les réaclifs de
prélrailement 1 ef 2; l'acide folique lié est liberg des FBP endogeénes.

*  2éme incubation: L'échanliflon prétraitg esy incubé avec la FBP
marquée au ruthénium. || se forme un complexe don( la quanlilé dépend
de la concenlralion en analyle dans I'échanliljon.

* 3éme incubation: Apres addilion des microparticules lapissées de
slreplavidine el de ['acide folique biolinylé, les sites fibres de la FBP

lolique biotinylé-FBP marquée au ruthénium, Le complexe immun es|
lixé a la phase solide par une liaison bioline-sireplavidine.

* Les résultals sont oblenus a 'aide d'une courbe de calibralion. Celle-ci
esl générée, pour Ianalyseur utilise, par une calibralion en 2 points el
une courbe de référence mémorisée dans le code-barres du réactil.

Réactifs - composition el concentralions

Le rackpack de réaclifs (M, R1, R2) el les réactifs de prétrailement (PT1,
PT2) sont éliquetés Fol |||,

201512,V 1.0 Francais

cobas®

MOOULAR ANALYTICS E170
cobase 411
cobas e 601
cobas e 602

PT1 Réaclif de prélraitement 1 (bouchon blanc), 1 flacon conlenant 4 mL:
Sodium 2-mercaploélhanesullona(e (MESNA) 40 g, pH 55

PT2 Réaclil de prélrailemen| 2 (bouchon gris), 1 flacon conlenant 5 mL:
Hydroxyde de sodium 25 g1

M Microparticules lapissées de slreplavidine (bouchon Iransparent),
1 flacon conlenant 6.5 mL:

Microparticules lapissées de slreplavidine 0.72 mg/mL, conservaleur

R1 FBP-Ru(bpy)2* (bouchon gris), 1 flacon conlenant g m_ -

proléine de liaison des folates marquée au ruthénium 75 pgn;
sérumalbumine humaine (slabilisa!eur); lampon borale/phosphale/
cilrale 70 mmol/L, pH §.5; conservateur

R2  Acide lolique~bioline (bouchon noir), 1 flacon conlenant g mL:

acide folique biotinylé 17 pg/L: biotine 120 pg/L; sérumalbumine
Aumaine (slabih’saleur); lampon borale 100 mmolA, pH 9.0:-
conservaleur

Précautions d’emploi el mises en garde

Pour diagnostic in vitro,

Observer les précaulions habilyelles de manipulalion en laboraloire.
L'élimination de tous les déchels doil étre effecluge conformément aux
disposilions légales.

Fiche de données de sécurilé disponible sur demande pour les
prolessionnels.

Ce cofirel conlient des subslances classées de la maniére suivanle selon le
réglemen( CE 1272/2008:

Danger

H290 Peul étre corrosif pour les métaux.

H314 Provoque des brilures de la peau el des !ésionsjoculaires
graves.

Prévenlion:

P280 Porter des gants ge prolection/des vétements de
prolection/un équipement de Prolection des yeux/dy visage.

Réponse:

P301+P330 ENCAS D'INGESTION: Rincer Ia bouche. NE PAS faire

+P331 vomir,

P303+ P361 ENCAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les cheveux):

+P353 Enlever immédialemen les vélements conlaminés. Rincer
la peau 2 I'eau/se doucher.

P304 + P340 EN CAS D'INHALATION: Transporter la personne a

+P310 Fextérieur el la mainlenir dans une posilion ou elle peut

confortablement respirer.

Appeler immédialement un CENTRE ANTIFOISON ou un
médecin,

1:/25
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P305 + P351 EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec

+ P338 précaution & l'eay pendanl plusieurs minytes. Enlever les
lentilles de contact si |a viclime en porte el si elles peuvent
élre lacilement enfevées. Continuer  rincer.

P390

Absorber loule substance répandue pour éviler qu'elle
allaque les malériaux environnants,

L'éliquetage de sécurité du produil es! principalement conforme 3 la
réglementalion CLP/GHS.

Contact t€l.: tous pays: +49-621-7590 !

Cependant, comme [e risque d'inleclion ne peul élre exclu avec cerilude
Par aucune méthode, ce produit doit élre Irailé avec le méme soin que les
€chanlillons de palienls. En cas d'exposilion, suivre les direclives de
Faulorilé compélente en maliore de sanlg.”®

Eviler I formation de mousse dans les réaclifs el les échanlillons de lous
lypes (échanlillons de palients, calibrateurs e conlroles).

Préparation des réactifs

Les réaclifs conlenus dans le cofirel sont préls a I'emploi el ne peuvent élre
ulilisés séparér_nenl.

Toules les informations nécessaires ay déroulement du test sont

memorisées sur le code-barres des flacons de réaclifs el doivent éire
saisies.

Conservation ef stabilité
Conservalion entre 2 el 8 °C.
Ne pas congeler.

Ranger le coffrel de réaclils Elecsys en position verticale, de manigre a
Ce que loules les microparticules soienl rassemblées pour
I'nomogénéisation qui précéde I'analyse.

Stabilité:

e R Bue BT <
avanl ouverture, enlre 2 e| 8 2

—_— |
jusqu'a la dale de peremption

indiquée
"TK’“_‘_‘E‘_‘A-".\—“‘_‘“
apres ouverlure, enlre 2 el 8 °C 56 jours (8 semaines)
sur les analyseurs 14 jours (2 semaines) & bord

ou

28 jours (4 semaines) en cas de
conservalion alternge au
réfrigérateur et sur I'analyseur pour
une durée lolale sur I'analyseur

n'excédanl pas 10 x 8 heures

SRR LT O S

Prélevement et préparalion des échantillons

Seuls les types d'échanlilions indiqués ci-dessous ont €I€ leslés el peuvent
élre ulilisés.

Sérum recueilli sur (ubes de prélevement standard oy conlenan( un gel
Séparaleur.

Plasma recueilli sur héparinate de lithium. Les lubes de prélévement dy
plasma 3 [héparine de lithium contenant un Qel séparaleur peuvent éire
ulilisés.

Crilere d'acceplabilite: comparaison de mélhode sérum vs plasma sur
héparinale de lithium, pente entre 0.9 e 1.1 + ordonnée a l'arigine

<1 2 x Limile du Blanc (LdB), coefficienl de corrélalion 2 0.95.

Sérum: slable 2 heures enlre 15 el 25 °C, 48 heures entre 2 g 8°C,

28 jours enlre -15 gl -25 °C. Une seule congélalion possible. Proléger de Ia
lumiére. Conserver les échanlillons enlre 2 el 8 °C s'ils ne peuvent pas élre
analysés immédialemen(.

Plasma sur héparinale de lithium: slable 2 heures entre 15 gt 254C,

48 heures enlre 2 el 8 °C. Ne pas congeler les échantilions contenant de
I'héparina i e

cobas”

Les diﬂéren{s lypes d'échantillons indiqués ci-dessus on( EIE lestés  l'aide
d'une séleclion de tubes de prélévement disponibles dans [e commerce au
momenl du lest: les lubes de prélévement des différents fabricanis n'ont

Veiller & ce que les €chanlillons ne se Irouvent pas dégradés par la suite
par des addilifs (biocides, anli-oxydanls ou loyle subslance pouvan|

modifier le pH de [‘€chantillon) afin d'éviler les taux de récupéralion.
erronés.

Les échanltillons qui conliennent un précipilé doivent élre cenlriugés avant
I'analyse.

Ne pas utiliser d'échanlillons inaclivés par la chaléur.

S'assurer avant I'analyse que Ia lempérature des échantillons de palients,
des calibraleurs el des controles se situe entre 20 e 25.2C:

En raison des risques d'évaporation, il es| recommandé de doser les
échantillons, les controles el les calibraleurs dans les 2 heures qQui suivent
leur mise en place sur les analyseurs.

Remarque: L'hémolyse peut augmenler considérablement les tayy d'acide
folique du fait des concenlralions élevées de folales dans les globules
rouges. Ne pas uliliser d'échantillons présentan une hémolyse. Les
échantiilons deslings ay dosage de I'acide lolique doivent &ire prélevés sur
des patienls  jeun.

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réaclifs - composilion et concentrations ».
Malériel auxiliaire nécessaire

. 07560001190, Folale Il CalSet, pour 4 x 1.0 mL

s 05618860190, PreciCantrol Varia: pour 2 x 3 mL de PreciControl
aria 1 el 2 x 3 mL de PreciControf Varia 2

. 11732277122, Diluent Universal, 2 x 16 mL dilyan| pour
echantillon ou

[REF] 03183971 122, Diluent Universal, 2 x 36 mL diluant pour échanlilion
* Equipement habitugl de laboraloire
* MODULAR ANALYTICS E170 oy Cobase
Matériel auxiliaire pour analyseur cobas e 411
- 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon sysléme

. 11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL, solution de lavage pour Ia
cellule de mesure

. 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, addilif A I3 solution
de lavage
. 11933153001, Adaplaleur pour SysClean

s 11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 cuvelles
reactionnelles

. 117067939001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 embouls de
pipelle

Malériel auxiliaire pour les analyseurs MODULAR ANALYTICS E 170,
cobas e 601 el cobas e 502

* [REF) 04880340190, ProCel| M, 2x2 L, 1ampon sysieme

& 04880293190, CleanCellM, 2 x 2 L, solution de lavage pour la
cellule de mesure

* [REF) 03023141001, PC/CC-Cups, 12 godels pour la thermorégulalion de
ProCell M el CleanCell M avanl emploi

. 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solution de lavage de
aiguille en fin de série gl enlre les changements de réaclils
. 03004899190, PreClean M., 5 x 600 mL, solution de lavage avanl Ia
deleclion
. 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 blocs de
84 lubes & essai/embouls de pipelles, sacs pour déchels
* [REF) 03023150001, WasleLiner (sacs pour déchels)

03027651001, SysClean Adapter M. adaptateur pour SysClean
Pour lous les analyseurs

2015-12,V 1.0 Frangais
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HCYS

Homocysteine Enzymatic Assay
Références.de commande

cobas’

cobas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs
suivants =

';T*;
05385415 190 Homocysleine’E‘ﬁzymaﬁc Assay 100 tests

System-ID 07 7487 1

Roche/Hitachi cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502

05385504 190 | HCYS Calibrator Kit (2x3mL) Code 590
05142423 130 |HCYS Control Kit Control 1 (2x3mL) Code 254
HCYS Control Kit Control 2 (2 x 3 mL) Code 255

04489357 190

Diluent NaCl 9 % (50 mL)

Francais

Informations techniques

Pour les analyseurs cobas ¢ 311/501:
HCYS: ACN 778

Pour I'analyseur cobas ¢ 502:

HCYS: ACN 8778

Domaine d'utilisation

Testin vitro pour la détermination quantitative de la L-homocystéine totale
dans le sérum et le plasma humains sur les systémes

Roche/Hitachi cobas c. Le test peut &tre une aide dans le diagnostic des
patients chez lesquels on suspecte une hyperhomocystéinémie ou une
homocystinurie.

Caractéristiques'2?

L'homocystéine (Hey) est un acide aminé possédant un thiol. Elie est
synthétisée par démethylation intracellulaire de la méthionine.
L'homocystéine totale (tHey) représente la somme de toutes les formes
d'homocys!éine (oxydée, lige a des protéines et libre).

Un taux élevé de tHey s'est avéré étre un important facteur de risque de
maladie cardiovasculaire."2? En raison de sa nature irritante, un excés
d'Hey dans le sang circulant peut étre 2 l'origine de Iésions des vaisseaux
artériels, et conduire & une inflammation et 4 la formation de plagues
pouvant conduire au blocage du flux sanguin vers le cceur.

L'augmentation des taux de tHcy est due & quatre facteurs principaux:

1. anomaiies enzymaliques génétiques impliquées dans le métabolisme de
I'Hey: déficit en cystathionine béta-synthase (CBS), en méthionine-
synthase (MS) et en méthylene téirahydrofolate réductase (MTHFR),

carence nutritionnelle en vitamines B (Bg, By, et folates),
insuffisance rénale entravant la clairance efficace ges acides aminés,

- Interactions medicamenteuses (oxyde nitrique, méthotrexate,
phénytoine) interférant avec le métabolisme de I'Hey. Il existe
également un lien entre les taux élevés de tHey et la maladie
d'Alzheimer*, les maladies neuropsychiatriquess et I'ostéoporose.® Des
direclives;mur la détermination de la tHcy en laboratoire clinique ont été
établies.”

Principe

Le test Homocysteine Enzymatic Assay est basé sur un principe d'analyse

innovant qui utilise un cycle enzymatique permettant d'évaluer le produit de

conversion du co-substrat plutdl que le co-substrat lui-méme ou les produits
de conversion homocystéinés de 'Hcy. L'Hey oxydée est d'abord réduile en

Hey libre quiréagit par la suite avec un co-substrat, la

S-adénosyl-méthionine (SAM), pour former de la méthionine (Mét) et de la

S-adénosyl-L-homocysiéine (SAH) dans une réaction catalysée par une

Hey S-méthyltransférase. La SAH est déterminge par une réaction

enzymatique couplée lors de laquelle elle est hydrolysée en adénosine

(Ado) et Hey en présence de SAH-hydrolase. L'Hey est réinjectée dans le

cycle de conversion, ce qui induit une amplification du signal de détection.

L'Ado formée est immédiatement hydrolysée en inosine et ammoniac. Dans

la derniére étape, I'enzyme glutamate déshydrogénase (GLDH) catalyse la

réaction de I'ammoniac en présence de 2-oxoglutarate el de NADH pour
former du NAD*. La concentration en Hcy de I'échantillon est directement
proportionnelle & la quantité de NADH converti en NAD* (AAz40 ).

System-ID 07 6863 3

HMTase
Hey + SAM ———>  SAH + Met
SAHase
SAH _ Hey + Ado
ADA
Ado — Inosine + NH;
GLDH
NH; + NADH — Glutamate + NAD*+ H,0

+ 2-oxoglutarate

Réactifs - compositicn et concentrations

R1 Réactif NADH
S-adénosylméthionine 0.1 mmollL, TCEP* > 0.5 mmol/L,
2-oxoglutarate < 5.0 mmol/L, NADH > 0.2 mmol/L, tampon, pH 9.1
(25 °C), conservateur, stabilisateur

R2  Réactif enzyme
Homocystéine S-méthyltransférase (HMTase) 5.0 KU/L, glutamate
déshydrogénase (GLDH) 10 kUL, caséine (bovine) < 0.2 %,
tampon, pH 7.2 (25 °C), conservateur, détergent

R3  Réactif de démarrage
Adénosine désaminase (bovine) 5.0 kU/L,
S-adénosyl-homocystéine hydrolase (SAHase) 3.0 kUAL, caséine
(bovine) < 0.2 %, tampon, pH 7.2 (25 °C), conservateur,
stabilisateur

* Tns(2-carboxyéthyl)pnosphine

R1 est en position A, R2 en position B et R3 en position C.

Précautions d’emploi et mises en garde

Pour diagnostic in vitro.

Observer les précautions habituelles de manipulation en laboraloire.
L'élimination de tous les déchets doit étre effectuée conformeément aux
dispositions légales.

Fiche de données de sécurité disponible sur demande pour les
professionnels.

Préparation des réactifs

Prét a I'emploi.

Conservation et stabilité

HCYS

Avant ouverlure, entre 2 et 8 °C: Voir date de
péremption sur
I'étiquette du

cobas c pack.
Abord, en cours d'utilisation el réfrigéré sur 4 semaines

l'analyseur:
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Homocysteine Enzymatic Assay

Diluent NaC1 9 %,

Avant Ouverlure, enlre 2 el 8 °C: Voir date de

péremption sur

l'éliquette du

cobas ¢ pack.
A bord, en cours d'utilisalion el rélrigérd sur

12 semaines
I'analyseur:
{

Ne pas congeler.

Prélevement et Préparation des échantillons

Pour le prélévement ef (3 préparalion des €chanlillons, uliliser uniquement
des lubes ou récipients de recueil appropries.

Seuls les lypes d'échantillons indiqués ci-dessous on €l€ leslés el peuvent
élre ulilisés,

Sérum

Plasma: Plasma recueili sur héparinale de lithium, EDTA dipotassique el
EDTA Iripolassique.

fabrican|s peuvenl conlenir différents malériaux pouvant, dans cerains cas,

influencer le résytial dy lesl. En cas d'utilisalion de lubes primaires

(systemes de prélévement du sang), suivre les inslructions données parle
fabricant,

Slabilitg:€s.19 4 jours entre 15 ¢j 25 °C

4 semaines enlre 2 ¢( 8 2C
10 mois 4 -20 °C

Les échanlilions qui conliznnent un précipité doivent élre cenlrifugss avanl
l'analyse.

Mateériel fourni
Voir paragraphe « Réacliis - composilion el concentrations ».
IMatériel auxiliaire nécessaire

* Vuir paragraphe « Références de commande »,
Equipement habiluel de laboraloire

Réalisalion du test

Pour garantir le bon lonclionnement dy lesl, se conformer aux instruclions
elalives & I'analyseur ulilisé indiquées dans [e présent document. Pour les
instruclions spécifiques de I'analyseur, se référer ay manuel d'utilisation
apgropri¢.

En cas d'wiilisation de tesls non validés par Roche, les performances
analyliques ne sonl pas garanlies el deivent élre définies par ['utilisaleur.

Application pour e sérum el le plasma
cobas ¢ 311 Définitlon du (es|
Mode de mesure Poinl Final 2

Temps de dosage/poinls de  10/36-57
mesure

Longueur d'ondes (sec/princ) 700/340 nm

Sens de la réaction Décraissant

Unilés pmol/L

Pipelage des réaclifs Diluant (H,0)
R1 176 L s

R2 28 L S

R3 20 L -

\\_\__\

cobas’®

Volumes échanlillon Echantillon Dilution échantilion
Echanlillon  Dijyant (NaCl)

Normal 14 pL - -

Diminué 14 pL 30 pL 120 pL

Augmenté 14 pL - =

cobas ¢ 501/502 Définition du test

Mode de mesure Point Final 2

Temps de dosage/poinis de 19/ 51-70

mesure

Longueur d'ondes (sec/princ) 700/340 nm

Sens de la réaction Décroissant

Unilés pmolL

Pipelage des réactifs Diluant (H,0)

R1 176 pL <

R2 28 pL =

R3 20 pL -

Volumes échantillon Echanlilion Dilution échantillon
Echantilion  Diluaii (Nacy)

Normal 14 uL = =

Diminué 14 pL 30 pL 120 pL

Augmenté 14 pL - o

Calibration

Calibrateurs S$1-5: HCYS Calibralor Kit

Facleurs multiplicateurs de la valeur du calibraleyr
HCYS Calibrator Kit pourre calcul des
concenlralions des slandhrds de I3 courbe de
calibration (calibration en 5 points):

S1:0.050 S4:0.500
S2:0.100 S5:1.00
S3:0.250

Type calibration RCM

Fréquence des
calibralions

Calibration compléle

* lous les 7 jours

* & chaque nouveau lol de réaclils

* el sile contréle de qualité I'exige

Tragabilité: La mélhode a élé slandardisée par rapport au malériel de
réiérence NIST SAM 1955,

Contréle de qualité

Pour le conlréle de qualité, uliliser les malgriaux de conlrole indiqués dans
la seclion « Rélérences de commande .

