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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 1’expulsion d’un embryon ou
d’un feetus avant 22 semaines d’aménorrhées (Chayachinda et Thamkhantho, 2012). 11
n’existe pas de diagnostic systématique, mais un dépistage anténatal qui repose sur le
dosage de quelques parametres biologiques (Marqueurs nutritionnels et marqueurs
sériques) semble étre intéressant pour ’identification des grossesses a risque et participe
au diagnostic des pathologies malformatives foetales (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 genes (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 ef 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 ef al., 1998). La
diminution des taux de folates érythrocytaires au début de la grossesse, est responsable des
anomalies de la fermeture du tube neural apres la conception. En effet, la plupart des

vitamines peuvent étre des facteurs limitants la croissance foetale (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 réactions enzymatiques liées a la synthése de ’ADN (Beaumont et Karim,
2013). Les besoins en fer augmentent au cours de la grossesse car, il est nécessaire a la
croissance fcetale, a 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 I’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. Plusieurs études ont démontré 1’importance de ces

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

Ainsi, la progestérone est une stéroide qui joue un role essentiel dans
I’établissement de la gestation, elle prépare et maintient 1’endomeétre 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 fagcon 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 1’é¢tude 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 syntheése 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 parametres biochimiques ainsi que la représentation

des résultats obtenus et leur discussion.
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Chapitre 1 Physiologie de la grossesse

I.1. Définition de la grossesse

La grossesse est un ensemble de phénomenes 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 phénomeénes commence avec la
fusion de l'ovocyte et du spermatozoide qui engendrera un zygote qui subira une série de
divisions cellulaires pour devenir embryon puis, feetus (Levallois, 2003).

Chez I’espeéce 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 dernieres menstruations (Morin, 2002).

I.2. Les étapes de la grossesse
I.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 ef al., 2001) (Figure.N°.1).

OVULE FECONDE MORULA (20 - 50 cellules) BLASTOCYSTE

/' T Trophoblaste
Masse
cellulaire

\ interne
Trophoblaste
| e

‘ Blastomere

— Zone pellucide

Figure. N°. 1. Les étapes menant a une grossesse (D’aprés Morel et Richard, 1992).

1.2.2. La formation de la morula

Apres 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 ef al., 2001) (Figure.N°.2).

3e jour — /( 4e jour
= Segmentation

2 A

Se jour

Corps jaune

gestatif \

1er jour U

\

\ : &
\,_.‘_\‘. \) —‘6
[Fécondation] %

Spennatozo'l'ées Progestérone
cestrogénes

~ Placenta

N

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 quatrieme 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 cinq 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
compos¢ 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 ef al., 2001).
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I.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 glycogéne des glandes de I’endométre, parfois appelées
lait utérin. Le blastocyste s’attache a I’endométre environ six jours apres 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’endomeétre.

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 sécrete 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
ultérieurement au feetus apres des ajustements métaboliques déterminés par les syntheses
hormonales; la progestérone permet 1’¢laboration du systtme hormonal fcetal et les

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

La phase feetale s’étend de la 21°™ i 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’oxygene. Les nutriments regcus couvrent les besoins

relatifs a 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). 11 est donc important de connaitre ces modifications
physiologiques pour reconnaitre ce qui releve 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 ef al., 2003).

I.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, ’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 lactogene 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 métabolismes 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 I’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 I’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 ’activation de la Phospho
Lipase C (PLC), I’augmentation du calcium intracellulaire et la diminution de I’efflux

calcique ce qui provoquera 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 ’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 sériques 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 des 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 geénes codent pour la sous-unité f 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 oestrogenes qui stimulent la sécrétion de la GnRH et la
progestérone 1’inhibe), les cytokines et la leptine, I’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 I’HCG est la stimulation de la stéroidogénese maternelle et
probablement aussi la stéroidogénése feetale (Gordon et al., 2002). Elle maintient le corps
jaune et elle assure une bonne évolution de la grossesse jusqu’a la septiéme semaine, grace
aux cestrogeénes et a la progestérone nécessaire a 1'évolution de la grossesse jusqu'a la fin de la
6°™ semaine d'aménorrhée; ensuite c'est le placenta qui assurera cette activité hormonale

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

De plus, ’hCG joue un rdle 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’ cestriol

L’cestriol libre ou non-conjugué est I’'un des marqueurs sériques de la grossesse. C’est
une hormone stéroidienne strictement feetale synthétisée par 1’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
feetales (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 feoetale 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, 1'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 synthese
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 ef 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 sécretent des quantités tres 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 role immunosuppresseur en protégeant les antigenes paternels du feetus des anticorps
circulants maternels et elle jouerait un role 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.

Aprés I’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 prématuré, puis diminue progressivement pour atteindre les valeurs de

I’adulte vers 1’age de 8 mois (Kohlwes et al., 2003).
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I1.1. Définition

Les avortements spontanés (AS) aussi appelés interruptions spontanées ou fausses
couches sont tres fréquents et représentent une grande part de I’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 & 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 a une prise en charge particuliere.

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 cardiaque (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 incomplete: 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 I’arrét spontané de ’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).

I1.2. 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.1. 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 . )
anténatal lors de la grossesse suivante.

e hystérosonographie,
e ¢chographie parfois hystérographie, ccelioscopie,

Facteurs utérins ) i )
e échographie pelvienne,

- e dosage de LH et FSH.
Causes endocriniennes

e Ac anticoagulants circulants,

e Ac anticardiolipine (IgM et IgG),

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

Causes infectieuses sérologie : listériose, chlamydiae, mycoplasme.

Causes allo- immunes Anticorps anti-paternels, numération des cellules NK.
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I1.2.1. Facteurs génétiques
I1.2.1.1. 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.
I1.2.1.2. 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).
I1.2.1.3. 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 1étale.
e Anomalies des oncogenes (Chee et al., 1996).
I1.2.2. 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 ’association causale (Patton,

1994).
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I1.2.3. Anomalies endocriniennes

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

11.2.3.1. 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).

I1.2.3.2. 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 I’hémoglobine glycosylée est normale contre 45%, en cas d’anomalie (Mills et al.,
1988).

I1.2.3.3. 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
l'intermédiaire des anticorps antithyroidiens mais il est a 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 & moins de fécondations et a plus d’avortements. Ceci a été confirmé chez
les femmes concevant spontanément ou apres induction de I’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 [H 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

échographie contre 18% des femmes d’un groupe témoin (Balen ef 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, formaldéhyde, plomb, oxyde d’éthyléne) ont été impliqués dans les
avortements sporadiques (Wisborg et al., 2003 & Andersen et al., 2012).

I1.2.5. 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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I1.2.6. Anomalies immunologiques

Le role du systtme immunitaire est de défendre un organisme contre les antigenes
étrangers. Au cours de la grossesse, le feetus, antigeniquement étranger a sa mere, doit
échapper aux réactions de rejet grace a l'adaptation du systeme 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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II1.1. Définition

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

Plusieurs études suggerent 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).

II1.2. Données sur les micronutriments
II1.2.1. La vitamine B9

La vitamine B9 est représentée par le groupe des folates (du mot latin "Folium",
"feuille" a cause de ’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,
composé€s organiques synthétisés par les plantes et les micro-organismes et non pas par

I’homme (Guéant et al., 2007).

Sous le terme « vitamine By » sont incluses toutes les substances dont la formule
dérive de celle de 1'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).

14
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Figure. N°. 3. Structure de 1’acide folique (D’aprés, Lucock et al., 2000)

I11.2.1.1 Propriétés physicochimiques

L'acide folique est de couleur jaune clair, il est peu soluble dans 1'eau et insoluble dans
I'éthanol et 1'éther mais soluble en milieu alcalin. Tous les folates sont sensibles et instables

lorsqu’ils sont exposés a la lumiére et a 1’air (Guilland, 2013).

I11.2. 1.2. Métabolisme de 1'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 l'action des
protéases digestives, puis scindés en monoglutamates par une conjugase présente dans la
lumiere 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)
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Dietary folate
(FPG)

Figure. N°.4 : Absorption et distribution des folates dans le foie et les tissus périphériques

(d’aprés 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. IIs 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 pg/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 a des protéines de faible affinité
('a2-macroglobuline, I'albumine et la transferrine) (Guilland, 2013). Aprées internalisation,
l'acide folique doit étre réduit pour étre actif. Il 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 méthylés 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 'organe de stockage essentiel. Chez I'homme, 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 épithéliums 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 €liminés dans les urines (Guéant ef al.,

2007) .

I11.2.1.3. Fonctions biochimiques et roles physiologiques

Les folates jouent un role majeur dans les échanges de groupements mono-carbonés;
ils possedent, donc, une fonction essentielle dans le métabolisme de 1'histidine et de la glycine
(Guéant, 2003 ; Munnich et al., 1987). Ils 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 Bo se trouvent a 1'état réduit et
interviennent principalement dans plusieurs processus biochimiques dont deux sont essentiels
a la survie et a la multiplication des cellules; la synthese des acides nucléiques (ADN et ARN

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

I11.2.1.4. Cycles des folates et du métabolisme des monocarbones

Le métabolisme des monocarbones vient du transfert de I’'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
syntheése des aminothiols (figure 5).

Le 5-méthyltétrahydrofolate (5-CH3THF) est la forme principale des folates circulant
chez les mammiferes. 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 geéne est localisé sur le chromosome 21
(SLC19A1, région 21g22.2-22.3) en est un candidat. A I’intérieur de la cellule, le 5-CH3THF
est transformé en THF a la suite du transfert du groupement méthyle a 1’homocystéine. En
acceptant ’unit¢  hydroxyméthyle de la sérine, le THF donne 1le 5,10-
méthylenetétrahydrofolate (5,10-CH2THF) dans une réaction catalysée par la sérine

hydroxyméthyltransférase. Le 5,10-CH2THF formé est soit réduit en 5S-CH3THF par la 5,10-
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méthylenetétrahydrofolate réductase (MTHFR), soit oxydé en 5,10- méthényltétrahydrofolate
dans une réaction réversible catalysée par la méthylenetétrahydrofolate déshydrogénase
(MTHEFD). Les folates participent a la synthese 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, I’acide désoxythymidyl-5’-monophosphate (d{TMP) est
synthétisé a partir de 1’acide désoxyuridyl-5’- monophosphate ({UMP) 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).

I11.2.1.4.1. Cycle de ’homocystéine et réaction de transméthylation

Selon Guilland (2013), 'homocystéine 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 l’activité dépend de la
méthionine synthase réductase, de la MTHFR et la sérine-hydroxyméthyltransférase. Le gene
codant la CBS est localisé sur le chromosome 21 (région 21q22.3). 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.

I11.2.2. 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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I11.2.2.1. 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 B> pour cette protéine d'origine salivaire est
supérieure a celle pour le facteur intrinséque synthétisé par les cellules pariétales de 1'estomac.
Dans la lumiere intestinale, 1'haptocorrine est dégradée par des enzymes protéolytiques
d'origine pancréatique, permettant aux cobalamines de se lier au facteur intrinseque. Le
complexe vitamine Bi> -facteur intrinseque est ensuite absorbé par endocytose dans 1'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 générale (Guilland,

2013).

Libération Cbl- protéine grice
aux secrétions
hydropepsiques

Cobalamines
alimentaires li¢ées
aux protéines

animales

Haptocorrine
(H)
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dégrade haptocorrine

PpH fort favorisant la

liaison Cbl-IF (facteur
intrinséque) intestir - e -/
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Chi-IF se lie au récepteur cubam
et il est Internalisé

Chi-IF reiaché, IF dégradé et CDl
est libéré dans Ia circulation
sanguine

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 B, -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 B> 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 Bz

(Guilland, 2013).

La vitamine B> est éliminée par la bile, les urines et les feces. 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 B> (d’apres Guilland, 2013)
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I11.2.2.2. Fonctions biochimiques et roles physiologiques

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

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

I11.2.2.3.1. Réaction de transméthylation

La méthylcobalamine est le coenzyme de la méthionine synthase, qui catalyse la
méthylation de '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 1'oxydation du succinyl-CoA
dans le cycle de l'acide citrique (Turner et Talbot, 2009).

Une carence en vitamine B, a pour conséquences:

e Une diminution de la synthese de méthionine et donc de S-adénosylméthionine, le
principal donneur de méthyles; ce qui perturbe le métabolisme des acides aminés
soufrés et explique 1'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).

II1.2.3. Le Fer

Le fer est un micronutriment essentiel a toute forme de la vie et présent a 1'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 I’héme
de I’hémoglobine permet le transport de 1’oxygeéne aux tissus et aux cellules (Vaulont,
2014 ; Baudina, 2012). Le fer est un cofacteur qui joue un rdle critique dans de nombreuses
réactions enzymatiques qui intervient dans la synthése de I’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).
I11.2.3.1. 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 l'absorption du fer non héminique.

La régulation de l'absorption intestinale du fer est essentielle car il n'existe aucun
moyen pour l'organisme pour éliminer le fer absorbé en exces. Cette régulation dépend
bienslr de la disponibilité du fer dans l'alimentation, mais aussi d'une régulation systémique
complexe. Il avait été€ proposé depuis longtemps 1'existence d'un régulateur des stocks (store
regulator) qui module l'absorption en fonction du niveau des réserves de fer tissulaires, et
d'un régulateur lié¢ aux besoins de 1'érythropoiese (erythroid regulator) qui active 1'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 Fe®*. Le fer, sous sa forme complexée a la
transferrine, est alors non toxique pour l'organisme (Troadec et al., 2006).

Le fer peut aussi €tre transporté par des systemes indirects, comme I'haptoglobine,
liant I'hémoglobine et avec I'hémopexine, liant I'heme libre, provenant de 1'hémolyse
intravasculaire des érythrocytes. Ces deux protéines sont synthétisées et sécrétées par
I'hépatocyte. Enfin, la ferritine, protéine de stockage intracellulaire du fer, est retrouvée aussi
dans le plasma. Elle pourrait jouer un role 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, 'organe de réserve du fer par
excellence est le foie. Cependant, le fer peut aussi s'accumuler dans le systeme réticulo-
endothélial, le cceur, le pancréas et le cerveau (Troadec ef al., 2006).

L'élimination du fer est effectuée par la desquamation des cellules intestinales ou des
cellules de 1'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).

I11.2.3.2. Réles 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
synthése d'ADN (Beaumont et Girot, 2010).

- Il est indispensable au bon fonctionnement du systéeme 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 régulation de croissance cellulaire et a leur différenciation

(Beaumont et Girot, 2010).

I11.2.4. 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
phénomene d'adaptation digestive par augmentation de l'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 bébé

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 deuxieme 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, 1’age, la date et lieu de naissance, ainsi que les données gynécologiques et
obstétriques de la mere (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.1). Les critéres d’inclusion pour cette ¢tude 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).

o Le groupe témoin a été choisi de maniere 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.
I.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:
» Un tube sec, pour le dosage des vitamines (B9, B12), la Progestérone 1’AFP, la B-HCG et
I’'uE3.
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» Un tube hépariné, pour le dosage de quelques parametres biochimiques (fer, calcium).
Apres centrifugation, le sérum et le plasma ont été séparé du culot dans des tubes secs
et conserver a la température de -20°C.