Dautres controles appropriés peuvent également élre ulilisés.

La fréquence des controles el les limiles de confiance doivenl étre
adaplées aux exigences du laboraloire. Les résuliats doivenl se situer dans
les limiles de confiance définies. Chaque laboraloire devra élablir [a
procédure 3 suivre si les résullals se siluenl en dehors des limiles définies.
Se conlormer 3 [a réglementation gouvernemeiilale el aux directives
locales en vigueur relalives ay conlréle de qualité.

Calcul des résultats

Les syslémes Roche/Hitachi cobas c calculent aulomaliquemenl Ia
concentralion en 2nalyle de chaque échantillon,

Limiles d’utilisation - interférences

Crilere d'acceptabilitg: Recouvremenl £ 10 % de Ja valeur initiale pour deg
concenlralions en analyte > 15 pmol/L oy 1.5 pmol/L pcur des
concenlralions en analyte < 15 pmol/L.

e L
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Homocysteine Enzymatic Assay

Iclére:'" Pas d'inlerférence significalive jusqu'a un indice | de 20 pour la
bilirubine conjuguée el non conjuguée (concentralion approximalive en
bilirubine conjuguée el non conjuguée: 342 pmol/L ou 20 mg/dL).
Hémolyse:'! Pas d'inlerférence significative jusqu'a un indice H de 100
(concentralion approximalive d'hémoglobine: 62 ymol/L ou 100 mg/dL).
Lipémie (Intralipid):'! Pas d'inlerférence significative jusqu'a un indice L de
250. Il n'y a pas de concordance salisfaisante entre la turbidité (indice L) el
la concenlration en triglycérides.

Médicaments: Aucune inlerférence n'a élé lrouvée aux concentralions
Ihérapeuliques dans un panel de médicaments [réquemment administrés.'2
13

Exceplions: Glutathione 0.5 mmol/L, Cystathionine 100 pmol/L,
Pyruvale 0.5 mmol/L.

Chez les palients trailés par le mélhiotrexale, la carbamazépine, la
phényloine, 'oxyde nilrique, les anliconvulsivants ou le 6-azuridine
lriacélale, les laux de Hcy peuvenl élre augmenlés en raison d'une
interiérence avec le métabolisme de I'Hcy.”'0

La S-adénosylhomocysléine (SAH) conduit a une inlerférence positive
significative. Néanmoins, la SAH n'est déleclable dans le plasma normal
qu‘a des concenlrations sub-nanomolaires el ne devrait pas géner.™

L'addilion de 3-déazaadénosine pour inhiber la production de Hcy dans les
érylhrocyles a élé suggérée. Les échanlillons contenant de la
3-déazaadénosine ne peuvent pas étre analysés avec le lest Homocysleine

Enzymalic Assay, celle-ci inhibant une des enzymes clé ulilisées dans le
lest.

Dans de Irés rares cas, la gammapathie, en pariculier de type IgM

(macroglobulinémie de Waldensirom), peut conduire a des résullals
erronés.'

Pour le diagnostic, les résullats doivent loujours élre confronlés aux
données de I'anamnése du palient, au tableau clinique el aux résullals
d'aulres examens.

ACTION NECESSAIRE

Programmation de lavages spéciaux: Sur les analyseurs

Roche/Hitachi cobas c, ceraines combinaisons de lesls nécessitent la
programmation d'élapes de lavage spéciales. La derniére version de la liste
de prévention des conlaminations (Carry over.evasion list) figure dans les
fiches techniques de NaOHD-SMS-SmpCln1+2-SCCS. Pour de plus
amples instructions, se référer au manuel de l'ulilisaleur. Analyseur
cobas ¢ 502: Toutes les programmations de lavages spéciaux pour la

prévention des contaminalions se fonl via cobas link. Aucune entrée
manuelle n‘est nécessaire.

Le cas échéanl, la programmation des lavages spéciaux/de prévention
des contaminations doit étre implémentee avant d'effecluer le rapport
de ce test.

Limites el intervalles

Domaine de mesure

3-50 pmol/L
Délerminer les échanlillons ayant des concenlralions plus élevées via la

fonction Réanalyse. La dilution des échantillons déterminés par la fonction

réanalyse est de 1/5. Les résultals des échantilions dilués pour fa réanalyse
sonl automaliquement mullipliés par 5.

Limites inférleures de mesure

Limite du Blanc (LdB), Limite de Délection (LdD) el Limite de Quantification
(LdQ)

Limite du Blanc = 3 pmollL
Limile de Détection =3 pmol/L
Limile de Quantification = 5.5 pmol/L

La Limite du Blanc el |a Limite de Déleclion onl élé déterminées
conlormément aux recommandations du protocole EP17-A du CLSI
(Clinical and Laboralory Standards Institute).

La Limite du Blanc correspond au 95" percenlile d'au moins
60 délerminations d'échantillons exempls d'analyle dans plusieurs séries
indépendantes. La Limile du Blanc correspond & la concentralion au-

dessous de laquelle on oblient des échantillons exempts d'analyte avec une
probabilité de 95 %.

La Limite de Délection a é1é délerminée sur la base de la Limite du Blanc el
la dévialion standard des échantillons de faible concentration.

cobas’

La Limite de Délectlion correspond a la concenlration en analyte la plus
basse géleclable (valeur située au-dessus de la Limite du Blanc avec une
probabitité de 95 %).

La Limite de Quantification est définie comme étant la conceniralion en
analyt&la plus basse, mesurable de maniére reproduclible avec une erreur
lotale de 30 %. Elle a é1é déterminée a I'aide d'échanlillons ayan! une laible
concenflration en homocysléine.

Valeurs de référence

Dans la plupan des laboratoires des USA, la valeur seuil utilisée pour les
laux normaux de Hcy chez I'adulle est 15 pmol/L.

Dans les laboratoires européens, la valeur seuil ulilisée pour les laux
normaux de Hey chez I'adulle est 12 pmolL.8

L'age, la grossesse el la fonclion rénale onl une influence importante.
L'acide folique absorbé sous forme de compléments alimenlaires ou par
supplémentalion doit élre pris en considéralion:

Population Supplément acide Sans supplément
folique

(tHey a jeun/conc. basale,

en pmoliL)

Gro?sesse 8 10

Enfé'nls <15ans 8 10

Adutes: 15 & 65 ans 12 15

Pefgonnes agées > 65 ans 16 20

i . e el b
Chaque laboraloire devra vérifier la validité de ces valeurs el elabhr‘au
besoin ses propres domaines de référence selon la population examinée.

Performances analytiques

Les pedormances analytiques indiquées ci-dessous sonl représenlatives.
Les résullals oblenus au laboraloire peuvent différer de ceux-ci.
Précision

La précision a été délerminée a l'aide d'échantillons humains el de
controles selon les direclives EPS du CLSI (Clinical and Laboralory
Standards Institute): répétabilité (n-= 21) el précision inlermédiaire

(2 aliquotes par série, 2 séries par jour, 21 jours). Les résultals suivants ont
€lé oblenus:

Répélabilite

Moyenne SD cv

pmol/L pmol/L %

Homocysleine Control 1 12.2 0.2 145
Homocysteine Control 2 39.1 0.7 1.8
Sérum humain 1 8.26 0.16 20
Sérum humain 2 131 0.2 1.8
Sérum humain 3 30.0 Y o4 14
Sérum humain 4 44 4 09 2.0
Précision inlermédiaire Moyenne SO cv
pmol/L .pmol/L %

Homocysteine Control 1 12.2 0.3 2.1
Homocysteine Conlrol 2 33.1 0.8 20
Sérum humain 1 8.26 0.19 2:3
Sérum humain 2 13.1 0.3 2.1
Sérum humain 3 30.0 0.5 1.8
Sérum humain 4 444 1.0 2.2

Comparaison de méthodes

Les laux de Hcy déterminés dans des échantillons de sérum humains sur
I'analyseur cobas ¢ 501 (y) ont é1é comparés a ceux dblenus avec le
réaclif correspondant sur un analyseur COBAS INTEGRA 400 (x).

n=>56
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! cobas e 411
07713207 190 ’ 100 cobas e 601
| cobas e 602

Frangais

Informations techniques

Pour I'analyseur cobas e 411: test n° 1550

Pour les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 et
cobas e 602: code d'application (ACN) 167

Domaine d'utilisation

Test immunologique pour la détermination quantitative in vitro de la
vitamine B12 active (holotranscobalamine) dans le sérum humain. Le test
est une aide au diagnostic et au traitement des carences en vitamine B12.

Ce test par électrochimiluminescence « ECLIA » s'utilise sur les systémes
d'immunoanalyse Elecsys et cobas e.

Caractéristiques

La vitamine B12 est un micronutriment hydrosoluble essentiel qui ne peut
étre produit par 'organisme humain. 23 Trois protéines porteuses
interviennent dans le transport et 'absorption de la vitamine B12
(cobalamine): le facteur intrinséque, la transcobalamine (TC) et
I'naptocorrine (HC).! La majeure partie (70 & 90 %) de la vitamine B12
sérique totale circulante est fixée & HC.*S Environ 20 & 30 % de la
vitamine B12 totale circulante sont fixés a la TC (connue sous le nom de
holoTC).* Sa libération depuis la circulation portale vers les cellules se fait
par l'intermédiaire de I'oloTC, la fraction biologiquement active.*5 Cette
isoforme capable de pénétrer dans les cellules pour exercer l'action
biologique de la vitamine B12 est qualifiée de « vitamine B12 active ».46

La vitamine B12 est essentielle dans le métabolisme des hydrates de
carbones, des graisses et des protéines, de méme que dans la synthése
des acides nucléiques.? Elle sert de cofacteur pour les enzymes et joue un
rble central dans deux réactions métaboliques importantes: la conversion
de I'nomocystéine en méthionine et celle du méthylmalonyl-coenzyme A en
succinyl-coenzyme A.7 La vitamine B12 est donc vitale dans des processus
tels que la division des cellules, le maintien du fonctionnement du systéme
nerveux central et la formation et régénération des globules rouges.28

Une carence en vitamine B12 peut avoir des répercutions cliniques
majeures et, non traitée, causer des Iésions irréversibles.'7¢ Les
manifestations de carence en vitamine B12 les plus communes sont les
troubles hématologiques touchant en particulier la formation des
érythrocytes (anémie mégaloblastique, par ex.)”* et les troubles
neurologiques, comme la démyélinisation de la moelle épiniére et le déclin
cognitif.” La carence en vitamine B12 a également été associée a des
troubles du métabolisme osseux' et certaines neuropathies optiques, bien
que ceux-ci soient moins fréquents.®

Les causes les plus communes de carence en vitamine B12 sont le fait
d'une malabsorption due & une anémie pernicieuse (gastrite auto-immune)
ou au vieillissement, d'un apport alimentaire insuffisant et d'autres
dysfonctionnements acquis du métabolisme de la vitamine B12.7.3.11

L'holoTC étant la part active de la vitamine B128 et ayant une demi-vie
circulante plus courte que I'holoHC,® de nombreuses publications
considerent le dosage de I'holoTC comme un meilleur indicateur
diagnostique et clinique de carence en vitamine B12 que celui de la
vitamine B12 sérique totale 38111213 Contrairement & la vitamine B12
sérique totale, I'holoTC est supposée étre stable au cours de la
grossesse.8811 Par ailleurs, 'oloTC s'est montrée étre le meilleur
indicateur du statut de la vitamine B12 dans la population 4gée, suggérant
de doser la vitamine B12 active en premiére intention pour dépister les
carences en vitamine B12.

Principe
Méthode « sandwich ». Durée totale du cycle analytique: 18 minutes

= 1ére incubation: 30 pL d'échantillon, un anticorps monoclonal
anti-holotranscobalamine marqué & la biotine et un anticorps
monoclonal anti-transcobalamine marqué au ruthénium? réagissent
pour former un « sandwich ».

* 2éme incubation: les microparticules tapissées de streptaviding sont
ajoutées dans la cuvette réactionnelle. Le complexe immun est fixé & la
phase solide par une liaison streptavidine-biotine.

= Le mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les
microparticules sont maintenues au niveau de I'électrode par un aimant.
L'élimination de la fraction libre est effectuée par le passage de ProCell
ou ProCell M. Une différence de potentiel appliquée a [€lectrode
déclenche la production de luminescence qui est mesurée par un
photomultiplicateur.

= Lesrésultats sont obtenus a I'aide d’une courbe de calibration. Celle-ci
est générée, pour 'analyseur utilisé, par une calibration en 2 points et
une courbe de référence mémorisée dans I'étiquette code-barres ou le
e-code-barres du réactif.

a) Ru(bpy)?': Tris(2,2"-bipyridyl)ruthénium(ll)

Réactifs - composition et concentrations

Le rackpack réactif est étiqueté ACTB12.

M Microparticules tapissées de streptavidine, 1 flacon, 6.5 mL:
Microparticules tapissées de streptavidine 0.72 mg/mL; conservateur
R1  Ac anti-holotranscobalamine-~biotine, 1 flacon, 9 mL:
Anticorps monoclonal (souris) anti-holotranscobalamine biotinylé
2 mg/L; tampon HEPES®) 50 mmol/L, pH 6.8; conservateur
R2  Ac anti-transcobalamine~Ru(bpy)?*, 1 flacon, 9 mL:
Anticorps monoclonal (souris) anti-transcobalamine ruthénylé
0.5 mg/L; tampon HEPES 50 mmol/L, pH 6.8; conservateur

b) HEPES = acide [(hydroxy-2 éthyl)-4 pipérazinyl-1]-2 éthanesulfonique

* Précautions d’emploi et mises en garde

Pour diagnostic in vitro.

Observer les précautions habituelles de manipulation en laboratoire.
L’élimination de tous les déchets doit étre effectuée conformément aux
dispositions légales.

Fiche de données de sécurité disponible sur demande pour les
professionnels.

Eviter la formation de mousse dans les réactifs et les échantillons de tous
types (échantillons de patients, calibrateurs et controles).

Préparation des réactifs
Les réactifs contenus dans le coffret sont préts & I'emploi et ne peuvent étre
utilisés séparément.

Toutes les informations nécessaires au déroulement du test sont
meémorisées sur le code-barres des flacons de réactifs et doivent étre

saisies.

Conservation et stabilité
Conservation entre 2 et 8 °C.
Ne pas congeler.

Ranger le coffret de réactifs Elecsys en position verticale, de maniére &
ce que toutes les microparticules soient rassemblées pour
I'homogénéisation qui précéde I'analyse.

| Stabilé: ]
i avant ouveriure, entre 2 et 8 °C jusqu’a la date de péremption
! indiquée

| sur les analyseurs

48 jours

Prélévement et préparation des échantillons

Seuls les types d'échantillons indiqués ci-dessous ont été testés et peuvent
étre utilisés.

Sérum recueilli sur tubes de prélévement standard ou contenant un gel
séparateur.

2017-08, V 1.0 Frangais
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Stabilité: 5 jours entre 15 €125°C, 14 jours entre 2 ¢( 8 °C, 6 mois & -20 °C
(25 “C). Les échantillons Peuvent éire congelés 5 fois.

Les différents types d’échanlillons indiqués ci-dessus ont El€ lestés 3 'aide
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce ay
moment du lest: les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont
pas lous été tesiés, Les Systémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent conlenir différents matériayyx pouvanl, dans cerains cas,
influencer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
(systémes de prélévement dy sang), suivre les instructions données par le
fabricant. )

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent ére cenlrifugés avant
l'analyse.

Ne pas utiliser d€chantillons inactivés par la chaleur.

Les échantillons oy contréles slabilisés par de I'azide ne doiven( pas élre
ulilisés.

S'assurer avant I'analyse que Ia lempéralure des échantillons de palients et
des calibrateurs se sifue enlre 20 et 25 °C,

En raison des risques d'évaporation, il est récommandé de doser les
€chanlillons el es calibrateurs dans [es 2 heures qui suivent leur mise en
place sur les analyseurs.

Matériel fourni

- Voir paragraphe « Réaclifs - composition et concentrations ».
Matériel auxiliaire nécessaire »
s 07726350190, CalSet Active B12, pour 4 x 1.0 mL

F] 07713223190, PreciControl Active B12, pour 4 x 3.0 mL

- 05192943190, Diluent Universal 2,2 x 36 mL, diluani pour
€chantillon

*  Equipement habiluel de laboratoire

* MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e

Matériel auxiliaire pour l'analyseur cobas e 411-

* [ReF) 1 1662988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon systéme

. 11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL, solution de lavage pour la
cellule de mesure

* [RerF 11930346122, Elecs s SysWash, 1 x 500 mL, additif a |a solution
de | .
e lavage

- 11933159001, Adaplateur pour SysClean

- 1 1706802001, AssayCup, 60 x 60 Cuvelles réactionnelles

h 11706799001, AssayTip, 30 x 120 embouts de pipette

= 11800507001, Clean-Liner

Matériel auxiliaire pour les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170,
cobas e 601 el cobas e 602:

. 04880340190, ProCell M, 2 x 2L, tampon systéme

. 04880293190, CleanCell M, 2x2L, solution de lavage pour Ia
cellule de mesure

s 03023141001, PC/CC-Cups, 12 godets pour la thermorégulation de
ProCell M et CleanCell M avant emploi

a 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solution de lavage de
Faiguille en fin de série el enlre les changements de réacliis

= 03004899190, PreClean M, 5 x 600 mL, solution de lavage avant la
detection

. 12102137001, AssayTip/AssayCup, 48 blocs de 84 cuvettes
réaclionnelles/ embouls de pipelies, sacs pour déchels

. 03023150001, WasleLiner (sacs pour déchets)
. 03027651001, SysClean Adapler M, adaplateur pour SysClean
Pour tous les analyseurs:

s 11298500316, ISE Cleaning Solution/Elecsys SysClean,
5 X100 mL solution de lavage du systéme

Réalisation dy test
Pou( garantir le bon fonct,

ionnement du lest, se conformer aux instructions

relalives & l'analyseur ulilisg indiquées dans le présen; document. Pour les
instructions specifiques de I'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprig,

cobas®

L'analyseur effectye aulomatiquement I'omogénéisation des
micropariicules. Les paramélres spécifiques du test mémorisés dans le
code-barres doiven| éire saisis. Si, exceplionnellemenl, le code-barres ne
peut élre lu par I'appareil, saisir manuellement |a série des 15 chiffres

inscrits sur I'éliquette (excepté pour I'analyseur cobas e 602).

Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ¢l cobas e 602:
L'utilisation de |a solution PreClean M est nécessaire,

Amener les réactifs réfrigérés a environ 20 °C et les placer dans le plateau
réactifs de l'appareil thermostalé & 20 °C. Eviter la formation de mousse.
L'analyseur gére le conrole de la lempéralure, I'ouveniure et la fermeture
des flacons.

Calibration

Tragabilité: La méthode a été slandardisée par rapport au slandagd
international de 'OMS gy NIBSC (National Institute for Biological Standards
and Control), code 03/178,

Le code-barres des réaclifs Elecsys contient loutes les informations
Nécessaires & la calibration du lot. La courbe de référence est adaptée a
l'analyseur a I'aide dy CalSet respeciif.

Fréquence des calibrations: Effecluer une calibration par lot en ulilisant du
réaclif frais (ayant été enregisiré depuis au maximum 24 heures syr
I'analyseur).

La fréquence de calibration peut étre réduite aprés une vérification
acceplable de la calibration par le laboratoire.

Une nouvelle calibration est recommandeée:
*  aprés 8 semaines pour un méme lot de réactif
* aprés 7 jours pour un méme coffret de réaciif resté sur 'analyseur

= sinécessaire: par ex. siles résultals du contrale de qualité se situent en
dehors des limifes de confiance définies,

Contréle de qualité
Uliliser PreciControl Aclive B12.
D'autres contréles appropriés peuvent €galement étre utilisés.

Il'est recommandé de doser les sérums de contréle en simple ay moins une
fois toules les 24 heures pendant une routine, pour chaque nouveau coffret
el aprés chaque calibration.

La fréquence des controles et les limiles de confiance doivent éire
adaplées aux exigences duy laboratoire. Les résultals doivent se situer dans
les limites de confiance définies. Chaque laboraloire devra étabiir la

Le cas échéant, refaire une analyse des échanlillons concerngs.

Se conformer 3 la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relalives au controle de qualité.

Remarque:

Pour des raisons lechniques, les valeurs cibles réatlribuées uniquemeny a
une combinaison de lot de réactifs et de conlréles spécifique, doivent étre
saisies manuellement sur lous les analyseurs (excepté pour I'analyseur
cobas e 602). A cel effet, toujours se référer aux indications figurant sur a
fiche de valeurs jointe au colfret de réaclifs ou de PreciControl, pour
s'assurer de bien utiliser Jes valeurs cibles correctes,

Au prochain nouveau lot de réaclifs oy de conlréles, l'analyseur fira
automatiquement les valeurs éncodeées dans les code-barres.

Calcul des résultals

L'analyseur calcule aulomaltiquement |a concentration en analyte de
chaque échantillon. Les résultats sont exprimés en pmol/L.

Limites d'utilisation - interférences

L'influence des substances endogenes et médicamenteuses suivanles sur
les performances analytiques du fest a é1¢ recherchée. Les interférences
onl €€ teslées jusqu'aux concentrations indiquées. Aucune influence sur
les résultats n'a é1¢ Observée.

Substances endogénes

Concentration testée
<1128 pmol ou < 66 mg/dL
< 0.621 mmolL ou < 1000 mg/dL

Bilirubine
Hémoglobine

Intralipid < 2000 mg/dL
Bioline < 164 nmol/L ou < 40 nglmL_
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Elecsys Active B12

Concentration testée

Sub;lanceww

Facleur umaloide < 1200 Ul/mL
Sérumalbumine humaine | iiay g/dL

Crilere d'acceplabilité: Pour les concenlrations comprises entre
3 el 8 pmollL, la dévialion esl < 0.8 Pmol/L. Pour les concentrations enlre
> 8 el 100 pmollL, la déviation est < 10 % Pour les concentralions

> 100 pmol/L, la déviation est < 15 %.

Chez les patients traités par de fortes doses de biofine (> 5 mgfjour), il est
recommandé ‘d'effectuer e prélevement de I'échantillon au moins 8 heures
aprés la dernire administration.

On n'a pas observé d'effet crochet Jusqu'a des concentrations en
holotranscobalamine de 1000 pmol/L.

Substances pharmaceutiques
L'influence de 16 médicaments Iréquemment adminisirés a éé recherchée
in vitro. Aucune interférence n'a €lé observée.

Dans de rares cas, des titres Irés élevés d'anticorps dirigés contre des
anticorps spécifiques de l'analyte, des anlicorps anti-sireplavidine ou

anti-ruthénium peuvent conduire a des inlerférences. Ces effels sont
minimisés dans le fest par un procédé approprié.

Pour le diagnoslic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux
données de 'anamnése du patient, au lableau clinique et aux résultats
d'aulres examens,

Les mutations ou les polymorphismes généliques apparentés,
Périphériques ou méme non apparentés au mélabolisme de [a vitamine B12

Limites et intervalles
Domaine de mesure

3.0-150 pmol/L (défini par la Limite de Déteclion el e maximum de la
courbe de rélérence). Les tayx silués au-dessous de la Limite de Détection
sont exprimés de la maniére suivante: < 3.0 pmol/L. Les taux silugs au-
dessus du domaine de mesure sonl exprimés de la maniére suivante:

> 150 pmol/L.

Limites inférieures de mesure

Limite du Blanc, Limite de Détection et Limite de Quantification

Limite du Blanc = 2.0 pmol/L

Limite de Détection = 3.0 pmol/L

Limile de Quantification = 5.0 pmol/L

La Limile du Blanc, la Limite de Détection el la Limite de Quantification ont
€lé délerminées conformément aux exigences EP17-A2 dy CLS| (Clinical
and Laboralory Standards Institute).

La Limite du Blanc correspond au 955 centile d'au moins )
60 déterminalions d'échantillons exempls d'analyle dans plusieurs séries

indépendantes. La Limite du Blanc correspond a la concentration
au-dessous de laquelle on obtient des échantillons €xempls d'analyle avec
une probabilité de 95 %.

La Limile de Détection a été délerminée sur la base de |a Limite du Blanc el
la déviation standard des €chantillons de faible concentration. La Limite de
Détection correspond a I concenlration en analyle la plus basse délectable
(valeur située au-dessus de la limite du blanc avec une probabilité de

95 %).

La Limite de Quanlification est définie comme élant I3 quanlié la plus faible
d'analyte dans I'échantillon pouvant élre quanlifiée exactement avec une
imprécision acceptable tolale < 10 %.

Dilution

Les €chantlillons présentant une concenlration en holotranscobalamine
siluée au-dessus du domaine de Mmesure peuvent élre dilués avec
Diluent Universal 2. Rapport de dilution recommande: 172 (dilution
aulomatique sur les analyseurs ou manuelle). La concentration de
Iéchantillon dilué doit &ire > 65 pmol/L.

Sila dilution est effectuge manuellement, multiplier le résul(al oblenu par le
facteur de dilution.

Sila dilution est effectuge par l'analyseur, le Iogici.el lient comple
aulomatiquement de la dilution lors du calcul du résultat.

c<o>a_ s’

Remarque: une non lingarite échanlillon-dépendante peul élre observée
pour les échantillons dilugs présentant des concenlralions en analyte
situées au-dessus du domaine de mesure. Comme Diluent Universal 2 peul
contenir de faibles quantités de vilamine B12, il est recommandé d'utiliser,
pour les études de linéarit, un pool de sérum conlenant'connu pour son
laux Irés faible d'analyte, Les €chanlillons dont les concentrations sont
siluées au-dela du domaine de mesure peuvent élre dilués au 1/2 avec
Diluent Universal 2. A ces concentrations, la vitamine B12 endogéne esl
sans influence.

Valeurs de référence

Compte tenu de I'nétérogénéite des Populations et des habitudas
alimentaires, il est recommande au laboraloire de déterminer sgs propres
valeurs normales sur une période adéquate et & partir d'un nombre
d'échantillons slalistiquement significalif avan! d'allribuer une significalion
clinique aux résultats.

apparemment en bonne sanlé. Le calcy| est basé sur 214 échantillons de
sérum (99 hommes, 115 femmes). Les sujets étaien! agés de 20 4 79 ans.
Les échantillons de femmes enceinles ont éié exclus, La population de
référence a é1é sélectionnée avec des taux d'homacystéine normaux.

Médiane Intervalle de concentralions

(2.5%me-97 5ame conile)

37.5-188

Ces valeurs sont données 3 litre d'orientation,

Chague laboraloire devra vérifier |a validité de ces valeurs et élablir ay
besoin ses propres domaines de référence selon la population examinge.

Performances an alytiques

Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont représentalives.
Les résultats oblenus ay laboratoire peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La précision a ét¢ délerminée a I'aide de réactifs Elecsys, de pools de
sérum humain et de contréles, selon un protocole (EP0S-A3) du CLS|
(Clinical and Laboratory Standards Institute). Chaque échantilion a é(& dosé
en double dans 2 séries par jour pendant 21 jours (n = 84). Les résultats
suivanis onl été oblenys:

L Analyseur cobas e 411 &
; SR Répélabilité Précision
' intermédiaire

Echantillon Moyenne SD cv SD cv

pmol/L pmol/L % pmol/L %
Sérum humain 1 7.37 0136 [ 1.8 | 0267 | 3
Sérum humain 2 26.9 0414 [ 15[ 102 | 3a
Sérum humain 3 487 | 0833 |17 1za 32

w

138 3.72 2. 6.26 4.5

PCe Active B12 0640 | 1 135 | 40

9
PC Active B12 2 0.823 210 |38 ]

¢) PC = PreciControl

Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e 602
\_\I\\

Répétabilité Précision
intermédiaire

~

SO
pmol/L

0.116

Echantillon Moyenne

pmol/L

Sérum humain 1
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®
Elecsys Active B12 cobas
Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 et cobas e 602 | 16 Bablok W, Passing H, Bender R, et al. A general regression procedure

for method transformation. Application of linear regression procedures

T I eres v s . .
| Répétabilité : Prec1'5|§>r? v for method comparison studies in clinical chemistry, Part Ill.
_ G | intermédiaire I J Clin Chem Clin Biochem 1988 Nov;26(11):783-790.
Echantilion Moyenne SD SD cv Pour de plus amples informations, se référer au manuel d'ilisation de
pmol/L % pmol/L % l'analyseur concerng, aux fiches techniques respectives, au dossier
Sérum humain 5 2 T BT VT TR « Product Information » et aux notices d utilisation de tous les réactifs

nécessaires disponibles dans votre pays.

1.7 1.01 3.0 Dans cette fiche technique, le séparateur décimal pour partager la partie
13 1.52 26 décimale de la partie entiére d'un nombre décimal est un point. Aucun
séparateur de milliers n'est utilisé.

PC Active B12 1
PC Active B12 2

Comparaison de méthodes Symboles
Une comparaison du test Elecsys Active B12, [REF] 07713207190 (y) avec, Roche Diagnostics utilise les signes et les symboles suivants en plus de
un test du commerce (x), effectuée sur des échantillons cliniques, a donné ceux de la norme ISO 15223-1 (pour les USA: voir
les corrélations suivantes (en pmol/L): htips://usdiagnostics.roche.com pour la définition des symboles utilisés):
Nombre d'échantillons analysés: 289
4 i Contenu du coffret
assing/Bablo : i Eré i : : e
SingiEablok Régression pondérée de Deming Analyseurs/appareils compatibles avec les réactifs
y =0.883x + 10.9 y=0.963x + 8.59 Réaciif
1=0.787 r=0.937

CALIBRATOR Calibrateur

Les concentrations des échantillons étaient situées entre 7.3 et 119 pmollL. 3 el W
Volume aprés reconstitution ou homogénégisation
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AFP

AFP al-foeloprotéine

04481798 190 100

Francais
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emarque ]

La concentralion en AFP d'un échantillon de patient peul varier selon le
lest praliqué. Le comple rendu du laboraloire doit dong loujours préciser
la méthade de dosage d'AFP utilisée. Les (aux d'AFP d'un palient
oblenus & partir de difléren:es mélhodes ne peuvent élre comparés, ceci
Pouvant conduire a des erneurs dinterprélation médicale. £n cas de
changemenl de méthode au cours du suivi thérapeulique, les taux d'AFP
doivent étre confirmés pendant une période transitoire en effectuant des

dosages en paralléle par les deux méthodes.

Domaine d'utilisatior;

Tesl imininalogique pour la determination quantilative in vilro de
laq-twetoprotéine dans le sérum el le plasma humains.

Ce test esl ume aide:

" pour le suivi hérapeulique de patientsfatteinls de tumeurs germinales
non-séminomaleuses,

*  pour I'évaluation du fisque de lrisomie 21 (Syndrome de Down) en
associalion avec d'autres paramélres. Pour le diagnostic d'aberrations
chromosomique:s, le recours a d'autres analyses esl nécessaire.

Ce lest par électrothimiluminescence « ECLIA » s'ulilise sur les syslémes

dimmunoanalyse Elecsys el cobas e.

Caractérisliques

L'alphia 1-feeloproléine est une glycoprotéine d'un poids moléculaire de
0000 daltons et de siruclure proche de I'albumine. Elle est synthétisée
dans les cellules non dilférenciées du foie, dans le sac amniolique ainsi que
+daris le Iraclus gastro-intestinal du feetus 12

703a95 % des valients alleints de carcinome hépalocellulaire présentent
25 laux Elevés J'AFP.S

lus le stade d'une lumeyr germinale non séminomaleuse es avance, plus
‘¢ laux d'AFP esl éleve. La gonadolrophine chorionique humaine (hCG) et

Jhépalite virale aiqué el chez les porieurs de I'anligéne HBs.?

Le dosage de I'AFP n'es| pas une mélhode de dépistage du cancer.

‘Des taux d'AFP élevés dans le sang de la mere ou le liquide amniolique
bendanl la grossesse peuvent indiquer un spina bifida, une anencéphalie,
une alrésie cesophagienne ou une grossesse multiple.$.9.10.11

Séterminée au cours du deuxieme lrimestre de la grossesse en association
avec 'NCG+f el d'autres paramélies, comme I'age gestalionnel exacl et Je
rois malemel, 'AFP conlribue a l'évaluation dy risque de lrisomie 21.
Dais les grossesses lrisomiques, la concentration en AFP dans le sérum

lrimestre de la grossesse au moyen d'un logiciel approprié (voir paragraphe
« Malériel auxiliaire nécessaire ») en ulilisant i'2lgorithme décril par Wald'?
elles paramelres specifiques respeclifs, 12.13.14,1536.17,1

Principe
Meélhode « sandwich » Durée lotale cu cycle analytique: 18 minutes

cobas”

i [SYSTEM)

e e e 0 T

Elécsys 2010
MODU'.AR ANALYTICS E170
cobase 411
cobas e 601
cobas e 602

B e = S S R g e o

= 1ére incubalion: 10 pL d'échantillon sont mis en présence d'un anlicorps
monoclonal anti-AFP spécifique biolinylé el d'un anlicorps monoclonal
anli-AlP spécifique marqué au ruthénium.? || se forme un « sandwich ».

* 2éme incubalion: les microparlicules lapissées de streplavidine sonl
ajoulées dans la cuvelie réactionnelle. Le complexe immun esl fixé a |a
phase solide par une liaison slreplavidine-bioline.

" Lemélange réaclionnel es| lransléré dans la cellule de mesure, les
microparticules sonl maintenues ay niveau de I'électrode par un aimant.
L'elimination de |a fraclion libre est effectuge par le passage de ProCgll
ou ProCell M. Une différence de potentiel appliquée a I'électrode
déclenche la production de luminescence qui est mesurée par un
photo nultiplicaleur.

* Les résullals sont oblenys a I'aide d'une courbe de calibralion. Celle-cj
est gunérée, poui lanalyseur utilisg, par une calibration en 2 poinls el
Une caurbe e référence mémorisée dans le code-barres dy réaclil.

a) Refapy): I'us('.‘,2'»hnpvndynrulhénium(ll)

Reactifs - composition et concentralions

Le rackpack réaclif es| éliquelé AFP.

M Mic oparticules lapissées de streplavidine (bouchon lransparent),
1 flacon contenant 6.5 mL-

riicroparlicules tapissées de streplaviding 0.72 mg/mL, conservaleur
Rl Ac anti-AFP-bioline (bouchon gris), 1 flacon contenant 10 mL:

anlicorps (monoclonal de souris) anli-AFP biolinylé 4.5 mg/L; lampon
phesphate 100 mmol/L, PH 6.0; conservaleur

R2 Ac anti-AFP-Ru(bpy)2* (bouchon noir), 1 flacon conltenant 10 mL:

anlicorps (menoclonal de souris) anti-AFP marqué au ruthénium
12.)1ng/L; tampon phosphate 100 mmol/L, pH 6.0; conservaleur

Crécautions d'emploi et mises en garde
Four dia jnostic in vitro.
QObserver les précautons nabiluelles de manipulation en laboraloire.

L'gliminztion de lous leg déchels doil élre ellectuée conformé:ment aux
disposilions légales.

Fiche dc données de sécurite disponible sur demande pour les
professinnnels.

Eviler Iz larmation de mousse dans les réaclifs el les échantillons de tous
types (€chantillons de patients, calibraleurs el conlréles).

Préparalion des réactifs

Les réacliis conlenus dans le cofiret sont préls a I'emploi el ne peuvent ére
ulilisés séparément.

Toules izs informations nécessaires au déroulement du les| soni
mémorisées sur le code-barres des flacons de réactils et doiven! élre

saisies.

Conservalion et slabiljig

Conservalion enire 2 el § °C.

Ne pas congeler.