» Un tube 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 age gestationnel. L’analyse de ces paramétres a été¢ exprimé par le
systtme d’immunoanalyse (Elecsys 2010 et cobas e 6000) (Roche Diagnostics, Penzberg,

Allemagne).

I.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’eestradiol et la
Progestérone ont été déterminées par électrochimiluminescence « ECLIA » sur des systemes
d'immunoanalyses.

Cepandant, 1’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 [D’intensit¢ de la couleur est

proportionnelle a 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. Il 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
16.52a18.5 Maigreur
18.5a25 Corpulence normale
25230 Surpoids
30a35 Obésité modérée
35240 Obésité sévere
Plus de 40 Obésité morbide ou massive

I1. Analyses statistiques

Les données ont été analysées a 1'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 €tre définies pour chaque semaine d'aménorrhée. Une unité différente
est utilisée pour chaque marqueur. Ces données brutes sont, d'une part, difficiles 2 mémoriser
et a interpréter et d'autre 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 ef 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 tres 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 €tre 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 deuxieme 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 élevé que "normal" (Parvin et al., 1991).
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I1. Profil épidémiologique de la population
I1.1. Répartition des femmes enceintes selon I’Age moyen

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

Age moyen (Moyenne +SD)

Cas témoin

31,96 +7,15 an 27,50 +£4.91 an

P= 0,002

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 tres signifivative (P=0,002).

Nos résultats montrent que 1'age maternel avancé 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 né.

D’apres ’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’¢tude de Rozenbaum (2003) a mis en évidence un arrét tres précoce des grossesses
de 92 % des cas a 38 ans contre 48 % a 18 ans. Ce risque est multiplié¢ par 2 ou 3 par 1’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
¢lévation du taux d'eestradiol (Scott et Hofmann, 1995). Des ce stade, la qualité ovocytaire
est altérée et le taux de réussite des traitements s'abaisse (Buyalos et al, 1997). 1l 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 plutdt favorable mais soulignent
l'augmentation des complications avec 1'age maternel (Luke et Brown, 2007 ; Joseph et al
.,2005 ; Jacobson ef 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 1'age
de la maternité, ce terme de femmes enceintes agées s'est adressé aux femmes de 40 ans

(Belaisch-Allart, 2008).

I1.2. 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 I'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 (Moyenne+SD).

IMC avant la grossesse (kg/m?) IMC Aprés la grossesse (kg/m?)
Cas témoin Cas témoin
25,14 £3,94 24,39 +£3,79 25,69+4,32 25,16 3,79
P=0,19 P=0,26

D’apres ’analyse de nos données et par comparaison de 'IMC avant et apres 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
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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 I’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 I’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).

N

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 I’é¢tude 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 I’endometre
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,
suggérant que I’environnement endométrial ne serait altéré qu’en cas d’obésité. De plus, au
cours de la grossesse, 1’obésité viscérale abdominale est associé a une redistribution des
acides gras non estérifiés avec une accumulation ectopique (foie, muscle, coeur) 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 I’'IMC et un meilleur controle de
I’hyperinsulinisme permettent par ailleurs de favoriser ’ovulation et d’augmenter la fertilité

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

I1.3. Répartition des femmes enceintes selon I’Age de grossesse

Les fréquences d’avortements des différentes patientes appartenant a diverses tranches
d’age sont calculées par rapport a I’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 (%)

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

Nos résultats peuvent s’expliquer que 1'age gestationnel compris entre [5-12] SA était
l'age 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 apres 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.

I1.4. Identification de la population selon les antécédents

I1.4.1. 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 (Moyenne£SD).

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 dernicres 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
également un argument de la réalité du syndrome d’avortements a répétition. Ainsi que,
Alberman, 1988 a montré qu’aprés 1, 2 et 3 avortements spontanés, le risque d’un nouvel

avortement est respectivement de 16 %, 36 % et 60 %.
I1.5. Détermination des taux de Micronutriments
IL.S. 1. Variation des taux de I’ Acide folique

L’acide folique est un micronutriment essentiel a la syntheése 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

34




Chapitre 11 Résultats et discussion

interviennent dans le métabolisme neurocérébral et dans la synthese des neuromédiateurs

(Perrin et Simon, 2002).

Un déficit en folates induit une altération de la syntheése de I’ADN, une accumulation
potentiellement toxique de I’homocystéine et une perturbation des réactions de méthylation
(Schlienger, 2011). Cette carence est a I’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 I'influence de ce paramétre sur ’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 1'Acide folique chez les femmes enceintes (Moyenne+ SD).

1°" trimestre 2¢me trimestre

Cas témoin Cas témoin

Acide folique (nmol/l) | 24,44+ 11,42 28,28+0,42 | 29,23+10,976 | 31.88£5,38

Valeur de P 0,990 0,993

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

Ces données ressemblent a celles de Hoffman ef 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 €tre associés a un risque accru d’avortements et de résultats négatifs ; malgré
son rdle extrémement important pour le développement du feetus , il est considéré comme un
cofacteur essentiel dans la biosynthése des nucléotides et dans la métabolisation 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 systeme
hématopoiétique, sont les plus vulnérables aux irrégularités de la production d’ADN (Scholl

et Johnson, 2000).

35



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffman%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18441727

Chapitre 11 Résultats et discussion

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 répétition 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 facon significative les concentrations en
homocystéine et donc les malformations dont plusieurs conduisent a des avortements
(Lumley et al., 2001).

I1.2.2.2. 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)

1°T 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/l
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 ’homocystéine, puisqu’elle est 'un des
co-facteurs de la MTHFR et intervient dans la synthese de la méthionine. Son rdle
métabolique est étroitement 1ié 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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11.2.2.2. 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

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

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

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

D’aprés nos résultats la concentration moyenne de I’Hey 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 synthese de la méthionine a
partir de ’homocystéine. Leur déficit induit une hyperhomocystéinémie responsable du stress
oxydant. Ainsi, ’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 1’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 I’¢tude de Wouters et al., 1993 ; ’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 gene 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)
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précoces (Nelen et al., 2000), ainsi, ces résultats n’ont pas été confirmés dans I’étude réalisée
par Holmes et al., 1999. Toutefois, I’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, ’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

feetal 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).

I1.2.2.2. 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 (Moyennex SD).

1¢" trimestre 2%me trimestre
Cas témoin Cas Témoin
Fer (mg/L) 1,60 £0,1 1 1,62+0.22 | 116+0,781 1,22 £0,10
Valeur de P 0,939 0,781

D’apres nos résultats, les valeurs moyennes du fer aux cours du premier et du deuxieéme
trimestre sont inferieurs a celles du groupe contrdle, 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 role capital
dans I’organisme de la meére et du feetus, c’est un élément constitutif de I’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’¢lévation des besoins au cours de la grossesse. D’apres Butte et King., 2005, environ 1000
mg de fer est nécessaire pour couvrir les besoins de la femme enceinte a cause de I’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 2 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 mére vers le feetus se poursuit, méme en cas de la

carence maternelle (Theresa ef 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 l'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).

Apres 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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I1.2.2. 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).

1¢" trimestre 2%me trimestre
Cas témoin Cas témoin
Calcium (mg/L) | 10,04 0,58 | 10.71£0,10 | 996+ 0,781 10,29 £0.1 3
Valeur de P 0,07 0,33

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

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

Au cours de la grossesse, toutes les régulations sont en place pour permettre le
transfert du calcium au foetus et l'adaptation du métabolisme phosphocalcique maternel
(Gompel et al., 1993). Les besoins feetaux augmentent progressivement et le foeetus regoit 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).