Ranger le collrel de réacli(s Elecsys en position verlicale, de manigre 3

CE que loules les microparticules soienl rassemblées pour
Ihomagéngisalion qQui précéde I'analyse.

Ty ——= B T TRl
Stabilit 3:
{' avant cuverture, enlre 2et8°C Jusqu'a la dzte de péremplic;n

indiquée

e

aprCs auvenure, enlre 2 g| 8°C
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AFP

AFP al-foetoprotéine

Stabilite.

sur EIeTsys 2010, MODULAR 8 semaines B s ]
ANALYTICS £170, cobas e 411 et

cobas e 601

sur cobas e 602 T 4 semaines |

Prélevement et préparation des échantillons

.Seuls les types d'échantillons indiqués ci-dessous onl €1 lestés et peuvent
étre utilisés.

Sérum recueilli sur tubes de prélévement slandard ou conlenant un gel
séparaleur.

Plasma recueilli sur héparinale de lithium, de sodium, EDTA lripotassique
el citrale de sodium. En cas d'ulilisation de cilrale de sodium, les résultats
oblenus doivenl élre corrigés de + 10 %.

Crilére d'acceplabilité: Recouvrement entre 90 el 110 % de la valeur du
sérum ou penle enlre 0.9 el 1.1 + ordonnée & l'origine < + 2x limite
inférieure de détection (sensibilité analytique) + coelficient de corrélation
> 0.95.

Stabilité: 7 jours enlre 2 el 8 °C, 3 mois 3 -20 °C.1¢

L'applicabilité des échantillons de plasma pour I'eslimalion du risque de
trisomie 21 n‘a pas été évaluée.

Les difiérents lypes d'échantillons indiqués ci-dessus ont élé tesiés a I'aide
d'une séleclion de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du lest: les tubes de prélevement des dillérents (abricants n'ont
pas lous Clé lestés. Les systémes de prélevement du sang de divers
labricanls peuvent-conlenir différents malériaux pouvanl, dans cerlains cas,
influencer le résullat du lest. En cas dutilisalion de tubes primaires
(syslémes de prélévement du sang), suivre ies inslruclions données parle
{abricant.

Les échantillons qui conliennent un précipilé doivent élre cenlrifugés avant
l'analyse.

Ne pas uliliser d'échantillons inaclivés par la chaleur.

Les échantillons ou contrales stabilisés par de I'azide ne doivenl pas élre
ulilisés.

S'assurer avan! I'analyse que la lempérature des échantillons de palients,
des calibraleurs et des conlrdles se situe enire 20:el:2514C;

En raison des risques d'évaporation, il est recommandé de doser les
¢chantillons, les conltrdles el les calibraleurs dans les 2 heures qui suivent
leur mise en place sur les analyseurs.

Matériel fourni

Voir paragraphe « Réaclifs - composilion et concentrations ».
Malériel auxiliaire nécessaire

* [REF] 04487761190, AFP CalSel I, pour d x 1 mL

- [BEF) 11776452122, PreciControl Tumor Marker, pour 2 x 3 mL de

PreciControl Tumor Marker 1 el 2 x 3 mL de PreciControl
Tumor Marker 2

11731416190, PreciControl Universal, pour 2 x 3 mL de
PreciConlrol Universal 1 el 2 x 3 mL de PreciControl Universal 2

. 11732277122, Diluent Universal, 2 x 16 mL, diluant pour
echantillon ou

(REF) 03183971122, Diluent Universal, 2 x 36 mL, diluant pour
echantillon

* Equipement habituel de laboraloire
* Analyseur Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e
Pour le calcul du risque de (risomie 21

= Logiciel de calcul approprié, par ex.
REF| 05126193, SsdwLab (V5.0 ou suivanles), licence propriétaire
REF] 05195047, SsdwlLab (V5.0 ou suivantes), licence multi-ulilisateurs

. [@03271749190, HCG+B, 100 lests

. 03302652190, HCG+ CalSel, pour 4 x 1 mL

Malériel auxiliaire pour les analyseurs Elscsys 2010 el cobas e 411:
. 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon sysléme

3 11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL, solulion de lavage pour la
cellule de mesure

cobas’

= [REF] 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, addilif & la solution
de | .
e lavage

*  [REF) 11933159001, Adaplaleur pour SysClean

- [REF) 11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 cuvelles
réactionnelles

* [REF) 11706799001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 embouts de
pipelie

Matériel auxiliaire pour les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170;

cobas e 601 et cobas e 602:

* [REF 04880340190, ProCell M, 2 x 2L, tampon sysléme

. 04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L, solution de lavage pour la
celluic: de mesure

(REF) 03023141001, PCICC-Cups, 12 godels pour la thermorégulalion de
ProCell M el CleanCell M avanl emploi

* [REF]03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solulion de lavage de
Faiguille en fin de série el entre les changements de réaclifs

* [REF; 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 blocs de
84 lubes a essai/embouts de pipetles, sacs pour déchels

* [REF1 03023150001, WasleLiner (sacs pour déchels)

* [REF] 03027651001, SysClean Adapler M, adaplateur pour SysClean
Pour lous les analyseurs:

* [if111298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL solulion de lavage du
sysléme

Réalisalion du test

Pour garanlir le bon fonclionnement du tesl, se conlormer aux instructions
relalives & I'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les
inslruclions spécifiques de I'analyseur, se rélérer au manuel d'utilisation
approprié. g

L'analyseur elfectue aulomaliquemenl I'homogénégisation des
microp:..rlicules,q‘&es paramélres spéciliques du lest mémorisés dans le
code-barres doivenl élre saisis. Si, exceplionnellement, le code-barres ne
peul étze lu par l'appareil, saisir manuellement |a série des 15 chifires
inscrits sur ['éligaelle.

Amener les réaclifs réfrigérés & environ 20 °C et les placer dans le plaleau
réactils de I'appareil thermoslalé a 20 °C. Eviler la formalion de mousse.

L'analyseur gére le contréle de [a lempeéralure, I'ouverlure el la fermelure
des flazons.

Calivt ation

1&: La méthode a élé slandardisée par rapport a la premiére
préparation internationale: 1st IRP WHO 1élérence 72/225.
Le code-barres des réaclils Elecsys contient toutes les informiations

nécessaires a la calibration du lol. La courbe de rélérence est adaptée a
lanalyseur & I'aide du CalSel respeclif.

Fréquance des calibrations: Effectuer une calibration par lol en utilisant du
réactii Irais (ayanl élé enregistré depuis au maximum 24 heures sur
Fanalyseur). Une nouvelle calibralion est recommandée:

aprés 1 mois (28 jours) pour un méme lot de réactif
aprés 7 jours pour un méme flacon de réaclif reslé sur I'analyseur

si nécessaire: par ex. si les résullals du contrdle de qualité se situenl en
dehors des limites de confiance définies.

Conlrdle de qualité.

Pour ie conlrole de qualité, uliliser PreciControl Tumor Marker ou
PreciConlrol Universal.

Dautres controles appropriés peuvenl également élre utilisés.

Il est recommandé de doser les sérums de conlrdle en simple au moins une
lois ioules les 24 heures pendant une rouline, pour chaque nouveau coffret
el apras chaque calibralion,

La ircquence des conlroles el les limiles de conliance doivent élre
adaplées aux ‘exigences du laboraloire, Les résullals doiven se siluer dans
les lirnites de confiance définies. Chaque laboraloire devra élablir I3
pracédure a suivre si les résullats se siluent en dehors des limiles définies.

Se canformer 4 la réglementation |gouvernemenlale el aux direclives
localcs en vigueur relalives au controle de qualité. i
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AFP ai1-foetoprotéine

Calcul des résultats

L'analyseur calcule automatiquement la concentration en analyte de
chaque échantillon. Les résultats sont exprimés au choix en Ul/mL, ng/mL,
kUL + en UI/L sur les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170 et
cobas e 601.

Facteurs de conversion: Ul/mL x 1.21 = ng/mL

ng/mL x 0.83 = Ul/mL

Limites d'utilisation -interférences

Le lest n'est pas influencé par l'ictére (bilirubine < 1112 pmol/L ou
< 65 mg/dL), 'hémolyse (Hb < 1.4 mmol/L ou < 2.2 g/dL), la lipémie
(Intralipid < 1500 mg/dL) et la biotine < 246 nmol/L ou < 60 ng/mL.

Critére d'acceptabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.

Chez les patients traités par de fortes doses de biotine (> 5 mg/jour), il est
recommandé d'effectuer le prélévement de 'échantillon au moins 8 heures
apres la derniére administration.

Le résultat n'est pas influencé par le facteur rhumatoide jusqu'a une
concentration de 1500 Ul/mL.

On n'a pas observé d'effel crochel jusqu'a des concentrations en AFP de
1 million U/mL (1.21 million ng/mL).

L'influence de 26 médicaments fréquemment administrés a été recherchée

in vitre: Aucune interférence n'a été observée.

Dans de rares cas, des titres trés élevés d'anticorps dirigés contre des
anticorps spécifiques de I'analyte, des anticorps anti-streptavidine ou
anli-ruthénium peuvent conduire a des interférences. Ces effels sont
minimisés dans le lest par un procédé approprié.

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confronlés aux
données de I'anamnése du palient, au tableau clinique et aux résullats
d'autres examens.

Limites et intervalles

Domaine de mesure

0.500-1000 Ul/mL ou 0.605-1210 ng/mL (défini par la limite inférieure de
délection el le maximum de la courbe de référence). Les taux situés au-
dessous de la limite inféricure de détection sont exprimés de la maniére
suivante: < 0.500 Ul/mL ou < 0.605 ng/mL. Les taux situés au-dessus du
domaine de mesure sont exprimés de la maniére suivante: > 1000 Ul/mL
(> 1210 ng/mL) ou jusqu'a 50000 Ul/mL (60500 ng/mL) pour les
échantillons dilués au 1/50.

Limites inférieures de mesure
Limite inférieure de détection du fest
Limite inférieure de détection: 0.50 Ul/mL (0.61 ng/mL)

La limite inférieure de déteclion coriespond a la plus faible concentration
mesurable en analyte pouvant étre distinguée de zéro. Elle est obtenue par
le calcul et représente la concentration du standard le plus faible de la
courbe de référence + 2 gcarts-type (calibrateur de réference,

standard 1 + 2s, répétabilité, n = 21).

Dilution

Les échanlillons présentant une concentration en AFP située au-dessus du
domaine de mesure peuvent étre dilués avec Diluent Universal. Rapport de
dilution recommandé: 1/50 (dilution manuelle ou automatique sur les
analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 et cobas e). La
concentralion obtenue avec les échantillons dilués doit étre > 20 Ul/mL

(> 24 ng/mL).

Si la dilution esl effectuge manuellement, multiplier le résultat obtenu parle
facteur de dilution.

Sila dilution est effectuée par I'analyseur, les logiciels des analyseurs
MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 et cobas e tiennent compte
de la dilution lors du calcul du résullal,

Valeurs de référence

Résultals d'études avec le lest Elecsys AFP:

a) Elude multicentrique « Analyseur Elecsys 2010 », seplembre 1997 et

Evaluation des domaines de reférence, réalisée en Allemagne et en
France, septembre 1998.

Les laux d'AFP suivants ont éié oblenus 2 partir d'échantillons de sérum
provenant de 646 sujets sains:

< 5.8 Ul/mL ou < 7.0 ng/mL pour 95 % des résultats

cobas’

Médianes des taux d'AFP en fonction des semaines de grossesse révolues
a complei du premier jour de la derniére menstruation:

[ Semaines 714 15 16 17 18 19
n 382 | 1782 | 2386 | 975 | 353 | 148
Ul/mL 232 | 256 | 300 | 335 | 401 | 455
ng/mL 27.9-1 309 | 361 | 404 | 483 | 548

b) Etude multicentrique pour établir des valeurs de rélérence en vue de
'evalualion du risque de trisomie 21 dans le sérum malemel (Etude
BO1PO01S, mars 2003).

Les concenlrations d'échantillons de sérum provenant de 1753 femmes
enceintes (semaine de grossesse entre 14 et 18) ont été évaluges.

Des dosages avec le test Elecsys HCG+p et le test Elecsys AFP ont élé
effectucs dans 5 centres hospitaliers de Belgique, de France el
d'Allemagne.

L'age gestationnel (en jours), déterminé par ultrason, élait donné pour
chaque: échantillon. A partir d'une analyse de régression log-lingaire de
loutes |zs valeurs d'AFP (1753) en fonction de I'age gestationnel, les
valeurs moyennes suivantes ont été calculées pour le milieu de la semaine
respeclive (par ex. semaine 14 + 3 jours):

Semai-ies 14 15 16 17 18
Uliml 20.9 24.0 27.6 317 36.4
ngml 253 290 [ 3837 [C- 3877 [ %dd 0
Remarque: Pour le diagnostic prénatal, il est recommandé de réévaluer les

valeurs moyennes périodiquement (tous les 1 a 3 ans), de méme qu'a
chaque changement de méthodologie.

La transférabilité des valeurs de référence sur les échantillons de plasma
n'a pas été vérifige.

Chaque: laboraloire devra vérifier |a validité de ces valeurs el élablir au
besoin ses propres domaines de référence selon la population examinge.

Perforinances analytiques

Les periormances analytiques indiquées ci-dessous sont représentatives.
Les résultals obtenus au laboratoire peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La précision a été délerminée 3 l'aide de réactils Elecsys, de pools de
sérum aurnain el de controles, selon un protocole modifié (EP5-A) du CLS|
(Cliicz! and Laboratory Standards Inslitute). Chaque échantillon a ét¢
analy=e 6 fois par jour pendant 10 jours (n = 60); répétabilité sur I'analyseur
MODLILAR ANALYTICS E170 (n = 21). Les résultats suivants ont été
oblenus:

Analyseurs Elecsys 2010 et cobas e 411
e Répélabililé Précision
intermédiaire

| Echantilon | Mediane SD cv SD cv

1 Ui/inL | ng/mL | Ul/mL ng/mL | % |Ul/mL | ng/mL | %
[SHY | 128 | 155 [ 026 [ 031 |20 039 | 0.47 | 31
SH2 426 | 515 | 063 | 076 [ 15[ 102 | 124 |27
'SH3 566 | 685 | 112 | 135 | 20| 156 | 189 | 28
PCTMIT | 801 | 969 | 022 [ 027 |23 028 | 0.33 | 34
_56_— ’["_Mz 868 | 1050 | 1.92 [ 233 [ 22| 233 282 | _27_‘

b) SH = Sérum humain
¢) PC Tivt = PreciControl Tumor Marker

[ Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e 602
4 Répétabilité Précision intermédiaire
—Ec—hgﬁmmenne SD CV | Moyenne | SD Cv
len UVt ng/ | UV | g/ | % [ Ul [ ng/ T UV [ ng/ | % |
mL | mL | mL| mL mL | mL | mL | mL
@Z_ﬁfﬂ 17.81027[0.33[ 1.8 [141[17.0 Mﬂﬁ_&

2015-01, V 13.0 Francais

3/4



~-1£81798190V13.0

AFP

/PP al-foetoprotéine

;”Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 et cobas e 602
K Rénétabilité “Précision inlermédiaire

| Echantil- Moyenne SD CV | Moyenne SD cv
lon UZing/ | Ui ng/ | % | U | ng/ | UV | ng/ | %

i mL | mL | mL | mL mL [ mL | mL | mL

[SH2 " ‘!76.7 56.510.65]079| 1.4 |4461539]1.14|1.38] 26
SH3 7451901 | 11.7 {14.2 | 1.6 | 711 | 860 | 23.4 | 28.3| 3.3
PCTM1 |9.35|11.3({0.21]025] 22| 9.1 [11.0]0.26 |0.31 2:8%
PCTM2 | 104 | 126 | 2.49 | 3.01 i 2.4 1103 | 125 | 2.54 | 3.07 i 2'5J

Comparaison de méthodes

Une comparaison ertre le test Elecsys AFP (y) et le test Enzymun-Test
AFF (x), effectuee sur des échantillons cliniques, a donné les corrélations
suivantes (en Ul/mL):

Nombre d'échantillons analysés: 77

Passing/Bablok?® Régression linéaire
y =0.92x - 1.51 y=0.90x + 0.35
1=0.975 r=0.998

Les concentrations etaient situées entre environ 2 et 500 Ul/mL (2.4 et

600 ng/imL).
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Pour de fius amples informalions, se référer au manuel d'ulilisation de
I'analyseur concerné, aux fiches techniques respeclives, au dossier

« Product Information » et aux nolices d'utilisation de tous les réaclifs
nécessaires disponibles dans voire pays.

Dans ceie fiche technique, le séparateur décimal pour partager la partie
décimale de la partie entiére d'un nombre décimal est un point. Aucun
séparateur de milliers n'est utilisé.

Synihnins

Roche Liagnostics ulilise les signes et les symboles suivants en plus de
ceux de la norme 1SO 15223-1.

CONTE!

Contenu du coffret

Analyseurs/appareils compalibles avec les réaclifs
Réactif

Caiibrateur

Volume apres recsnstilution ou homogéngisation

Les modilv:ations imporanles par rappont  la version précédente sont signalées par une barre verticale dans la
marge.

© 2912, R che Diagnostics
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i

Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim
www.roche.com
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Gonadolrophine chorionique humaine intacle + sous-uni(é}p
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Remarque

La concenlralion en hCG d'un échanltillon
lest praliqué. Le comple rendu dy laboral
la méthode de dosage de I'hCG utilisge.
oblenus  parlir de différentes méthodes
pouvant conduire & des erreurs d'

de palient peul varier selon le
oire doil donc loujours préciser
Les taux d'hCG d'un palienl

ne peuvent élre comparés, ceci
nlerprétalion médicale.

En cas de changement de méthode au cours du suivi thérapeutique, les
taux d'hCG doivent étre confirmés pendant une période transiloire en

. En dehors de Ia

elfecluant des dosages en paralléle par les deuy mélhodes.
Domaine d'utilisation

Testimmunologique pour la délerminalion
gonadolrophine chorionique humaine
sérum el le plasma humains.

Ce lesl est une aide:

quantitalive in vilro de Ia
(hCG) el de sa sous-unité B dansle

pour le dépistage précoce el Ia surveillance de la
s'ulilise également, en associalion avec d'autres
eveluer le risque de trisomie 21 (syndrome de O
d'aberrations chromosomiques, |
nécessaire.

grossesse. Le lest
parameélres, pour
own). Pour le diagnoslic
e recours a d'autres analyses es|

en oncologie, comme aide au suivi d
maladies lrophoblasliques. Le les! e
de cellules lumorales hCG sécrélant
el lesliculaire.