Apres analyse de nos résultats, une légere 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'hnoméostasie 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 synthese de 1-25-hydroxy-vitamine D par le placenta,
conduisant a une augmentation de 1'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 1'Organisation
Mondiale de la Santé, le calcium prévient probablement l'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 l'hypertension induite par la grossesse pourrait résulter d'une anomalie d'implantation

(Cheng, Wang, 2009).

I1.2.2. Détermination des taux de marqueurs sériques
Plusieurs études ont suggéré que les fluctuations des marqueurs sériques, pourraient
affecter le développement du foetus et 1’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-foeto-protéine est une glycoprotéine synthétisée par les cellules du foie foetal et
le tractus gastro-intestinal fcetal. 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 1’ 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 (Moyenne+ SD).

1°T 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 2°™ 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’apres 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
associ¢ l’augmentation significative inexpliquée de 1I’AFP au risque de la pré-éclampsie
(Wenstrom et al.,1994 ; Leung ef 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 ef 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 I’ AFP
sérique maternelle. Cette hypothese 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 foetale, qui pourrait expliquer I’augmentation de I’ 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 tres 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 prématuré.
I1.2.2. 2. Variation du taux de p-HCG

L’hormone chorionique gonadotrophique (HCG) est une glycoprotéine formée de
deux sous-unités a et B, sécrétées des la fécondation. Cette hormone est secrétée par le
cytotrophoblaste et le syncytiotrophoblaste, mais la grande majorité est produite grice 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 a 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. Des le retard des regles, 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 é™ 20 é™ semaine, pour se maintenir

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

1¢* trimestre 2¢me ¢rimestre
B-HCG (MoM) 0,048+0,071 0,18 £0,22
Valeur de P 0,001 0,23

Les valeurs médianes de B-HCG aux cours du premier et du deuxieme trimestre sont
respectivement : B-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 deuxieme 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 ef al., 2004 et Rissanen, 2006, qui ont signalé aussi un
faible taux de B-HCG associé a 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 1ié a une augmentation du risque de fausse couche

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

La B-HCG libre est sécrétée 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’angiogénese induit une perturbation de sécrétion de la B-HCG, cette derniere joue un rdle
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 septiéeme semaine.

I1.2.2.3. Variation du taux d’cestriol (uE3)

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

bon reflet de ’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’¢1évation de I’cestriol, indique 1’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 deuxieme 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 deuxi¢me trimestre sont

respectivement (0,095 £ 0,08MoM P <0,05 et 0,037 £ 0,05MoM).

D’aprés 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 déces foetal. 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’apres Craig, 1999 et Glass , 1989, le taux d’cestriol reflete I'activité stéroidogene
foetale et son taux tres 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 €tre réalisé. Par contre, en cas d’élévation de

I’cestriol, il n’existe pas d’anomalies foeto-placentaires décrites (Gagnon., 2008).
I1.2.2. 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 role 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’¢tude 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 (Moyenne+ SD)

1¢* 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 1'endometre et nuisant a I'implantation (Vinatier et al.,
1998).

I1.2.3. Anémie et avortement

Selon les réponses des femmes constituant les groupes cas et t€émoin 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 OUI
Cas 48 21 69
~ Temoin 59 10 69
Total 107 31 138
P 0,02

D’apres 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 '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 exposées 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 foetale, 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 deuxieme 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 des le 1° trimestre pour atteindre
30 2 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 réserves basses en fer (Rey et Sachet, 1995; Galan et al., 1998). Ces résultats
sont également retrouvés dans I’étude de Galan ef al., 1998. Mais cela ne concorde pas avec

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

I1.2.4. Diabete et avortement
Selon les réponses des femmes constituant les groupes cas et t€émoins de la population
d’¢tude en ce qui concerne le nombre d’avortements et les antécédents du diabéte ont été

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 diabete Total
NON oul
Cas 66 3 69
Temoin 67 2 69
Total 133 5 138
P 0,65

D’aprés les résultats obtenus, le nombre des femmes enceintes diabétique en cours
d’avortement est tres faible (P=0,65). Donc le diabete 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 Jovanovic¢ (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 mesurés 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 Ivanisevic (2005) et Lucas (2001), le taux de FCS précoces est
augmenté 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 diabete dans la période périconceptionnelle (Lucas et al., 1989).

I1.2.5. Avortement et hypertension artérielle (HTA)
L’analyse de nos résultats concernant le nombre des femmes enceintes hypertendues en
cours d’avortement est tres 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 Ooul
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 montré 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 pré-éclamptique qui est devenu un facteur de morbidité et de mortalité feetale.

De plus il existe une relation inverse entre la croissance foetale et la pression artérielle
maternelle tout au long de la grossesse. Le trouble des échanges feeto-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 I€sions

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

systeme 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 1’endothélium
(Van Wijk et al., 2000). L’invasion des cellules trophoblastiques dans I’endométre et dans le
tiers proximal du myomeétre et I’invasion des arteres spiralées sont d’'une importance vitale
pour la fixation du placenta et la connexion avec le systeme 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 I’endothelium de
différents organes. Ainsi 1’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’apres Van Wijk et al., 2000, I’ischémie placentaire libére des facteurs placentaires
toxiques dans la circulation sanguine maternelle qui alterent le bon fonctionnement de
I’endothélium et induit une réaction endothéliale maternelle généralisée.

Plusieurs études ont démontré 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 genes 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 ’alpB1 qui est une molécule d’adhésion nécessaire
pour la migration trophoblastiques (Goldman-Wohl et al., 2002).

Ce défaut de différenciation cellulaire permettant I’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 I’intégrine al ; ainsi, elles
n’acquicrent pas le phénotype nécessaire a I’adhésion endovasculaire (Zhou et al., 1997-b) et
leur prolifération est excessive (Redline et al., 1995). Cette invasion trophoblastique trop
superficielle altére également 1I’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 altérée
dans la pré-éclampsie (Graham et al., 1996).

Ces altérations placentaires prenant forme lors du ler trimestre et qui posent le
probléme de la difficulté¢ d’avoir acces, durant le développement de ces I€sions 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 meéne a un déséquilibre entre les facteurs vasodilatateurs et
vasoconstricteurs et donc a ’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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I1.2.6. Avortement et infection

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 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 Ooul
Cas 45 24 69
- Temoins 47 22 69
Total 92 46 138
P 0,86

D’apres 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; 1’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 associées le plus souvent
au développement d’un échec de grossesse qui peuvent étre responsables d'importantes

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

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

De plus dans notre travail, on a constaté que I’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



angiogénese 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 complete les échecs de grossesse par la recherche des parametres génétiques et

biologiques notamment:

La recherche de nouveaux marqueurs sériques comme : la leptine, 1’Inhibine-A,
I’Urotensin-II 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 l’ovulation, avec obtention de grossesses. Elle
améliorerait les issues de grossesses, en diminuant les complications obstétricales

et les risques de FCS.



Références
bibliographiques




Références bibliographiques

Abessolo, F. O., Ngou, J. P. N. M., Ntamack, J. B., Nsi, A. S., Meye, J. F., & Ngou-Milama, E.
(2011). Statut en micronutriments de la femme gabonaise lors du diagnostic de sa grossesse.
Revue Francophone des Laboratoires, 2011(436), 67-71.

Agostini A, Ronda I, Capelle M, Romain F, Bretelle F, Blanc B. (2005) Influence of clinical and
ultrasound factors on the efficacy of misoprostol in first trimester failure. Fertil Steril Oct;
84(4): 1030-2.