Ce tesi par eleclrochimiluminescence « ECLIA
dimmunoanalyse Elecsys el cobas e.

Caraciéristiques

es palients présentant des
st ulile pour la délection et le syivi
es d'origine ovarienne, placenlaire

» s'ulilise sur Iés syslemes

CommeiaLH, laFSHetlaT

SH, I'nhormone chorioni
‘ail partie de la famill

e des glycoproléines ou I'hol
2 sous-unilés (chaines o el B). Les chaines a de
glycoproléiques sonl idenliques, landis
dilférenles el sont responsables des for
chacune d'enlre elles.

L'hCG esl praduite dans le
de la grossesse, la sécrélio
ou de lumeurs germinales
lumeurs non lrophoblastiq
Fiusieurs isolorm.as de m
différent forment
I'CG esl de maintenir le cor

que gonadolrope (hCG)
ohormone est formge de
ces 4 hormones

que les chaines B ont des siruclures
'clions hormonales spécifiques de

placenla au cours de la grossesse. En dehors
N d'hCG est le fait de tumeurs lrophoblasliques
a composanle trophoblaslique. Certaines

ues peuvent sécréler également de I'hCG.

éme aclivilé biologique mais de poids moléculaire
phine chorionique. L'aclion biologique de

Les laux €levés sonl une indicalion de choriocarcinome, de mole
hydalilorme ou de grossesse mulliple.

Les laux lrop faibles peuvent élre |
grossesse eclopique ou de mor in

Déterminée au cours dy

e signe d'un avortement

sponlané, d'une
uléro.

deuxiéme lrimestre de I3 grossesse au moyen d'un logiciel approprié
paragraphe « Malériel auxiliaire nécessaire »)
par Wald™ el les paramelres speécifiques res

(voir
en ulilisanl I'algorithme decrit
peclils du tesl.8910.11.1213.1415
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Elecsys 2010
MODULAR ANALYTICS E170
cobase 411
cobas e 601
cobas e 602

grossesse, des laux 'hCG ay
chez des palienls présentant différents lypes d
cellules germinales, de I'ovaire, de
gaslrique, p.:monaire, hépalique).5
La prévalense (en %) de l'au
différents cancers est Ia suivanle: chorio
placentaire (100), mole hydalilorme (97), lumeurs germinales lesliculaires
non sémincmaleuses (48-86), séminome (10-22), cancer pancréalique
(adénocarcinome (11-80), tumeurs insulaires (22-50)), cancer

gaslrique (0-52), cancer ovarien, épithélial (18-41), cancer du colon (0-37),
cancer pulinonaire (0-36), cancer mammaire (7-25), hépalome, cancer
hépatique (17-21), lumeurs de lintestin gréle (13) el cancer du rein (10).15.18
Les les!s jour la délection de I'hCG intacle el de sa sous-unile libre B sonl
des marqueurs i i ivi i :

des lumeurs trophoblasliques el, en associalion avi
palients prasentant des lumeuyrs lesticulaires non s

Les anlicoips monoclonaux specifiques ulilisés dans le les Elecsys HCG+p
reconnaissenl I'holo-hCG, des formes elivées (nicked hCG), le Iragmenlt
B-core el la sous-unite Blibre. Les anlicorps biolinylés el les anlicorps
marques au ruthénium ulilisés sonl dirigés contre différents epilopes de la
molécule ('hCG.
Principe

Méthode « sandwich ».

gmenlés onl lé lrouves
€ cancer (cancers des

la vessie, du pancréas, cancers
.6

gmentation des laux sériques d'hCG + B dans

carcinome lesliculaire ou

éminomaleuses.'”

Durée lotale du cycle analylique: 18 minules
1¢€incubation: 10 pL d'éch

J anlillon sont mis en présence d'anlicorps
monoclonaux anli-hCG biolinylés el d'un anlicorps monoclonal anli-hCG
marqu2 au ruthénium.? Il se forme un « sandwich ».

2eme incubalion: les microparticules tapissées de slreplavidine sonl
ajoutées dans la cuvelle réactionnelle. Le complexe immun est fixé 3 Ia
phase solide par une liaison streplavidine-bioline.

Le mélange réaclionnel est trans|
micriparlicule.. zonl mainlenues
L'élimination de Ia fraclion libre e
ou ProCell M. Une différence de
déclenche la production de lumi
photoinulliplicaleur.

Les risullals sonl obteny

eré dans la cellule de mesure, les

au niveau de I'éleclrode par un aimanit.
st effectuée par le passage de ProCell
poltenliel appliquée a I'éleclrode
nescence qui esl mesurée par un

23U s al'aide d'une courbe de casioralion. Celle-ci

neree, pour I'analyseur ulilisg, par une calibralion en 2 points el
une courbe de rélérence mémorisge dans le code-barres du réaclif,

3) Ru(bpy):": Tns(2,2‘~bupyndyl)lulhémum(ll)

Réaclifs - composition et concentralions

Le rackp:ck réactif est eliquelé HCG-BETA.

M Microparlicules lapissées de slreplavidine (bouchon lransparent),
1llscon contenant 6.5 m-
Microparticules lapissées de slreptavidine 0.72 mg/mL, conservaleur

R1 Ac anli-hCG-biotine, 1 flacon contenant 9 mL (bouchon qris):
Anlicorps monoclonal (de souris) anti-hCG biotinylé 2.6 mq/L; lampon
phasphale 40 mmoli, pH 7.5; conservaleur

R2 2

An anti-hCG-Ru(bpy)?*, 1 flacon conlenant 10 mL (bouchon noir);

Anlicorps monoclonal (de souris) anli-hCG marqué au ruthénium
4.6 mg/L; tampon phosphaie 40 mmol/L , PH 6.5; conservaleur

3

Précaulions d’emploi el mises en garde
Pour diagnoslic in vilro.

Observer les précautions habituell
L'élimi:ialion de lous les déchels
disposilions lggales.

es de manipulalion en laboraloire.
doil élre effecluge conformément aux
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Fiche de données de sécurilg disponible sur demande pour les
professionnels.

Eviler Ia formalion de mousse dans les réaclifs el les €chanlillons de lous
types (échanlillons de palients, calibrateurs et conlrdles).
Préparalion des réactifs

Les réaclils contenus dans le colfret sont préts a l'emploi et ne peuvent élre
utilisés séparément,

Toules les informations nécessaires au déroulement du test sont

memorisees sur le code-barres des flacons de réaclifs el doivent elre
saisies.

Conservalion et stabilité
Conservalion enlre 2 et8 °C.
Ne pas congeler.

Ranger le colfrel de réaclifs Elecsys en Position verticale, de manire 3
ce que loules les microparticules soient rassemblées pour
I'homogénéisalion qui précéde I'analyse.

3

Stabilite:

avanl ouverlure, enlre 2 el 8

°C

Jusqu'a la dale de péremplion
indiquée

. S S e i
apres ouverlure, enlre 2 et 8 °C 12 semaines

e iU
sur les analyseurs
\

i RN
Prelevement et préparalion des echantilions

Seuls les types d'échantillons indiqués ci-dessous ont elé lestés el peuvent
élre ulilisés.

Sérum recueilli sur tubes de prélevement standard oy conlenant un gel
Séparaleur, :

Plasma recueilli sur héparinate de lithium, de sodium, d'ammonium,
EDTA disodique, EDTA Iripotassique, cilrale de sodium et fluorure de
sodium/oxalale de polassium.

Critére d’acceplabilite: Recouviement entre 9o el 110 % de la valeur dy

Sérum ou penle enlre 0.9 ef 1.1 + coellicient de corrélation > 0.95
(Pearson).

Stabilité: 3 jours entre 2 el 8 °C. 12 mois a -20 °C. Ne congeler qu'une fois.
18

Les différents lypes d'échantillons indiqués ci-dessus ont élg leslés a l'aide
d'unz séleclion de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moinent du lest: les lubes de prélévement des différents labricants n'ont
pas tous elé leslés. Les systémes de prélévement dy sang de divers
fabiizants peuvent contenir diférents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer le résultal dy lesl. ‘ulilisati imai

syslérmes de relévement du san , suivre les instruclions donneées parle .
yS! p g

labricant.

Les échanlillons qui contiennent un précipilé doivent étre cenlrifugés avant
I'analyse.

Ne pas uliliser d'echanlillons inaclives par la chaleur.

Les échanlillons oy conlroles slabilisés par de I'azide ne doivenl pas élre
ulilisés.

S'assurer avanl I'analyse que la lempéralure des échantillons de patients,
des calibrateurs el des conlréles se situe entre 20 ef 25 °C.

En raison des risques d'évaporalion, il es! recommande de doser les
échantillons, les conlroles el les calibraleurs dans les 2 heures qui suivent
leur mise en place syr les analyseurs.

Malériel fourni
Voir paragraphe « Reactifs - composition et concenlrations ».
Matériel auxiliaire necessaire

EemeRL T e Al e S R

2/

cobas”

11732277122, Diluent Universal, 2 x 16 mL, dilyant pour
echanlillon ou

(REF) 031£3971122, Dilyent Universal, 2 x 36 mL, diluant pour
echanlilion

Equipement habituel de laboraloire
Analyseur Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e

Pour le calcy! dy risque de trisomie 21

05126193, Ssdwl ab (V5.0 ou suivanles), licence propri€laire
05145047, SsdwLab (V5.0 oy suivanles), licence mulliutilisateurs

[REF] 04481798190 AFP, 100 lesls
[REF] 04451742190, AFP, 200 lests
[REF) 04437761 190, AFP CalSel I, pourd x 1 mL

Loiiciel ue calcul approprig, par ex.

Maleériel auxiliaire pour les analyseurs Elecsys 2010 el cobase 411:

11652988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon sysléme

11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL, solution de lavage pour Ia
cellule d: mesure

(REF) 11630346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, addilif 4 fa solution

e lavage
[HEF] 11933159001, Adaplaleur pour SysClean

(REF] 11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 cuveltes
réactionnelles

(REF] 11706795001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 embouls de
pipette

Matériel au:iliaire pour les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170,
cobas e 601 el cobas e 602

0{080340190, ProCell M, 2 x 2 L, tampon systeme

045380293190, CleanCell M. 2 x 2 L. solution de lavage pour Ia
cellule ce mesure

[rer) 03023141001, PC/CC-Cups, 12 godels pour la thesmorégulation de
ProCell il el CleanCell M avant emploi

[REF) 03005712190, ProbeWash M, 12x 70 mL, solulion de lavage de
Faiguille en fin de série g| enlre les changemenls de réaclils

[REF] 03004899190, PreClean M, 5 x 600 mL, solution de lavage avani Ia

détentinn

[eF) 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 blocs de
84 lubr:s a essai/embouls de pipelles, sacs pour déchels

[REF] 03023150061 WasleLiner (sacs pour déchels)

03027651001, SysClean Adapler M, adaptateur pour SysClean

Pour lous les analyseurs:

11298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL solution de lavage du
systéme:

Réalisation du test

Pour gararitir le bon

onclionnement dy lesl, se conlormer aux instruclions

relatives a l'analyseur ulilise indiquées dans le présent document. Pour les
fi

instructions spécifi
approprie.

ques de I'analyseur, se référer au manuel d'ulilisalion

L'analyscur effeclye aulomaliquement Ihomogéngisation des
microparticules. Les parameélres spécifiques du les| mémorisés dans le
code-barres doiven élre saisis. S, exceplionnellentent, le code-barres ne -
peul élre Iy par I'appareil, saisir manuellement la série des 15 chiffres
inscrils sur I'eliquelle.

Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e 602
L'utilisalion de la solulion PreClean M es| necessaire.

Amener les réaclifs relrigérés a env. 20 °C avanl le chargement el les
placer dans le plaleay reaclils de l'appareil thermoslalé & 20 °C. Eviter la
lormalion de mousse. L'analyseur gere le controle de la lempéralure,
l'ouverlure et Ia lermeture des flacons.

Calibration

Tragabilii: La méthode a elé slandardisee par rapport a la 4¢™ préparalion
inlernalicnale de rélérence n°75/589 pour fa gonadolrophine chorionique du
NIBSC (Malional Institute for Biological Slandards and Conlrol).
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Le code-barres des réaclils Elecsys contient toutes les informations
nécessaires a la calibration du lot. La courbe de référence est adaptée a
l'analyseur a I'aide du CalSel respectif.

Fréquence des calibrations: Effectuer une calibration par lot en utilisant du
réaclif frais (ayant été enregistré depuis au maximum 24 heures sur
I'analyseur). Une nouvelle calibration est recommandge:

* apres 1 mois (28 jours) pour un méme lot de réactif
* apres 7 jours pour un méme flacon de réactil resté sur I'analyseur

* sinécessaire: par ex. siles résultals du contréle de qualilé se situent en
dehors des limites de confiance définies.

Controle de qualité

Pour le contréle de qualité, utiliser PreciControl Universal ou PreciControl
Tumor Marker.

D'aulres contrdles appropriés peuvent également étre utilisés.

Il est recommandé de doser les sérums de contréle en simple au moins une
fois toutes les 24 heures pendant une rouline, pour chaque nouveau coffret
el aprés chaque calibration.

La fréquence des conlroles et les limites de confiance doivent élre
adaptées aux exigences du laboraloire. Les résultats doivent se situer dans
les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la
procédure a suivre si les résultats se situent en dehors des limites définies.

Se conformer  la réglementation gouvernementale et aux direclives
locales en vigueur relatives au contréle de qualité.

Calcul des résultats

L'analyseur calcule automaliquement la concentration en analyte de
chaque échantillon. Les résullals sont exprimés au choix en mUl/mL ou en
UL

Limites d'utilisation - interférences

Le tesl n'es! pas influencé par l'ictére (bilirubine < 410 pmol/L ou

<24 mg/dL), I'hémolyse (Hb < 0.621 mmol/L ou < 1.0 g/dL), la lipémie
(Intralipid < 1400 mg/dL) et la biotine < 327 nmol/L ou < 80 ng/mL.

Crilere d'acceptabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.

Chez ls palients traités par de fortes doses de biotine (> 5 mgfjour), il est
recommandeé d'effecluer le prélévement de I'échantillon au moins 8 heures
aprés fa derniére administration.

Le réstllat n'est pas influencé par le facteur thumaloide jusqu'a

3400 UlimL. Le dosage peut élre réalisé sur les échantilions de patients
dialysés.

Cnn'apas observé d'eflet crochet jusqu'a 750000 mUl dhCG/mL.

Linfluénce de 15 médicaments fréquemment administrés a été recherchée
in vilro. Aucune interférence n'a été observée.

Dans de rares cas, des titres trés élevés d'anticorps dirigés contre des
anlicorps spécifiques de I'analyte, des anlicorps anti-streptavidine ou
énti-ruth€nium peuvent conduire a des interférences. Ces effels sont
minimisés dans le lest par un procédeé approprie. i

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux
données de I'anamnése du patient, au tableau clinigue et aux résultats
d'aulres examens.

Limites el intervalles

Domaine de mesure

0.100-10000 mUI/mL (défini par la limite inférieure de détection et le
maximum de la courbe de rélérence). Les laux silués au-dessous de la

limite inférieure de détection sont exprimés de la maniére suivante:
<0.100 mUI/mL. Les taux situés au-dessus du domaine de mesure sont

“exprimés de la maniére suivante: > 10000 mUl/mL (ou jusqu'a

1000000 mUI/mL pour les échantillons dilués (1/7100)
Limites inférieures de mesure

3
Limite inférieure de délection du fest
Limite inférieure de délection: < 0.1 mUl/mL
La limite inférieure de délection correspond 4 la plus faible concentration
mesurable en analyle pouvant étre distinguée de zéro. Elle esi oblenue par
le‘calcul et représente la concentralion du standard le plus faible de Ia

courbe de référence + 2 écars-type (calibrateur de référence,
slandard 1+ 2s, répétabilité, n = 21),

cobas’

Dilution

Les échantillers présentant une concentration en hCG située au-dessus du
domaine de mesure peuvent étre dilués avec Diluent Universal. Rapport de
dilution recommandeé: 1/100 (dilution manuelle ou automatique sur les
analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 ou cobas e). La
concentration de I'échantillon dilué doit étre > 100 mUI/mL.

Sila dilution est effectuée manuellement, multiplier le résultat oblenu parle
facteur de dilution.

Sila dilution est effectuée par Ianalyseur, les logiciels des analyseurs
MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 et cobas e liennent comple
de la dilution lors du calcul du résultat.

Valeurs de référence

Résullats d'irie étude multicentrique réalisée avec le lest HCG+B
([ReF) 03271749) dans des centres hospitaliers de Belgique, de France et
d'Allemagne (étude BO1P019, mars 2003):

Echantillons sériques de sujets sains:

hCG < 1 mUI/mL pour 181 femmes saines préménopausées, non
enceintes (97.5 % des résullats) La limile supérieure de l'intervalle de
confiance de 95 % correspondant se situe a 5.3 mUl/mL.

= hCG < 7 mUl/mL pour 143 femmes saines postménopausées (7.5 %
des résuliats) La limite supérieure de lntervalle de confiance de 95 %
correspandant se situe & 8.3 mUl/mL.

* < 2mUl dhCG/mL pour 290 hommes (97.5 % des résultats). La limite
supérieure de l'intervalle de confiance de 95 % correspondant se situe a
2.6 mUl/mL.

*  Les taua indiqués dans le tableau suivant ont éé déterminés 3
différen'es semaines de la grossesse a compter du premier jour de la
derniére menstruation (semaines d'aménorrhée = SA).

Les résultals sont uniquement indiqués pour les semaines de grossesse ol
le nombre de cas (n) élait supérieur a 10.

SA n hCG mUl/mL
Médiane 5-958me percentile

5 25 175 58712

4 - 43 141 9.5-750

5 23 1398 217-7138

6 19 3339 158-31795
7 = Fad 39759 3697-163563
8 23 90084 32065149571
9 23 106257 63803-151410
10 20 85172 46509-186977
12 ‘ 17 66676 27832-210612
14° 67 34440 13950-62530
15* 666 28962 12039-70971
16" 766 23930 9040-56451
17* T190 20860 8175-55868
B 64 19817 8099-58176

" Pour les semaines 14 a 18, période inigressanle pour I'évaluation du

risque de trisomie 21, les taux sériques de 1753 femmes enceintes ont élé
évalués svec Elecsys HCG+f el Elecsys AFP dans 5 centres hospialiers.
L'age, le poids maternel et I'4ge gestationnel élaient précisés pour chaque
échantillon. ; ;
Les résultats ont été analysés pour la distribution normale des;valeurs log

MdM (Multiple of Median). L'écart-type des valeurs MdM est comparable a
celui publié dans |a littérature.