Alberman, E. (1988). The epidemiology of repeated abortion. In Early Pregnancy Loss
(pp. 9-17). Springer, London.

Andersen AM, Andersen PK, Olsen J, Gronbaek M, Strandberg-Larsen K. (2012) Mode- rate
alcohol intake during pregnancy and risk of fetal death. Int J Epidemiol; 71:405—13.

Anderson, G. J., & Frazer, D. M. (2005). Hepatic iron metabolism. In Seminars in liver disease
(Vol. 25, No. 04, pp. 420-432). Copyright© 2005 by Thieme Medical = Publishers, Inc.,
333 Seventh Avenue, New York, NY 10001, USA.

Andrews N.C. (1999). Disorders of iron metabolism. N. Engl. J. Med.; 341: 1986-1995.

Ankum WM, Wieringa-De Waard M, Bindels PJE. (2001) management of spontaneous
miscarriage in the first trimester: an example of putting informed shared decision making
into practice. BMJ; 322: 1343-6.

Audibert F , Cayol V, Abitbol MM, Ober MB, Gallo GR, Driscoll SG, Pirani CL (1978),
Gynécoobstétrique- 4éme edition-Estem-Collection Med-Line.

Ayoubi, J. M., Hirt, R., Badiou, W., Hininger-Favier, 1., Favier, M., Zraik-Ayoubi, F., &
Pons, J. C. (2012). Nutrition et femme eceinte. Gynécologie/Obstétrique, 5(042), 1-14.

Belaisch-Allart, J., Devaux, A., Ayel, J. P., & De Mouzon, J. (2004). La femme de 40
ans et plus en FIV et en ICSI: données FIVNAT. Gynécologie obstétrique & fertilité, 32(9),
730-736.

Belaisch-Allart J. (2008). Grossesse et accouchement apres 40 ans. EMC - Obstétrique: 1-
8 [Article 5-016-B-10].

Balen AH, Tan SL, MacDougall J, Jacobs HS. (1993) Miscarriage rates following in
vitro fertilization are increased in women with polycystic ovaries and reduced by pituitary
desensitization with buserelin. Hum Reprod;8: 959-964.

Baudina B., 2012- Homéostasie du fer et aspects nutritionnels. Revue Francophone des
Laboratoires. vol. 2012(442) : 55-59.

Beaumont C., Girot R. (2010). Métabolisme du fer : physiologie et pathologie. EMC
Hématologie :1-16 [Article 13-000-P-20].

Beaumont C., Karim Z., 2013- Actualit¢ du métabolisme du fer. Revue de médecine

interne. vol. 34(1) : 17-25.

Beguin Y., 2002- Le métabolisme du fer. Hématologie. vol. 8(7-11) : 7-11.




Références bibliographiques

Beguin, Y. (2002). Prediction of response and other improvements on the limitations of
recombinant human erythropoietin therapy in anemic cancer patients. Haematologica,
87(11), 1209-1221.

Bellver, J., Rossal, L. P., Bosch, E., Ziiiiga, A., Corona, J. T., Meléndez, F., &

Pellicer, (2003). Obesity and the risk of spontaneous abortion after oocyte donation.
Fertility and sterility, 79(5), 1136-1140.

Bergel E., Belizan J. (2002). A deficient maternal calcium intake during pregnancy
increases blood pressure of the offspring in adult rats. BJOG; 109: 540-5.

Berrebi A., Pons J.C. (2012). Nutrition et femme enceinte. EMC - Obstétrique;7(1):1-13
[Article 5-042-A-10].

Beucher, G., Benoist, G., & Dreyfus, M. (2009). Prise en charge des fausses couches
spontanées du premier trimestre.Gynécologie Obstétrique & Fertilité, 37(3), 257-264.

Bick, D. P., McCorkle, D., Stanley, W. S., Stern, H. J., Staszak, P., Berkovitz, G. D., ...

& Kelley, R. 1. (1999). Prenatal diagnosis of Smith—Lemli—Opitz syndrome in a pregnancy
with low maternal serum oestriol and a sex- reversed fetus. Prenatal Diagnosis: Published
in Affiliation With the International Society for Prenatal Diagnosis, 19(1), 68-71.

Bitam A. et Belkadi N. (2008). Prévalence de 1’anémie ferriprive au cours de la grossesse
dans la wilaya de Blida (Nord de 1’ Algérie). Nutrition clinique et métabolisme ; vol 22 ;N=°
3:100-107.

Blaise SA, Nedelec E, Schroeder H, Alberto JM, Bossenmeyer-Pourie C, Gueant JL,

Daval JL (2007) Gestational vitamin B deficiency leads to homocysteine-associated brain
apoptosis and alters neurobehavioral development in rats. The American journal
ofpathology 170: 667-679.

Blohm, F., Fridén, B., & Milsom, L. (2008). A prospective longitudinal population- based
study of clinical miscarriage in an urban Swedish population. BJOG: An International
Journal of Obstetrics & Gynaecology, 115(2), 176-183.

Bothwell T.H., 2000- Iron requirements in pregnancy and strategies to meet them. Am
JinNutr. vol. 72(1) : 257S-64S.

Borzychowski A.M, Sargent I.L, Redman C.W.G.(2006),Inflammation and pre-eclampsia.
Seminars in Fetal - Neonatal Medicine)

Brock DJ, Barron L, Watt M, Scrimgeour JB, & Keay AJ (1982) Maternal plasma
alpha-fetoprotein and low birthweight: a prospective study throughout pregnancy. British
Journal of Obstetrics and Gynaecology, 89(5), 348-351.

Brock, D. J., & Sutcliffe, R. G. (1972). Alpha-fetoprotein in the antenatal diagnosis of
anencephaly and spina bifida. The Lancet, 300(7770), 197-199.

Butte N.F., King J.C. (2005). Energy requirements during pregnancy and lactation Public
Health Nutr. ; 8 : 1010-1027.

=



Références bibliographiques

Buyalos RP., Daneshmand S., Brzechffa PR. (1997). Basal estradiol and
folliclestimulating hormone predict fecundity in women of advanced reproductive  age
undergoing ovulation induction therapy. Fertil Steril; 68 : 272-277.
Cabrol, D., Pons, J. C., & Goffinet, J. F. (2003). Traité d'obstétriqgue. Médecine-Sciences
Flammarion.
Canick, J. A., Knight, G. J., Palomak, G. E., Haddow, J. E., Cuckle, H. S., & Wald, N. J.
(1988). Low second trimester maternal serum unconjugated oestriol in pregnancies
with Down's syndrome. BJOG: An International Journal of Obstetrics & Gynaecology,
95(4), 330-333.
Caniggia I, Grisaru-Gravnovsky S, Kuliszewsky M, Post M, & Lye SJ (1999)
Inhibition of TGF-beta 3 restores the invasive capability of extravillous trophoblasts in
preeclamptic pregnancies. Journal of Clinical Investigation, 103(12), 1641-1650.
Caniggia I, Winter J, Lye SJ, & Post M (2000) Oxygen and placental development
during the first trimester: implications for the pathophysiology of pre-eclampsia. Placenta,
21 (Suppl.A), 25-30.
Cano F., Simon C., Remohi J., Pellicer A. (1995). Effect of ageing on the female reproductive
system: evidence for a role of uterine senescence in the decline in female fecundity. Fertil
Steril; 64:584-589.
Cantoni, G. L. (1975). Biological methylation: selected aspects.Annual review of biochemistry ,
44(1), 435-451.
Capmas, P., Bats, A. S., Bensaid, C., Huchon, C., Scarabin, C., Nos, C., & Lecuru, F.
(2009). Surgical treatment of early endometrial cancer: what are the benefits of
laparoscopy?. Journal de gynecologie, obstetrique et biologie de la reproduction, 38(7),
537-544.
Carcopino, X., Raoult, D., Bretelle, F., Boubli, L., & Stein, A. (2009). Q Fever during
Pregnancy. Annals of the New York Academy of Sciences, 1166(1), 79-89.
Castorino, K., & Jovanovic, L. (2011). Pregnancy and diabetes management: advances
and controversies. Clinical chemistry, 57(2), 221-230.
Castro, R., Rivera, 1., Ravasco, P., Camilo, M. E., Jakobs, C., Blom, H. J., Almeida, I.
T. (2004). 5, 10-methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677C— T and 1298A— C
mutations are associated with DNA hypomethylation.Journal of medical genetics, 41(6),
454-458.
Chango, A., Parrot-Roulaud, F., & Nicolas, J. P. (1999). Génétique moléculaire de la
reméthylation de I’homocystéine. InAnnales de biologie clinique (Vol. 57, No. 1, pp. 37-
42).
Chayachinda, C., Thamkhantho, M., Bhuwapathanapun, M., & Srinilta, A. (2012).