Les valeurs médianes el les 5¢m et 35¢me percenliles ont été calculés pour
les semaines de grossesse révolues (voir ableau ci-dessus).

Distribution des taux mesurés chez des sujels sains el des sujels
préseniant des alleclions bénignes el malignes avec Elecsys HCG+p:

Les laux des sujets présentant des affections bénignes et malignes sont les
résultals de délerminalions effectuées avec le lest HCG+p ( 03271749)
el le les! HCG+B ([ReF) 11973193).
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Remarque: Pour le diagnoslic prénatal, il est recommandé de réévaluer les
valeurs moyennes périodiquement (tous les 1 a 3 ans), de méme qu'a
chaque changement de méthodologie.

Chagque laboraloire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au
besoin ses propres domaines de référence selon la population examinée.

Performances analytiques

Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont représentalives.
Les résultals obtenus au laboratoire peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La précision a élé déterminée a 'aide de réactifs Elecsys, de pools de
sérum humain et de conlroles, selon un protocole (EP5-A) du CLSI (Clinical
and Laboralory Slandards Instilute). Chaque échantillon a été analysé

6 lois par jour pendant 10 jours (n = 60); répétabilité sur I'analyseur
MODULAR ANALYTICS E170 (n=21). Les résultals suivants ont été
obtenus:

r Analyseurs Elecsys 2010 et cobas e 411
Répétabilite Précision

intermédiaire

Echantillon Moyenne SD Cv SD. cv

mUl/mL | mUl/mL.| % mUl/mL %

LSérum humain 1 4.84 0.21 44 0.22 4.6

S&rum humain 2 880 1157 13 229 2.6

Sérum humain 3 7949 132 1.7 249 31

PreciControl Ub) 9.14 0.19 2.1 0.24 2.6
PreciControl U2 24.0 096 | 40 111 46 |

PreciControl TM9 257 0.63 2.4 0.82 ]
PreciControl TM2 2365 37.0 16 | 628 [ 27

b) U = Universal
¢) TM = Tumor Marker

Concentration n Pourcentage (%) Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e 602
mUl/mL <2 [>2-<7 [>7-<100 [ > 100 [> 1000 Répétabilite Précision intermédiaire
Sujels sains 614 Echantillon Moyen- | SD CV | Moyen- | - SD cv
Hommes 290 [ 97.9 | 21 0 0 el E L e o[l ke
Femmes 181 989 | 11 0 0 LS 2 vy Gl s UL
S Sérum humain 1 8.52 0.24 2.8 4.73 0.35 7.4
prémeénopause e £
S Sérum humain 2 796 13.6 17 899 29.4 33
Femmes 143 | 53.1 46.2 0.7 0 0 - -
: Sérum humain 3 7012 188 2.7 | 8082 344 4.3
postmenopause —_—
| PreciControl U1 7.20 0.18 25 8.49 0.29 3.4
e > o o PreciContre! U2 19.6 0:55 2.8 22.5 1.05 46
e : 2
- copnloge s = R PreciControl TM1 | 21.4 | 039 | 18 | 242 | 131 | 46
oriocarcinome L ; . 10. 45.3 :
il : PreciConlrel TM2 | 2012 47.0 23 | 2316 842 | 36
Séminome 29 | 89.7 3.4 6.9 0 0
Tumeur germinale | 109 | 78.0 | 3.7 0.9 55 | 11.9 | Comparaison de méthodes
i Une comparaison du lest Elecsys HCG+B (y) avec le test
Tumeur sac 45 | 20.0 6.7 222 8.9 42.2 Elecsys HCG STAT (x), effectuée a partir d'échantillons de sérum humain,
vitellin a donné les corrélalions suivantes: :
Cancer ovarien 38 763 | 184 53 0 0 | Nombre d'é:hantillons analysés: 81
Maladies 1697195 107 29.6 20.1 201 | + Passing/Balilok'? Régression lingaire
trophoblastiques y = 1.00x + 7.40 y = 0.95x + 53.4
Mole 72 1.4 4.2 26.4 27.8 40.3 T=0.986 r=0.999
Les concentrations des échantillons étaient siluées entre env. 3 et
Autres [313] 52.7 BEEE | 86 | 118 | 137 | 8550 mUlAnL.

Specificité analytique

Les anticorps monoclonaux utilisés présentent les réactions croisées
suivanles:

TSH: non délectable, LH: 0.12 %, FSH: < 0.1 %.

Sensibilité fonctionnelle
< 0.6 mUI/inL

La sensibililé fonctionnelle est définie comme étant la concentration en

analyte la plus basse, mesurable de maniere reproductible et donnant un

CV inter-series de 20 %. :
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Pour de plus amples informations, se référer au manuel d'utilisation de
Fanalyseur concerné, aux fiches lechniques respectives, au dossier

« Product Information » et aux notices d'utilisation de tous les réaclifs
nécessaires disponibles dans votre pays.

Dans celle fiche lechnique, le séparateur décimal pour partager la partie
décimale de la parlie enliére d'un nombre décimal est un point. Aucun
séparateur de milliers n'est utilisé.

Symboles

Roche Diagnostics utilise les signes et les symboles suivants en plus de
ceux de la norme 1SO 15223-1.

CONTENT Contenu du coffret :
SYSTEM Analyseurs/appareils compatibles avec les réactifs

(FEAGENT Réaclif
CALIBRATOR Calibrateur

—-——> Volume apres reconstitution ou homogénégisation

Les mod:ications importantes par rapport 2 la version précédente sont signalées par une barre vericale dans la
marge.

© 2013, Roche Diagnostics

C € ona

“ Roclie Diagnoslics GmuH, Sandhofer Strasse 116, D-68305 Mannheim
n www.roche.com
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=stradiol Il

cobas’

Estradiol - E2
\&/
Elecsys 2010
MODULAR ANALYTICS E170
03000079 190 100 cobas e 411
cobas e 601
cobas e 602
Frangais R1  Ac anti-estradiol-biotine, 1 flacon contenant 8 mL fbouchon grié):

Domaine d'utilisation

Test immunologique pour la détenmination quantitative in vitro de I'estradiol
dans le sérum et le plasma humains.

Ce test par électrochimiluminescence « ECLIA » s'utilise sur les systemes
d'immunoanalyse Elecsys et cobas e.

Caractéristirues

Les estrozénes jouent un role importaiil dans le développement des
caracteres sexuels femelles. lls contrélent, avec les progestatifs, tous les
processus importants de la reproduction chez la fernme.

LUestrogéne biologiquement le plus actif est le 17B-estradiol. Il s'agit d'une
hormone stéroidienne d’un poids moléculaire de 272 daltons.

Les estrogénes sont principalement synthétisés dans I'ovaire (follicule,
corps jaune), mais également en faible quantité dans les cellules
interstitielles de Leydig des testicules. Lors de la grossesse, les estrogénes
sont principalement synthétisés dans le placenta. Environ 98 % de
I'estradiol est lié & des protéines de transport (SHBG = sex
hormone-binding globulin).!

Au cours du cycle menstruel, la sécrétion d'estrogenes se fait en deux
phases. Le dosage de ['estradiol est utilisé pour déterminer les causes des
troubles de la ferilité au niveau de I'axe hypothalamo-hypophysaire
gonadotrope, en cas de gynécomastie, de tumeurs de l'ovaire ou des
festicules produisant des estrogénes et en cas d'hyperplasie du cortex. Il
est également utile pour le suivi de traitements de I'infertilité féminine et
pour déterminer le moment de I'ovulation dar: le cadre d'une fécondation
in vitro (FIV).234

Le tesst Elecsys Estradiol Il fait appel au principe de compétition en utilisant
un «nticorps polyclonal spécifique dirigé contre le 17p-estradiol. L'estradiol
endonéne, libére de I'échantillon sous ['action de la mestérolone, entre en
compétition avec I'estradiol exogéne marqué au ruthénium? pour les sites
de liaison de I'anticorps biotinyle.

3) Ru(bpy)2: Tris(2,2-bipyridyl)rutnéniun:")

Principe

Principe de compétition. Durée totale du cycle analytique: 18 minutes

« 1{ére incubation: 35 pL d'échantilion sont inci:bés avec un anticorps
anti-estradiol spécifique biotinylé. Il se forme un complexe immun en
relation avec la concentration en estradiol contenue dans I'échantillon.

« 2&me incubation: un dérivé d'estradiol marqué au ruthénium est ajouté
dans la cuvette réactionnelle avec les microparticules tapissées de
streptavidine et vient se fixer sur les siles encore disponibles de
Panticorps biotinylé avec formation d'un complexe anticorps-hapténe. Le
complexe immun est fixé & la phase solide par une liaison
biotine-streptavidine.

« Le mélange réactionnel est transféré dans la cellule de mesure, les
microparticules sont maintenues au niveau de I'électrode par un aimant.
L'élimination de la fraction libre est effectuée par le passage de ProCell
ou ProCell M. Une différence de potentiel appliquée a I'électrode
déclenche la production de luminescence qui est mesurée par un
photomultiplicateur.

+ Les résultats sont obtenus & I'aide d'une courbe de calibration. Celle-ci
est générée, pour 'analyseur utilisé, par une calibration en 2 points et
une courbe de référence mémorisée dans le code-barres du réactif.

Réactifs - composition et concentrations
Le rackpack réactif est étiqueté E2 II.
M Microparticules tapissées de streptavidine (bouchon transparent),
1 flacon contenant 6.5 mL:
Microparticules tapissées de streptavidine 0.72 mg/mL, conservateur

anticorps polyclonal (de lapin) anti-estradiol biotinylé 45 n’g/mL;
mestérolone 130 ng/mL; tampon MES 50 mmoliL, pH 6.0;
cor:servateur

R2  Peptide-estradiol-Ru(bpy)3' 1 flacon contenant 8 mL (bouchon noir):

dérivé d'estradiol marqué au ruthénium 2.75 ng/mL; tampon MES
50 mmol/L, pH 6.0; conservateur

Précautions d’emploi et mises en garde

Pour dizgnostic in vitro.

Observer ies précautions habituelles de manipulation en laboratoire.
L'glimination de tous les déchets doit étre effectuée conformément aux
dispositions légales.

Fiche d2 données de sécurité disponible sur demande pour les
professionnels.

Eviter lit {ormation de mousse dans les réactifs et les échantillons de tous
types (¢chantillons de patients, calibrateurs et centroles).

Préparation des réactifs

Les réactifs contenus dans le coffret sont préts & l'emploi et ne peuvent étre
utilisés séparément.

Toutes les informations nécessaires au déroulement du test sont
mémorisées sur le code-barres des flacons de réactifs et doivent clre
saisies.

Conservation et stabilité

Conseivation entre 2 et 8 °C.

Ne pas congeler.

Range: le coffret de réactifs Elecsys en position verticale, de maniere a

ce que toutes les microparticules soient rassemblées pour
I'homcgénéisation qui précede l'analyse.

Staviiité:

ljusqu'a la date de péremption
indiquée

avani _o_uverture, entre 2 et 8°C

apréi ouverture, entre 2 et 8 °C 56 jours (8 semaines)

sur les analyseurs 56 jours (8 semaines)

prélévement et préparation¥es échantillons

Seuls les types d'échantillons indiqués ci-czssous ont été testés et pe.vent
gtre utilisés.

Sérur recueilli sur tubes de prélévement standard ou contenant un gel
séparateur.

Plasra recueilli sur héparinate de lithium, EDTA dipotassique,
EDTA tripotassique ou sur tubes de prélevement contenant un ged
séparateur de plasma. -

Crité;e d'acceptabilité: Recouvrement entre 70 et 130 % de la vaicur
sérique > 100 pg/mL, recouvrement + 20 pg/mL de la valeur séricue
<100 pg/mL et pente 0.91.1 + ordonnée a lorigine < + 2x la limile inféricure
de ditection (sensibilité analytique) + coelfficient of corrélation > 0.95.

Stabilité: 2 jours entre 2 et 8 °C, 6 mois a -20 °C. Ne congeler ¢u'une fois.

Les Jifférents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été tastés a l'aide
d'un: sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
monent du test: les tubes de prélevement des différents fabiicants n'ont
pas fous été testés. Les systémes de prélévement du sang ce divers
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influsncer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
(sys:emes de prélévement du sang), suivre les instrutions données par le
fabricant.
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f-stradiol Il

cstradiol - £2

Les échantillons

qui contiennent un précipiié doivent élre centrifugés avant
I'analyse.

Ne pas utlliser d'échanlillons inaclivés pa la cheleur.

Les échantillons ou contréles stabilisés par de I'azide ne doivent pas étre
ulilisés.

S'assurer avanl I'analyse que la lempéralure des échantillon
des calibrateurs el des conlrdles se situe entre 26 sl 25:5C.

Eirraison des risques d'évaporalion, il est reccrimandé de doser les
£chanlillons, les contréles el les calibraleurs dans les 2 heures qui suivent
leur mise en place sur les analyseurs.

Matériel fourni

s de patients,

Voir paragraphe « Réaclifs - composition et concentrations ».
Mateériel auxiliaire nécessaire

- [REr103064921122, Estradiol Il CalSet Il, pour 4 x 1 mL

- 11731416190, PreciControl Universal. pour 2 x 3 mL de

PreciCont:ol Universal 1 el 2 x 2 ml. de PreciControl Universal 2
[REF] 11731416160, PreciControl Universal, pour 2 x 3 mL de
PreciControl Universal 1 et 2 x 3 mL de PreciControl Universal 2 (pour
les USA)

= [ReF] 03509987190, Diluent MulliAssay, 2 x 16 mL, diluant pour
echantillon

*  Equipement habituel de laboraloire

*  Analyseur Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e
Malériel auxiliaire pour les analyseurs Elecsys 2010 et cobas e 411-

*  [ReF] 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL, lampon systéme

*  [REFI 1662970122, CleanCell, 6 x

380 mL, solution de lavage pour la
cellul2 de mesure

* [REF} 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, additif a la solution
de lavage

* [REF] 11933159001, Adaptateur pour SysClean

(REF] 117068020C1, Elecsys 2010 AssayCu,.. A0 x 60 cuvetles
reactionnelles

REr| 11706799001, Elecsys 2010 Assa Tip, 30 x 120 embouts de
= y y
pipelte

Matésiel auxiliaire pour les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170,
tobas e 601 et cobas e 602:

= [AEF1 04880340190, ProCell M 2 x 2 L. lampon sysléme

. 04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L, soluticn de lavage pour la
cellule de mesure

»  [REF] 03023141001, PC/CC-Cups, 12 godels pour la thermorégulation de
ProCell M et CleanCell M avant emploi

* [REF] 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solution de lavage de
Faiquille en fin de série et entre les changemenis de réaclifs

* [REF] 03004899190, Elecsys SysClean. 5 x 600 mL solution de lavage du
sysleme

[ReF] 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M; 48 blocs de
84 lubes a essai/fembouts de pipetles, sacs pour déchels

* (ReF] 03023150001, WasleLiner (sacs pour déchels)

* [AEF] 03027651001, SysClean Adapler M, adaplateur pour SysClean
Pour tous les analyseurs:

* [REF] 11294500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 L solution de lavage du
- sysléme
* [REF) 11298500160, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL, solution de lavage
du systzme (pour les USA)
néalisation du test

Peur garanti le bon fonclionnement du lest, se conformer aux inslructions
relalives a ['analyseur ulilisé indiquées dans le présent document. Pour les
nstruclions spécifiques de Fanalyseur, se référer au manuel d'wlilisation
approprié.

L'analysaur effeclue automaliquement 'homogénéisation des
microparlicules. Les parameétres spécifiques du lest mémorisés dans le
cade-barres doivent étre saisis. Si, exceplionnellement, le code-baires ne

cobas’

peut 2tre It par I'appareil, saisir manuellement la série des 15 chifres
Inscrits sur I'dliquette.

Analyseur: MODULAR ANALYTICS €170, cobas e 601 el cobas e 602:
L'utilisatioi: de la solution PreClean M est nécessaire.

Amener les réaclifs rélrigérés a env. 20 °C avant le ch argement el les
placer da:s le plaleau réactifs de I'appareil thermostalé a 20 °C. Eviter |a

formation e mousse. L'analyseur gere le controle de la température,
l'ouverture et la fermeture des flacons.

Calibration

Tragakit'é: La méthode a €lé standardisée par rapport a la DI-CG-SM
(dilution isntopique couplée ala chromaltographie en phase gazeuse el
revelée en spectrométrie de masse) s

Le coda-hures des réaclifs Elecsys conlient toutes les informations
nécessair:s a la calibration du lot. La courbe de réféiance est adaplée a
I'analyseur & 'aide du CalSet respectif.

Fréquesics des calibrations: Effeciuer une calibratior par lot en utilisant dy
réaclif frais (ayant été enregistré depuis au maximurn 24 heures sur
I'analysciir). Une nouvelle calibration est recommanrdée:

apres ! mois (28 jours) pour un méme lot de réaclii
*Aués T jours peur un méme flacon <Je réactif reste sur I'analyseur
*sinécessare: par ex. siles résultats du conlrdle de qualité se situent en
deh ¢ des limites de confiance définies
Conlic: e gqualité

Utiliser » =ciControl Universal.

D'autres < onlrdles appropriés peuvent également étre ulilisés.
I'est rece mimandé de doser les
fois toule ; les 24 heures penda
et aprés haque calibration.

sérums de conlrdle en simple au moins une
nt une rouline, pour chaque nouveau coil:el

=nce des conlrdles et les limites de confiance doivent étre

S> dux exigences du laboraloire. Les résultats doivent se siluer dans
+de conliance délinies. Chaque laboralcire devra établir la

procedar > a suivre siles résultats se situent en dehors des limites délinics.

Sc ~onlo:eer a la réglementalion gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relatives au conlrole de quiiicé.