Références bibliographiques

Septic abortion: a 5-year experience at Siriraj Hospital. Journal of the Medical Association
of Thailand, 95(3), 307.

Chee, M., Yang, R., Hubbell, E., Berno, A., Huang, X. C., Stern, D., ... & Fodor, S. P.
(1996). Accessing genetic information with high-density DNA arrays. Science, 274(5287),
610-614.

Cheng, M. H., & Wang, P. H. (2009). Placentation abnormalities in the pathophysiology
of preeclampsia. Expert review of molecular diagnostics, 9(1), 37-49.

Chi, M. M. Y., Schlein, A. L., & Moley, K. H. (2000). High insulin-like growth factor 1
(IGF-1) and insulin concentrations trigger apoptosis in the mouse blastocyst via down-
regulation of the IGF-1 receptor. Endocrinology, 141(12), 4784-4792.

Ciangura C., Czernichow S., Oppert J.M. (2009). Obésité. EMC - AKOS (Traité de
Médecine) :1-9 [Article 3-0780].

Cleary-Goldman, J., Malone, F. D., Vidaver, J., Ball, R. H., Nyberg, D. A., Cmstock,
C. H.,, .. & Timor-Tritsch, I. E. (2005). Impact of maternal age on obstetric
outcome. Obstetrics & Gynecology, 105(5, Part 1), 983-990.

Condous G. (2004)the management of early pregnancy complications. Best Practice &
Research Clinical Obstetrics and Gynaecology; 18:37-57.

Costello, A. M. D. L., & Osrin, D. (2003). Micronutrient status during pregnancy and
outcomes for newborn infants in developing countries. The Journal of nutrition, 133(5),
1757S-1764S.

Craig, J. E., Savage, V., Cowley, D., Clague, A., & Glass, L. A. (1999). Low maternal
serum oestriol at mid- trimester may indicate a fetal disorder of cholesterol
biosynthesis. Australian and New Zealand journal of obstetrics and gynaecology, 39(2),
249-251.

Craig, W. Y., Roberson, M., Palomaki, G. E., Shackleton, C. H., Marcos, J., &
Haddow, J. E. (2010). Prevalence of steroid sulfatase deficiency in California according to
race and ethnicity.Prenatal diagnosis, 30(9), 893-898.

Creinin MD, Schwartz JL, Guido RS, Pymar HC. (2001) early pregnancy failure.
Current management concepts. Obstet Gynecol Surv ; 56: 105-13.

Cusick W, Rodis JF, Vintzileos AM, Albini SM, McMahon M, & Campbell WA
(1996) Predicting pregnancy outcome from the degree of maternal serum alpha-fetoprotein
elevation. Journal of Reproductive Medicine, 41(5), 327-332.

Cuckle, H. (2000).Biochemical screening for Down syndrome. European Journal of
Obstetrics and Gynecology and reproductive biology, 92(1), 97-101.

Cunningham, D. S., Brodnik, R. M., Rayl, D. L., Brown, A. W., & Hansen, K. A.
(1993). Suboptimal progesterone production in pathologic pregnancies. The Journal of

reproductive medicine, 38(4), 301-305.




Références bibliographiques

Daily, C. A., Laurent, S. L., & Nunley, W. C. (1994). The prognostic value of serum
progesterone and quantitative B-human chorionic gonadotropin in early human

pregnancy. American Journal of Obstetrics & Gynecology, 171(2), 380-384.

Del, A. B., Maruotti, G., Fulgieri, A. M., Celeste, T., Lombardi, L., Amato, N. A., Pietropaolo,
F. (2004). Recurrent spontaneous miscarriages and hyperhomocysteinemia. Minerva
ginecologica, 56(5), 379-383.

Descamps, P., Marret, H., Binelli, C., Chaplot, S., & Gillard, P. (2000). Modifications
de I'organisme maternel au cours de la grossesse.

Dessolle, L., Darai, E., Cornet, D., Rouzier, R., Coutant, C., Mandelbaum, J., &

Antoine, J. M. (2009). Determinants of pregnancy rate in the donor oocyte model: a
multivariate analysis of 450 frozen-thawed embryo transfers. Human reproduction, 24(12),
3082-3089.

De Mees, C., Szpirer, J., & Szpirer, C. (2005). Etude de la fonction de l'alpha-foetoprotéine.

Diallod., Bloti., Tcherniag., 1999- Iron deficiency during pregnancy : effects on

the newborn. Hématologie. vol. 5(3) : 216-222.

Dodds, L., Fell, D. B., Dooley, K. C., Armson, B. A., Allen, A. C., Nassar, B. A, ... &

Joseph, K. S. (2008). Effect of homocysteine concentration in early pregnancy on
gestational hypertensive disorders and other pregnancy outcomes. Clinical chemistry, 54(2),
326-334.

Dugoff, L., Hobbins, J. C., Malone, F. D., Porter, T. F., Luthy, D., Comstock, C. H., ...

& Timor-Tritsch, I. E. (2004). First-trimester maternal serum PAPP-A and free-beta subunit
human chorionic gonadotropin concentrations and nuchal translucency are associated with
obstetric complications: a population-based screening study (the FASTER Trial). American
Journal of Obstetrics & Gynecology, 191(4), 1446-1451.

Duric, K., Skrablin, S., Lesin, J., Kalafatic, D., Kuvacic, I., & Suchanek, E. (2003). Second
trimester total human chorionic gonadotropin, alpha-fetoprotein and unconjugated estriol in
predicting pregnancy complications other than fetal aneuploidy. European Journal of
Obstetrics and Gynecology and Reproductive Biology, 110(1), 12-15.

D'Uva, M., Di Micco, P., Strina, L., Alviggi, C., lannuzzo, M., Ranieri, A., ... &

DePlacido, G. (2007). Hyperhomocysteinemia in women with unexplained sterility or
recurrent early pregnancy loss from Southern Italy: a preliminary report. Thrombosis
Journal, 5(1), 10.

Favier M., Hininger-Favier 1., 2004- Faut-il supplémenter en fer les femmes
enceintes ?. GynecolObstetFertil. vol. 32 : 245-250.

Fournié A., Laffitte A., Parant O., Ko-Kivok-Yun P. (1999). Modifications de 1'organisme

maternel au cours de la grossesse. EMC - Obstétrique ; 7(2) :1-8 [Article 5- 008- A-10].




Références bibliographiques

Fritz, M. A., & Speroff, L. (2011). Clinical gynecologic endocrinology and infertility.