Calcul dus résultats

L'analyscur calcule autornaliqguement la concentralion en analyte de
chaque ¢:ihantillon. Les résultats sont exprimss au choix en pmol/L, pg/ml,

ngiL + el nmol/L sur les analyseurs MODULZR ANALYTICS E170,
cobas e 01 el cobas e 602

Facleurs de conversion: pmol/l. x 0.273 = pg/mL (ng/L)

pg/mL x 3.67 = pmal/L
Limiles d'utilisalion - interférences

Le tesl n'esl pas influencé par lclére (bilirubine < 1129 ymol/L ou
< 66 my.dij, I'némolyse (Hb < 0.621 mmol/L ou < 1.0 g/dL), la lipémie
(Intralipi-] < 1000 mg/dL) et la bioline < 147 nmol/L ou < 36 ng/mL.

Crilere. c'acceptabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.

Chez Iy patients lraités par de fortes doses de biotine (>5 mg/jour), il est
recommandé d'effecluer le prélévement de I'échantillon au moins 8 heures
aprés L deriére administralion,

Le résultat n'zst pas influencé par le facleur rhumaloide jusqu'a une
concenlration de 1200 Ul/mL.

Linfluence de 18 médicaments fréquemment administrés a élé rechierchée
invilze. Aucune interférence n'a été observée.

Chez le; palients ayant regu des vaccins contenant du sérum de lapin ou

possédant ur lapin d'appartement, les résullats du test peuvent étre
erronés.

Dans de rares: cas, des litres trés élevés d'anticorps dirigés contre cles
anticonr: spésifiques de I'analyte, des anticorps anli-sireplavidine o1
anli-Tuuieniumi peuvent conduire a des interférences. Ces elfels sgn
minimiz3s dans le test par un procéde apgioprié '
Pour le diagnestic, les résullats daivent lovjo
données de 'snimnése du patient; au tablea:
d'aulrey examens.

N
Y
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Limites etintcivalles
Domainz e mesure

1€.4-15781 pmal/l ou 5.00-4300 pg/m:L (Céfini par la limite inférieure de
Jélection ct le maximum de la courbe de reférence). Les laux situés au-
dessous de la limite inférieure de délection sont exprinés de la maniére
survante: < 18.4 pmol/L ou < 5.00 pg/mL. Les taux situés au-dessus du
domaine di: mesure sont exprimés de la maniére suivante: > 15781 pmol/L
or > 4300 Hg/mL (jusqu'a 78905 pmol/L ou 21500 pg/mL pour les
échantillons dilués {1/5).

Limiies iniérieures de mesure

Limite inférieure Je détection du test

Limile ilerieure de détection: 18.4 pmol/L (5.00 pg/mL)

La linuie wilérizure de détection correspond & la plus laible concentration en
analyte pouvant étre distinguée de zéro. Elle est obtenue par le calcul et
représente la concentration du standard le plus faible de la courbe de
rélérence + 2 ecarts-type (calibrateur de rélérence, standard 1 + 2s,
répélabilité. n = 21)

Dilution

l.es échantilions présentant une concenlration en estradiol située au-
“eczi1s & domaine de mesure peuvent étre dilués a l'aide de

Diluent duliAssay. Rapport de dilution recommande: 1/5 (dilution manuelle
ou auloimaique sur les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170,

Elecsys “G10 ou cobas e). La concentration de I'échantilion dilué doit étre
= 1835 prol/L (> 500 pg/mL).

Sila dilulion ect effectuée par I'analyseur, les logiciels des analyseurs

MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 et cobas e tiennent comple
de ta dilutica lors du caleul du résultat.

La onceriration en analyle du diluant (<220 pmal/L ou < 60.0 pg/mL) n'est

pat prise =n comple pour les dilutions situées :u-dela du domaine de
mesure.

Valewis e référence

Des éludes elfectuées avec le test Elecsys Estradiol Il dans 4 centres
avspiialicis (Allemagne, Autriche) sur un tolal de 520 échartillons de sujels

sains onl pennis d'élablir les valeurs de rélérence suivantes (étides No.
BOOP023 et COOP032, décembre 2001):

—SL_IEE‘:IA(A:;IL—;; Tﬁ n ¥ Percentiles
|50 | 5.g5eme [ 50rme|  5.ggeme

pmol/L pg/mL -
(Hommes | 109 762 [ 280-156 1 208 763426
{Fe”"“ﬁ__ 5
|*Praseicliculaie | 88 [ 228 | 46.0-607 | 622 | 125168
+ Phasc ovulatoire | 49 | 812 | 315-1628 | 221 | 858498
-Phascluicale | 83 | 389 | 161774 | 106 | 238217 ]
Eigﬁ_w(n};u—se 32 [ 440 | <184201" | %0 <5.00547"
Grossess., :
Ti’éﬂ’{@fg&@ 20 | 3685 | 789-> 15781 | 166711 215-> 4300
En.ants (1410 ans):
“Garcons | 74 | 404 | <18473.4° | 110 | <5.00200°
"»_F_@L:s.;—_ 65 | 47.7 220991 130 | 600270

*18.4 pmoI/LIS.OO pg/mL) est la limite inférieure de détection du test.

inforrnaiions célaillées sur demande el dans le dossier Product Information
Elecsys Estradial 11

Chaqua laboraloire aevra vérifier la validité de ces valeurs el élablir au
besoin ses propres domaines de rélérence selon la populalion examinée.
Performances analytiques

Les pedormances analytiques indiquées ci-dessous sont représentalives.
Les resuitals oblenus au laboraloire peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La précision & €1é délerminge a l'aide de réactiis Elecsys, de pools de
sérum humain el de conlréles, selon un prolocoie (=P5-A2) du CLSI '
{Clinical and Labora:ory Standards Inslitute). Chaq:te échantillon a été doseé

cobas’

en double dans 2 séries par jour pendant 21 jours (n = 84). Les résultats
suivants 01l été obtenus:

| ) Analyseurs Elecsys 2010 el cobas e 411

Répétabilité Précision

intermédiaire
| Echantillon | Moyenne SD Ccv SD Cv
pmol/L | pg/mL | pmol/L pg/lr—ﬂ_ % | pmol/L | pg/mL | %
SHe) 1 149 40.6 6.37 1.74 1 43| 148 |.4.02 |93
SH2 | 334 | 911 | 803 | 219 |24 194 | 529 |53
[SH3 i Zaar [ 909 | 125 | o468 [37] 143 | 30 a3
SH4 110639 | 2899 | 341 | 930 (32| 651 | 177 "Eﬁ
SH5 | 13785] 3756 | 631 | 172 | 46| 874 | 233 6.3
PCU? | 345 | 941 | 141 | 384 [41] 244 | 666 |77]
W"—Doee 552 | 835 | 206 |41] 996 | 271 [49

t) SH = Sénun huinain
¢) PC U = FieciConliol Universal

Analysc-ﬁrs_l(A}f)DULAFR ANALYTICS E17'0—,'cobas e 601 el cobas e 602

Répélabilité Précision
intermédiaire

Echantillon Moyenne S e o SD cv

?ri{-()llL pg/mL | pmol/L | py/mL | % | pmol/L pg/mL | %
SH1 7143 [ 391 [ 87 | 237 [6a] 00353 7.0
SH? 252 | 796 | 10.1 | 275 |35] 131 | 358 |43
SH3-  [.3220 o7 bt fid Bl neE iE s
SH4  [10209 | 2808 | 221 | G602 |21 294 | 800 |28
'SHs  [iooer 3804 | 333 907 |24 522 [ 142 |37
PCUI | 378 | 103 | 967 | 269 |26| 142 | 388 38
PCU2 | 2037 | 555 | 382 | 104 [19] 426 | 156 23

Compariison de méthodes

Comparzison des résultals obtenus pour 34 échanlillons déle::ainés avec
le test Elzcsys Estiadiol Il (y) et par DI-CG-SM (x) (en pg/imL)

Passing/3ablok’
y =0.98tx + 4.15
T=0.98¢

Régression linéaire
y =0.921x + 28.1
1=0.996

Les concentrations des échantillons étaient siluées enlre env. 14.1
11667 prnol/L (env. 3.83 et 3179 pa/mL).

Specificité analytigue

Les anticorps monoclonaux ulilisés pour le lest Estradiol |l présentent les
réactions: croisées suivantes (en %):

A

=i

a) Substance rajoutée a raison de 0.1 po/mL:

Aldostérine 0.005
Androst::ndione 0.007
Equiline 0.071
Estriol 0.218
Estrone 0.811
Estrone-3(-glucuronice 0.002
Estrone-3-sulfale 0.006
Ethistérone 0.005
Acélale de norethindroine 0.014
Prégnénoione 0.003
Progeslirone 0.001
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Progesterone |l

Progestérone

[REF

cobas’

12145383 122 100

Francais
Dornaine d'utilisation

Test immunologique pour la détermination quanlitative in vitro de la
progesiérone dans le sérum el le plasma humains.

Ce lesl par électrochimiluminescence « ECLIA » s'utilise sur les sysléemes
dimmunoanalyse Elecsys et cobas e.

Caraciérisliques

La progeslérone est une hormone stéroidienne d'un poids moléculaire

d'environ 314.5 dallons. La progeslérone esl synthélisée essentiellement
dans le corps jaune el le placenta.

Le laux de progeslérone esl en corrélation avec le développement et la
dégradation du corps jaune. A peine déleclable dans la phase folliculaire du
cycle menstruel, le taux de progeslérone augmente le jour qui précéde
F'ovulation pour voir sa synthése s'accélérer pendant la phase lutéale. Au
cours de la deuxiéme parlie du cycle, le prégnandiol, produit principal de sa
degradation, est excrété dans l'urine.

L.a progeslérone provoque une transformation glandulaire dans la
muqueuse ulérine (phasc de sécrélion) et prépare ainsila nidation intra-
ulérine évenluelle d'un ceul [écondé. Lors de la grossesse, la progesiérone
empéche la conlraclion du muscle ylérin. Elle stimule, conjointement avec

les ceslrogénes, le développement des seins el la capacile de sécrélion
des alvéoles mammaires.'?

Le dosage de la progeslérone esl ulifisd dans le bilan de ferlilité pour
délerminer la période de I'ovulation el ia phase lutéale.23

Principe

Principe de compélilion. Durée lolale du cycle analylique: 18 minutes

1ere incubalion: 30 pL d'échantillon sont mis en présence d'un anticorps
monoclonal anli-progeslérone biotinylé el d'un peplide progestérone
marqué au rulhénium?, et incubés avec le danazol pour libérer la
progeslérone. La progeslérone endogéne el la progestérone exogene
entrent en compélition vis a vis des sites de liaison de I'anticorps.

2eme incubalion: les microparlicules lapissées de streplavidine sont
ajoulées dans la cuvelle réaclionnelle. Le complexe immun esl fixé 4 la
phase solide par une liaison sireplavidine-bioline. La quanlilé de
pregestérone fixée a la phase solide est inversement propsitionnelle 4
la concenlration en progeslércrie dans I'échantillon.

Le mélange reaclionne! esl transiéré dans la ceilule de mesure, les
microparlicules sont maintenues au niveau de I'électrode par un aimanl,
'élimination de la fraction libre esl effectuée par le passage de ProCell
ou ProCell M. Une différence de polentiel appliquée a I'éleclrode
déclenche la produclion de luminescence gui esl mesurée parun
pholomultiplicateur.

Les résullals sont oblenus a I'aide d'une courbe de calibration. Celle-ci
est genérée, pour 'analyseur ulilisé, par une calibralion en 2 poinls el
une courbe de rélérence mémorisée dans le code-barres du réaclil.

a) (Ru(bpy)):*: Tris(2,2"-bipyridyl)uthénium(il}
Reactifs - composilion el concentrations
Le rackpack réaclif esl éliquelée PROG II.

M Microparlicules tapissées de slieplavidine, 1 ftacon (bouchon
lransparent), 6.5 mL:
Microparlicules lapissées de streplavidine 0.72 mg/mL, conservaleur
R1

Ac anli-progeslérone-bioline, 1 flacon (bouchon gris), 10 mL -

Anlicorps manoclonal (de souris) anti-progestérone biotinylé
0.15 mg/L; tampon phosphale 25 mmol/L, pH 7.0; conservaleur

Elecsys 2010
MODULAR ANALYTICS E170
cobase 411
cobas e 601
cobas e 602

R2  Peplide progestérone-Ru(bpy)3', 1 flacon (bouchon noir), 8 mL:

Peplide-progesiérone synthétique marqué au ruthénium el couplé a
de la progestérone végélale 10 ng/mL; lampon phosphate
25 mmel/L, pH 7.0; conservaleur

Précautions (f'emploi et mises en garde
Pour diagnostic in vitro.
Observer les précautions habiluelles de manipulalion en laboratoire.

L'élimination de tous les déchels doil élre effectuée conformément aux
disposilions lé:gales.

Fiche de doniées de sécurité disponible sur demande pour les
professioniels.

Eviler la form:tion de mousse dans les réaclifs el les eéchanlillons de tous
types (échantillons de palients, calibraleurs el conlrdles).

Préparalion Zes réactifs

Les réaclils conlenus dans le collrel sont préls a I'emploi el ne peuvent ilie
ulilisés sépaicment.

Toules les informalions nécessaires au déroulement du lest sont

meémorisées sur le code-barres des flacons de réaclils el doivent étre
saisies.

Conservalicn et stabilite
Conservalion entre 2 el 8 °C.
Ne pas congeler.

Ranger le coffret de réaclifs Elecsys en position verticale, de marire: i
ce que loules les microparticules soient rassemblées pour
I'nomogénésation qui précéde I'analyse.

Stabilité:

avant ouveiliie, entre 2 et 8 °C

i

jusqu'a la dale de péremplion
indiquée

apres ouverture, enlre 2 et 8 °C 12 semaines

8 semaines

sur les analyseurs

Prélévement el préparalion des échanlillons

Seuls les " pes d'échanlillons indiqués ci-dessous ont 6lé leslés el peuvent
élre ulilis¢s. ;

; i =g fy
Sérum recueilli sur tubes de prélévement standard ou conlenant un gel
séparaleur.

Plasma recueilli sur héparinale de sodium, de lithium, EDTA tripolasique,
cilrate de sodiuim el fluorure de sodium/oxalale de potassium. En cis
d'utilisalicu dle citrate de sodium, les résultats obtenus doivent élre sorrgés
de + 10 %.

Crilére d'acceplabilité: Recouvrement enlre 90 el 110 % de la valeur du
sérum ou penle enlre 0.9 el 1.1 + ordonnée & l'origine <  2x limile
inlérieure: de délection (sensibililé analylique) + coeflicient de corrclation

> 0.95.

Stabilité: 5 jours entre 2 el 8 °C, 6 mois a -20 °C. Ne congeler qu'une fois.*

Slabilité u sérum recueilli sur tube & gel séparaleur: 48 heures
enlre 2 ¢l 8 °C (voir les indicalions données par le fabricant des libes).

Les dillé:ents types d'échanlillons indiqués ci-dessus onl élé leslés a l'aide
d'une scleclion de lubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du (est: les lubes de prélevement des différents fabricanis n'ont
pas tous eté lestes. Les systémes de prélévement du sang de divers
fabricans peuvenl conlenir différents malériaux pouvanl, dans certains cas,
influersar le :ésullal du test. En cas d'utilisalion de lubes primair::s

(syslemes Je prélévement du sang), suivre les inslructions donn:es par le
fabricait.
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Les échantillons

qui conliennent un précipité doivent élre cenlrifugés avant
I'analyse.
Ne pas utiliser d'échanlillons inaclivés par la chaleur.

Les échanlillons ou conlrdles slabilisés

par de I'azide ne doivent pas élre
ulilisés.

S'assurer avant 'analyse que la lempéralure des échantillons de patients,
des calibraleurs el des conlréles se situe entre 20 et 25 °C.

En raison des risques d'évaporation, il est recommandé de doser les

échanlillons, les controles el les calibrateurs dans les 2 heures qui suivent
leur mise en place sur les analyseurs.

Malériel fourni

Voir paragraphe « Réaclils - composition el concentralions ».
Malériel auxiliaire nécessaire

12145391122, Progesterone Il CalSet, pour 4 x 1 mL

(REF] 11731416190, PreciControl Universal, pour 2 x 3 mL de
PreciControl Universal 1 el 2 x 3 mL de PreciControl Universal 2

03028542122, Diluent Eslradiol/Progeslerone, 2 x 22 mL, diluant
pour échantillon

Equipemenl habiluel de laboraloire

Analyseur Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e
Malériel auxiliaire pour les analyseurs Elecsys 2010 el cobas e 411:

= 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon systeme

= 11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL, solution de lavage pour la
cellule de mesure

11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, additif  la solution
de lavage

[REF) 11933159001, Adaplateur pour SysClean

11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 cuvelles
réaclionnelles

11706799001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 embouls de
pipelle

Matériel auxiliaire pour les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170,
cobas e 601 el cobas e 602:

* [rEF) 04880340190, ProCell M, 2 x 2 !, tampon systéme

- [REr] 04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L, solution de lavage pour la
cellule de mesure

[rEF] 03023141001, PC/CC-Cups, 12 godels pour la thermorégulation de
ProCell M et CleanCell M avant emploi

(REF] 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solution de lavage de
laiguille en fin de série el enlre les changements de réacliis

[ReF] 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 blocs de
84 lubes a essailembouls de pipelles, sacs pour déchels

03023150001, WasleLiner (sacs pour déchets)
[REF] 03027651001, SysClean Adapter M, adaplaleur pour SysClean
Pour lous les analyseurs:

J 11298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL solution de lavage du
sysléme

Réalisalion du test

Pour garanlir le bon fonclionnement du test, se conformer aux instructions
relalives a I'analyseur ulilisé indiquées dans le présent document. Pour les
instructions spécifiques de I'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprié.

L'analyseur effeclue aulomatiquement I'homogénéisation des
microparticules. Les paramélres spéciliques du lest mémorisés dans le
code-barres doivent élre saisis. Si, exceplionnellement, le code-barres ne
peul élre lu par I'appareil saisir manuellement la série des 15 chiflres
inscrits sur I'gliquette.

Amener les réaclifs réliigérés a env. 20 °C avanl le chargement elles
placer dans le plaleau réaclifs de I'appareil thermostalé a 20 °C. Eviter la

formalion de mousse. L'analyseur geére le conlrole de la lempéralure,
I'ouverture el la fermelure des flacons.

cobas’

Calibration

Tragabilité: La ir.élhode a élé slandardisée par rapport a la DI-CG-SM
(dilution isotopique couplée 2 la chromalographie en phase gazeuse el
revélée en spectroméliie de masse).5

Le code-barres des réaclifs Elecsys conlient loutes les informations
nécessaires a l calibration du lol. La courbe de référence est adaplée a
Ianalyseur  'aide du CalSel respectit.
Fréquence des calibrations: Effectuer une calibration par lot en utilisant du

réaclil frais (ayanl é1é enregistré depuis au maximum 24 heures sur
I'analyseur). Urie nouvelle calibration esl recommandée:

aprés 1 mais (28 jours) pour un méme lot de réactif
apres 7 jours pour un méme flacon de réaclil resté sur I'analyseur

si nécessaire: par ex. si les résullals du contréle de qualilé se situent en
dehors des limites de confiance définies.

Conlréle de qualite
Utiliser PreciControl Universal.

D'autres conlidles appropriés peuvent €galement élre ulilisés.

Il est recommandé de doser les sérums de conlrole en simple au moins un:
lois loules les 24 heures pendant une routing, pour chaque nouveau colfret
et aprés chaque calibralion.

La fréquence des conlroles el les limites de confiance doivent élre
adaplées aux exigences du laboraloire. Les résultats doivenl se siluer dans
les limiles de corfiance définies. Chaque laboraloire devra établir la
procédure a wuivre siles résultals se situent en dehors des limiles définies.

Se conlormer a la réglementalion gouvernementale el aux directives
locales en viqueur relatives au conlréle de qualilé.

Calcul des résultats

L'analyseur calcule automaliquement la concentration en analyle de

chaque échantillon. Les résuliats sont exprimés au choix en nmol/L, ng/ri.
ou pg/L.

Facleurs de conversion: nmol/L x 0.314 = ng/mL (ug/t)

ng/mL x 3.18 = nmol/L

Limites d'utilisation - interférences

Le test n'esl pas influencé par liclére (ditaurale de bilirubine < 923 pmol/L
ou < 54 mg/dL), 'hémolyse (Hb < 0.621 mmol/L ou < 1.0g/dL), la lipémie
(Intralipid < 725 mg/dL) el la bioline < 82 nmol/L ou < 20 ng/mL.

Crilére d'acceplabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur iniliale.

Chez les palients traités par de forles doses de bioline (> 5 mgfjour), il est
recommandeé d'effectuer le prélévement de I'échantillon au mains 8 heures
aprés la derniére administration.

Le résullal n'est pas influencé par le facteur thumatoide jusqu'a une
concenlralion de 2000 Ul/mL.

Linfluence de 18 médicaments fréquemment administrés a é1é recherchée
in vilro. Seul le phénylbutazone conduil, aux doses thérapeuliques
journaliéres, & des laux de progeslérone par délaul.

Dans de rares cas, des litres liés élevés d'anticorps dirigés contre des
anlicorps spécifiques de I'analyte, des anlicorps anti-streplavidine ou
anli-rutiiénivm peuvent conduire & des interférences. Ces elfels son!
minimisés dans le les| par un procédé approprié.

Pour le disgnoslic, les résullats doivent toujours élre confrontés aux
données de 'anamnése du palient, au lableau clinique el aux résultals
d'aulres examens.

Limiles el intervalles

Domainc de mesure

0.095-181 nmol/L ou 0.030-60.0 ng/mL (défini par la limile inférieure de
déleclion el le maximum de la courbe de rélérence). Les taux situes au-
dessous de la limile inférieure de détection sonl exprimés de la maniére
suivanle: < 0.095 nmol/L ou < 0.030 ng/mL. Les laiix silués au-dessus du

domaine de mesure sont exprimés de la maniére suivante: > 191 nmol/L ou
> 60.0 ng/mL.

Limites inférieures de mesure
Limile inferieure de déleciion du lesl i
Limile irlérieure de délection: 0.095 nmol/L (0.030 ng/mL})

i
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La limite inférieure de délection correspond & la plus faible concenlration
mesurable en analyle pouvant élre distinguée de zéro. Elle est oblenue par
le calcul el représente la concenlration dg standard le plus faible de Ia
courbe de rélérence + 2 €carts-type (calibraleur de référence,

1

slandard 1 + 2s, répélabilité, n = 2 )
Dilution

Les échantillons présentant une concentlralion
du domaine de mesure peuvenl élre dilués av

€n progeslérone au-dessus

ec Diluent

Estradiol/Progesterone oy dy sérum humain conlenant une faible
concentralion d'analyte. Rapport de dilution recommande: 1/10. La

concentration de I'échanltillon dilué doil élre > 6 nmol/L (> 2 ng/mL)

Apres dilution, multiplier le résultal obleny par le facteur de dilution.
Selon la variance biologique de I'échantilion de palient dilué el de la malrice

de sérum humain ulilisge pour la produ

Estradiol/Progester
élre diminué.

Valeurs de référence

clion de Diluent
one, le laux de récupéralion des €chanlillons dilués peul

Oes éludes réalisées avec le test Elecsys Progesterone Il ont permis

d'élablir les résultals suivants:

—_—
* Phase lolliculaire

e araoal i N
* Phase ovulaloire
R s P
* Phase lutéale

e e
* Poslménopause

Evaluation multicenlrique Elecsys Prog eslerone Il, 5/99
Y ]

Chaque laboraloire devra Verifi

gﬂjels testés 5 Percenliles
Soéme 5,95&1:\2 Soc:ne 5_95éme
nmol/L ng/mL ik
NV S ey — Pl o
_Hommi “187-100] 43 046. 0.2-14
rf(;xnxnes

er la validité de ces valeurs et élablir ay

besoin ses Propres domaines de rélérence selon la population examinge.

Performances analytiques
Les performances analyliques indi

quées ci-dessous sont représentalives.

Les résultats oblenus ay laboraloire peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La précision a élg délerminée a ['aide de réactifs E|

€csys, de pools de

serum humain el de conlrdles, selon un prolocole (EP5-A) du CLS| (Clinical
and Laboralory Slandards Inslitule). Chaque echantillon a élg analysé
6-lois par jour pendant 10 jours (n = 60); répélabilile sur I'analyseur

MODULAR ANALYTICS E170 (n = 21). Les résull

oblenus:

EEES Yy

Echantillon

P

Sérum humain 1 499
38.2
960 |

281 |

R e AN A
Sérum humain 2
e e
Sérum humain 3
[ e TSt
PreciConlrol Ub)1

bj U = Universal
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Moyenne

—_
Analyseurs Elecsys 2010 el cobas e 411

Moyenne

‘nmollL ng/mL

1:57

120 |
30.2
| 883

PreciControl U2 J 66.1 20.8
Lt © 0 |

Analyseurs Elecsys 2010 el cobas e 411

—

als suivanls ont été

Répétabilite

SD
Wan/T %
0.13 004 |24]
054 017 (15
2.42 076 |27
060 | 019 |23

!
Précision intermédiaire

—_

Echantillon

nmol/L

T R e

Sérum humain 2
Sérum humain 3
o e e e
PreciControl U1

PreciConIrO“H.i?
S e

-Echantillor;- P Moyenne = SD
nmol/L ng/mL nmol/L

| Sérum humain 1 e

ESelJm hunainz 3% [0

Sérum humailT3
PreciContiol U7

PreciConln)m?

112
16.7
64.7

Comparaison de méthodes

"Analyseurs Elecsys 2010 el cobas e 411

Moyenne

20.8

Analyseurs MODULAR ANALYTICS €170, cobas e 601 el cobas e 605 |

Répétabilite

Echantillon ] Moyenne SD cv

nmol/L ng/mL nmol/L hr;g/lTT/;._
Sérum humain 1 2.31 0.73 0.07 0.02 2.9
Séum humain2 |7 9%7 | 301 [ oma 0.04 |14
Seumbumaing | 103 T gl 09 | 030 |04]
PreciConirol U1~ | 155 AT e T
A R R S e e

Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e 605

—_— ]

5.26

203 i o

cobas”

Précision inlermédiaire
R e e

SD

nmol/L

ng/mL | %

2.45

0.77 3.7

Précision intermédiaire

35.3 2.23
055 |

1.19

Une comparaison dy lest Elecsys Progesterone || (y) avec le tes!

Elecsys Progesterone (x), ellecluée sur des échan

les corrélalions suivantes (ng/mL):
Nombre d'échanlillons analysés: 88
Passing/Babloks

y=0.91x140.29

1=0.933

Les concerilralions des €chantillons étajent
0.6 el 140 nmol/L (environ 0.2 el 44 ng/mL).

Spécificits analytique

Le dérive Jaiticorps utilisé dans Je lest

suivantes (en %):
Androstendiol
Androslendione
Corticostérone
Cortiso!

Danazol

DHEA-S
D-(-)-Norgestrel
éslradiol

Elhistérone

Uiacétale: d'éthinoldiol
Médroxyprogesiérone

lillons cliniques, a donné

Reégression lingaire
y =0.90x + 0.50
r=0.998

siluées entre environ

présente les réaclions Croisées

1.002
0.136
0.687
0.005
0.002
0.009
0.008
0.009
0.002
n.d.c
0.812
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N'orélhindrone 001 0 Les mod:tications Imponartes par rappon a la version précedente sont signalées par une barre venicale dans |a
Acélale de norethindrone n.d. ;32'::3 Roche Diagnosiic

Teslostérone 0.020

4-Prégnéne-1 13-170-diol-3,20-dione 0.338 C E

11-Désoxycoricoslérone 0.296 d S:)vc:f fﬁ’f’:‘i‘fi“ GmbH. Sandholer Sirasse 116, D-68305 Mannheim
11-Désoxycortisol 0.392

5-a-Dinydroteslosiérone 0.040

5-B-Dihydroprogestérone 20.7

Sa-Prégnéne-30-0l-20-one 0.858

5p-Prégnane-3u-0l-20-one 0.211

60{»Mélhyl~17d-hydroxy—acé!ate de progeslérone 0.257

6o-Mélhylprednisolone n.d.

170-Hydroxyprégnénolone 0.018

170+ {ydroxyprogestérone 1.30

2041 lydroxy-4-prégneéne-3-one 0.016

c) n.d. = non déleclable
Sensibilité fonztionnelle
0.48 rimol/L (G.15 ng/mlL)

La sensibilité fonclionnelle esl définie comme étant |13 concentralion en
anzlyte la plus basse, mesurable de maniére reproduclible el donnanl un
C¥ inler-s3ries < 20 %,
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Pour de plus amples informations, se référer au manuel d'utilisation de
I'analyseur concerné, aux fiches lechniques respeclives, au dossier

« Produc! Informalion » el aux notices d'ulilisalion de tous les réactifs
nécessaiics disponibles dans volre pays.

Dans celle fiche technique, le séparaleur décimal pour parlager la parlie
décimale o2 la partie entiere d'un nomhre décimal es un poinl. Aucun
séparaleur e milliers n'es| ulilisé.

(8]

Symboles

Rocte Diagrostics utilise les signes el les symboles suivanls en plus de
ceux de le nenme 1SO 15223-1

[CeTEnt] Contenu du coffrel
S'(S'!‘_EF_AJ Analyseurs/appareils compalibles avec les réaclils

[REAGENT] Réaclif
[CAUBRATOR]  Calibrateur

>\ Volume aprés reconstitution oy homogénéisation
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Résumé

L’avortement spontané est une interruption involontaire de la grossesse avant 22 semaines de gestation ou une expulsion
spontanée du feetus. Dans la population générale le nombre de fausse couche est élevé, il représente environ de 15 a 20 % des grossesses.
Selon I’Institut national de santé publique Algérienne (INSPA), le pourcentage des femmes souffrent de complications permanentes au cours
de grossesse en Algérie est d’environ 15 %. Notre étude a pour objectif la détermination de quelques analyses biochimiques incluant I'acide
folique, vitamine B12, I’Homocystéine (Hcy), fer, calcium, l'alphafoetoprotéine (AFP), B-HCG, progestérone et l'cestradiol, qui sont
impliqués dans le dépistage des échecs de grossesse et leurs corrélations avec I’issue des avortements au cours des deux premiers trimestres.
Cette étude cas-témoins a été effectuée sur des femmes en voie d’avortement et un groupe de controle présentant des grossesses viables dans
la région de I’Est Algérien (Batna) au cours de I'année 2015. Soixante neuf femmes enceintes au cours du premier et au deuxieme trimestre
ont été recrutées comme cas (présentant des fausses couches) ainsi que le groupe de controle (n = 69) était composé de femmes qui avaient
une échographie normale. Le folate, la vitamine B12, I'alpha-feetoprotéine, la B-HCG, la progestérone et I’cestradiol (uE3) ont été évalué par
une électrochimiluminescence « ECLIA » sur des systémes d'immunoanalyses (Elecsys 2010 et cobas e 6000) (Roche Diagnostics, Penzberg,
Allemagne), apres une échographie cible. La concentration moyenne d’alpha-feetoprotéine est significativement faible au cours du 1*
trimestre, sa valeur est d’ordre de 0,76 + 0,434 MoM, mais elle est trés élevée au cours du 2™ trimestre (2,82 + 3,29) MoM (P <0.05). Les
valeurs médianes de la B-HCG sont tres faibles aux cours des deux premiers trimestres (0,048 + 0,07 MoM) vs (0,18 + 0,22 MoM), (P<0.05),
de méme pour le taux d’uE3 (0.095 £+ 0.08MoM) vs (0.037 + 0.05MoM), P <0.05) et de la progestérone (0.21 + 0.15MoM) vs (0.17 + 0.16
MoM), P <0.05), qui ont été diminué significativement aux cours des deux premiers trimestres. Par ailleurs une diminution non significative
de la concentration moyenne du folate sérique (24,44 + 11,42 vs 28,28 + 30,42 nmol/l, P = 0,990) au cours du 1* trimestre et de 29,23+ 10,97
vs 141.43 + 51.75 pmol/l, P = 0,993 au cours du 2™ trimestre, Au cours des deux premiers trimestres une variation non significative des
taux de la vitamine B12 [(174.49+ 83.50 vs 176.94 + 65.65 pmol/l, P = 0,997) et (138.12+ 55.12 vs 31,88 + 5,38 nmol/l, P = 0,987)
respectivement] et une augmentation non significative I'Homocystéine (Hcy) [(8,58+0,79 vs 8,40 + 0,76) umol/l, P = 0,886) et (9,54 +0,85
vs 9,47 + 1,49) umol/l, P = 0,976) respectivement] ont été observé. Le dosage du fer (Fe) et du calcium (ca) révele une diminution non
significatives : fer (Fe) (1,60 + 0,11vs 1,62 + 0,22 mg/l ; P=0,939) et (1,16 + 0,781vs 1,22 + 0,10 mg/l ; P=0,781) et le calcium (ca) (10,04
0,58vs 10,71+ 0,10, P=0,07) mg /I et (9,96+ 0,781vs 10,29 + 0,1 3 ; P=0,33) mg/I.

D’apreés cette étude; les avortements spontanés sont en association avec les modifications des taux de marqueurs sériques et de la
progestérone et les micronutriments, ce qui pourrait constituer un élément important dans le diagnostique précoce des grossesses non viables,
alors que les taux des vitamines n’ont pas d’effets significatifs sur ces grossesses.

Mots-clés: Micronutriments, Marqueurs sériques, progestérone, grossesse, femme, avortement.
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Summary

Spontaneous abortion is an involuntary interruption of pregnancy before 22 weeks of gestation. According to the Algerian
National Institute of Public Health (ANIPH) the percentage of women suffering from permanent complications during pregnancy is about
15%. The aim of this study is the determination of some biochemical analytes, including folic acid, vitamin B12, homocysteine (Hcy), iron
(Fe), calcium (Ca), alphafoetoproteine (AFP), beta human chorionic gonadotropin (B-hCG), progesterone and oestradiol (UE3), which are
involved in the detection of pregnancy failures. This case-control study was carried out on women in the process of abortion and a control
group with viable pregnancies in the region of Este of Algeria (Batna) during the year 2015. 69 pregnant women during the first and second
trimester were recruited as cases (with miscarriages) and the control group (n = 69) was comprised of women who had normal ultrasound.
Folate, vitamin B12, alpha-fetoprotein, p-HCG, progesterone and estradiol (uE3) were evaluated by electrochemiluminescence "ECLIA" on
immunoanalysis systems (Elecsys 2010 and cobas e 6000) (Roche Diagnostics, Penzberg, Germany), after a target ultrasound, the mean
concentration of alpha-fetoprotein is significantly low, it is (0.76 £ 0.434) MoM during the first trimester but it is very high during the
2"trimester (2.82 + 3.29) MoM (P <0.05) and median B-HCG values are very low in the first two trimesters (0.048 + 0.07 MoM) vs (0, 18 +
0.22 MoM), (P <0.05), similarly for uE3 (0.095 + 0.08MoM) vs (0.037 + 0.05MoM), P <0.05) and progesterone levels (0.21 + 0.15MoM) vs
(0.17 £ 0.16 MoM), P <0.05), which were significantly decreased during the first two trimesters, by the the mean concentration of folate was
is equal to (24.44 + 11.42 vs 28.28 + 30.42 nmol / |, P = 0.990) in the 1st trimester and is (29.23 £ 10.97 vs 141.43 + 51.75 pmol / |, P =
0.993) during the 2" trimester and vitamin B12 (174.49 + 83.50 vs 176.94 + 65.65 pmol / I, P = 0.997) in the 1st trimesters and (138.12 +
55.12 vs 31.88 + 5.38 nmol / I, P = 0.987) in the 2™ trimester who changed but not significantly between cases and controls. For
Homocysteine (Hcy) our results show a non-significant increase during the first two trimesters and the results are respectively (8.58 + 0.79 vs
8.40 = 0.76) umol / I, P = 0.886) and (9.54 + 0.85 vs 9.47 + 1.49) umol / I, P = 0.976). In contrast, iron (Fe) and calcium (ca) show a non-
significant decrease: iron (Fe) (1.60 £ 0.11vs 1.62 + 0.22 mg/ |, P = 0.939) and (1, 16 + 0.781vs 1.22 + 0.10 mg / I, P = 0.781) and calcium
(ca) (10.04 £ 0.58vs 10.71 £ 0.10, P=0.07) mg / I and (9.96 £ 0.781 vs 10.29 £ 0.1 3, P = 0.33 mg / I. The results of this study revealed that,
spontaneous abortions are associated with changes in serum markers, Micronutrientsand progesterone which could form an important part in
the early diagnosis of non-viable pregnancies, while vitamins levels have no significant effects on these pregnancies.
Keywords: Micronutrients, Serum markers, progesterone, pregnancy, woman, abortion.
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