Frenot M., Vlerling J (2001). Besoins et apports nutritionnels recommandés durant la
grossesse in « Biochimie des aliments, diététique du sujet bien portant ;2eme Edition
Editeur Doin, Centre Régional de Documentation Pédagogique d'Aquitaine ». p 253-
60.

Gagnon, A., Wilson, R. D., Audibert, F., Allen, V. M., Blight, C., Brock, J. A, ... &

Wyatt, P. (2008). Obstetrical complications associated with abnormal maternal serum
markers analytes.Journal of Obstetrics and Gynaecology Canada, 30(10), 918-932

Galan P., Preziosi P., Favier A., ef al. (1998). Determining factors in the iron status of
adult women in the SU.VLMAX study. Eur J Clin Nutr; 52 : 383-8.

Gambineri A, Pelusi C, Vicennati V, Pagotto U, Pasquali R.(2002) Obesity and the

polycystic ovary syndrome. Int J Obes Relat Metab Disord; 26(7):883—96.

Ganong WF. (1973) Pregnancy. In “Review of Medical Physiology”. 6th Ed. California:
Lange Medical Publications, p.337-9.

Genin A.-S., Meria P., Daudon M., Desgrandchamps F. (2011). Lithiase urinaire et
grossesse. EMC - Urologie:1-10 [Article 18-106-A-20].

Geyl, C., Subtil, D., Vaast, P., Coulon, C., Clouqueur, E., Deruelle, P., & Debarge, V. (2014).
Interprétation des valeurs atypiques des marqueurs sériques. Journal de  obstétrique et
Biologie de la Reproduction, 43(1), 5-11.

Girard J. (1993). Nutrition et croissance foetale. In : « Traité de nutrition pédiatrique (Ricour C.,
Ghisolfi J., Putet G., Goulet O. Editions Maloine, Paris, 1088 pages» ;p 295- 311.

Glock, J. L., & Brumsted, J. R. (1995). Color flow pulsed Doppler ultrasound in diagnosing
luteal phase defect. Fertility and sterility, 64(3), 500-504.

Gagnon, A., Wilson, R. D., Audibert, F., Allen, V. M., Blight, C., Brock, J. A, ... &

Wyatt, P. (2008). Obstetrical complications associated with abnormal maternal serum
markers analytes.Journal of Obstetrics and Gynaecology Canada, 30(10), 918-932.

Goldman-Wohl D & Yagel S (2002) Regulation of trophoblast invasion: from normal
implantation to pre-eclampsia. Review. Molecular and Cellular Endocrinology, 187(1-2),
233-238.

Gordon, J. D., & Speroff, L. (2002). Handbook for clinical gynecologic endocrinology
and infertility. Lippincott Williams & Wilkins.

Geyl, C., Subtil, D., Vaast, P., Coulon, C., Clouqueur, E., Deruelle, P., & Debarge, V. (2014).
Interprétation des valeurs atypiques des marqueurs sériques. Journal de Gynécologie
Obstétrique et Biologie de la Reproduction, 43(1), 5-11.

Glass L.A., Lam R.C., Chang T., and al (1998). Steroid sulphatase deficiency is the major cause




Références bibliographiques

of extremely low oestriol production at mid-pregnancy: a urinary steroid assay for the
discrimination of steroid sulphatase deficiency from other causes Prenat Diagn; 18 : 789-
800

Glinoer D, Soto MF, Bourdoux P et al. (1991) Pregnancy in patients with mild thyroid
abnormalities: maternal and neonatal repercussions. J Clin Endocrinol Metabol;73: 421-
427.

Goldstein SR.(1994) Embryonic death in early pregnacy : a new look at the first trimester.
Obstet Gynecol ; 84 : 294-297.

Gompel A., Truc JB., Decroix Y., Poitou PH. (1993). Place du calcium aux différents ages de la
vie des femmes. Presse Med ; 22 : 864-8609.

Gordon, J. D., & Speroff, L. (2002). Handbook for clinical gynecologic endocrinology
andinfertility. Lippincott Williams & Wilkins.

Graham CH & McCrae KR (1996) Altered expression of gelatinase and surface-
associated plasminogen activator activity by trophoblast cells isolated from placentas of
preeclamptic patients. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 175(3 Pt 1), 555-
562.

Guéant, J. L. (2003). Vitamines et oligoéléments Congres franco-marocain, Rabat, 28-31
octobre 2002. In Annales de Biologie Clinique (Vol. 61, No. 4, pp. 483-495).

Guéant J. L., Villaume C., Covi G. (2007). Folates : vitamine B9. Les vitamines, Cahier de
formation biologie médicale (N°38), BIOFORMA ; vol : 362 ; 151-162.

Gueant JL, Namour F, Gueant-Rodriguez RM, Daval JL (2013) Folate and fetal programming:
a play in epigenomics? Trends in endocrinology and metabolism: TEM 24: 279-289
Guilland J.-C. (2013). Vitamines hydrosolubles (II). Vitamines B9, B12 et C. EMC

Endocrinologie-
Nutrition; 10(1):1-1]. Harvey T., 2011- Conséquences de la carence martiale au cours de la
rossesse. Revues générales Obstétrique. vol. 158 : 1-7.

Hininger-Favier 1., Hercberg S. (2005). Iron deficiency in France: prevalence and prevention.
Bull. Acad. Natl. Med. ; 189 : 1623-1630.

Hofmeyr GJ., Lawrie TA., Atallah AN., Duley L. (2010). Calcium supplementation during
pregnancy for preventing hypertensive disorders and related problems. Cochrane Database
Syst Rev;(8):CD001059.

Hourrier S., Salomon L.J., Dreux S., Muller F. (2010). Screening for adverse pregnancy

outcome at early gestational age Clin Chim Acta; 411 : 1547-1552.

Holmes, Z. R., Regan, L., Chilcott, I., & Cohen, H. (1999). The C677T MTHFR gene mutation
is not predictive of risk for recurrent fetal loss. British journal of haematology, 105(1), 98-

101.




Références bibliographiques

Helm, K. D., Ness, R. M., & Evans, W. S. (2009). Physiologic and pathophysiologic alternations
of the neuroendocrine components of the reproductive axis. Reproductive Endocrinology,
30-81.

Hoffman, M. L., Scoccia, B., Kurczynski, T. W., Shulman, L. P., & Gao, W. (2008). Abnormal
folate metabolism as a risk factor for first-trimester spontaneous abortion. Journal of
Reproductive Medicine for the Obstetrician and Gynecologist, 53(3), 207-212.

Israel, R., Stern, J. J., Dorfmann, A. D., Gutiérrez-Najar, A. J., Cerrillo, M., & Coulam, C. B.
(1996). Frequency of abnormal karyotypes among abortuses from women with and without
a history of recurrent spontaneous abortion. Fertility and sterility,65(2), 250-253.

Irons M.B., Nores J., Stewart T.L., and al. (1999) Antenatal therapy of Smith-Lemli-Opitz
syndrome Fetal Diagn Ther; 14 : 133-137

Islami D, Bischof P, & Chardonnens D (2003) Modulation of placental vascular endothelial
growth factor by leptin and hCG . Molecular Human Reproduction, 9(7), 395-398.

Ivanisevic, M. (2005). Ultrasonic Surveillance of the Diabetic Fetus. In Diabetology of Pregnancy
(Vol. 17, pp. 230-253). Karger Publishers.

Jacobson B., Ladfors L., Milsom I. (2004). Advanced maternal age and adverse perinatal
outcomes. Obstet. Gynecol. ; 104 : 727-733.

Jacotot B., Campillo B. (2003). Nutrition humaine. Abrégé. Masson éditeur. Paris, France:
127-163.

Jain, A., Polotsky, A. J., Rochester, D., Berga, S. L., Loucks, T., Zeitlian, G., ... & Santoro, N.
(2007). Pulsatile luteinizing hormone amplitude and progesterone metabolite excretion are
reduced in obese women. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism, 92(7),
2468-2473.

Jarvie, E., Hauguel-de-Mouzon, S., Nelson, S. M., Sattar, N., Catalano, P. M., & Freeman, D.
J. (2010). Lipotoxicity in obese pregnancy and its potential role in adverse pregnancy
outcome and obesity in the offspring. Clinical Science, 119(3), 123-129.

Jean-Claude Emperaire.(1990) Gynécologie endocrinienne du praticien. P ; 179:180 et 105.
Edition Frison-Roche.

Jiang, Y., Sun, T., Xiong, J., Cao, J., Li, G., & Wang, S. (2007). Hyperhomocysteinemia-
mediated DNA hypomethylation and its potential epigenetic role in rats. Acta biochimica et
biophysica Sinica, 39(9), 657-667.

Johnson MR, Carter G, Grint C, et al.1993. Relationship between ovarienne steroids,
ActaEndocrinol; /29:121-125.

Jones, K. (1996). An inhibitor of the sodium pump obtained from human placenta. The
Lancet, 348(9023), 303-305.

Joseph K.S., Allen A.C., Dodds L., Turner L.A., Scott H., Liston R. (2005). The
perinatal effects of delayed childbearing. Obstet. Gynecol.; 105: 1410-1418.

=



Références bibliographiques

Keren, D. F., Canick, J. A., Johnson, M. Z., Schaldenbrand, J. D., Haning Jr,R. V., &
Hackett, R. (1995). Low maternal serum unconjugated estriol during prenatal screening as
an indication of placental steroid sulfatase deficiency and X-linked ichthyosis.American
journal of clinical pathology, 103(4), 400-403.

Katz VL, Chescheir NC, & Cefalo RC (1984) Unexplained elevations of maternal serum
alpha-fetoprotein. Review. Obstetrical and Gynecological Survey, 45(11), 719-726.
Kirkegaard, 1., Uldbjerg, N., & Henriksen, T. B. (2011). PAPP- A and free $- hCG in relation to
admission to neonatal intensive care unit and neonatal disease. Prenatal diagnosis, 31(12),

1169-1175.

Knudsen, U. B., Hansen, V., Juul, S., & Secher, N. J. (1991). Prognosis of a new
pregnancy following previous spontaneous abortions. European Journal of Obstetrics &
Gynecology, 39(1), 31-36.

Kohlwes J.,Gupta S., Bent S. (2003).Test characteristics of alpha-fetoprotein for detecting
hepatocellular carcinoma in patients with hepatitis C, A systematicreview and critical
analysis, 139: 46-50.

Kupesic, S., et Kurjak, A. (1997). L'évaluation de la fonction lutéale normale et anormale
par échographie Doppler couleur transvaginale. Revue européenne d'obstétrique et de
gynécologie et de la biologie de la reproduction , 72 (1), 83-87.

Kupferminc MJ, Daniel Y, Englender T, Baram A, Many A, Jaffa AJ, Gull I, Lessing
JB (1997) Vascular endothelial growth factor is increased in patients with preeclampsia.
American Journal of Reproduction and Immunology, 38(4), 302-306.

Krezesinsi JM, (1999).Hypertention et grossesse. Rev. Med liege 54:5:415-423.

Kuo, M. T\, Iyer, B., Wu, J. R., Lapeyre, J. N., & Becker, F. F. (1984). Methylation of
the o-Fetoprotein Gene in Productive and Nonproductive Rat Hepatocellular
Carcinomas. Cancer research,44(4), 1642-1647.

Laufer, N., Simon, A., Samueloff, A., Yaffe, H., Milwidsky, A., & Gielchinsky, Y.

(2004). Successful spontaneous pregnancies in women older than 45 years. Fertility and
sterility, 81(5), 1328-1332.

Lemus, A. E., Vilchis, F., Damsky, R., Chavez, B. A., Garcia, G. A., Grillasca, 1., &
Pérez-Palacios, G. (1992). Mechanism of action of levonorgestrel: in vitro metabolism and
specific interactions with steroid receptors in target organs. The Journal of steroid
biochemistry and molecular biology, 41(3-8), 881-890.

Leporrier, N., Read, M. H., Gruchy, N., & Herrou, M. (2009). Intérét de 1’oestriol
sérique maternel au 2e trimestre de la grossesse. Méd Feetale Echographie Gynécol, 77, 32-
5.

Larsen WL (2003). Embryologie humaine. 2e éd.francaise, De Boeck, Bruxelles.

Lepercq, J. (2007). Diabete et grossesse: quoi de neuf pour 1’obstétricien?. Médecine des




Références bibliographiques

maladies Métaboliques, 1(3), 88-92.

Leung TN, Chung TK, Madsen G, Lam CW, Lam PK, Walters WA, & Smith R
(2000) Analysis of mid-trimester corticotrophin-releasing hormone and alpha-fetoprotein
concentrations for predicting pre-eclampsia. Human Reproduction, 15(8), 1813-1818.

Levallois ML.P. (2003). Larousse médical. Edition Larousse, Paris. p 499-451.

Lim AS., Tsakok FH. (1997). Age-related decline in fertility: a link to degenerative ovocytes ? .
Fertil Steril; 68:265-271.

Lim KH, Friedman SA, Ecker JL, Kao L. & Kilpatrick SJ (1998) The clinical utility of
serum uric acid measurements in hypertensive diseases of pregnancy. American Journal of
Obstetrics and Gynecology, 178(5), 1067- 1071.

Lucas, M. J. (2001). Diabetes complicating pregnancy. Obstetrics and Gynecology
Clinics, 28(3), 513-536.

Lucas, M. J., Leveno, K. J., Williams, M. L., Raskin, P., & Whalley, P. J. (1989). Early
pregnancy glycosylated hemoglobin, severity of diabetes, and fetal Malformations.
American Journal of Obstetrics & Gynecology, 161(2), 426-431.

Lucock, M. (2000). Folic acid: nutritional biochemistry, molecular biology, and role in disease
processes. Molecular genetics and metabolism, 71(1), 121-138.

Luke B., Brown M. (2007). Elevated risks of pregnancy complications and adverse
outcome with increasing maternal age. Hum. Reprod. ; 22 : 1264-1272 .

Lumley, J., Watson, L., Watson, M., & Bower, C. (2001). Modelling the potential impact of
population- wide periconceptional folate/multivitamin supplementation on multiple births.
BJOG: An International Journal of Obstetrics & Gynaecology, 108(9), 937-942.

Lyall F, Young A, Boswell F, Kingdom JC, & Greer IA (1997) Placental expression of
vascular endothelial growth factor in placentae from pregnancies complicated by pre-
eclampsia and intrauterine growth restriction does not support placental hypoxia at delivery.
Placenta, 18(4), 269-276.

Macri J.N., Kasturi R.V., Krantz D.A., and al. (1990), Maternal serum Down syndrome
screening: free beta-protein is a more effective marker than human chorionic gonadotropin
Am J Obstet Gynecol; 163 : 1248-1253 .

Maher JE, Davis RO, Goldenberg RL, Boots LR, & DuBard MB (1994);Unexplained
elevation in maternal serum alpha-fetoprotein and subsequent
fetal loss. Obstetrics and Gynecology, 83(1), 138-141.

Malek-Mellouli M., Ben Amara F., Loussaief W., Reziga H., 2013- statut du fer chez la
femme enceinte et ses variations au cours de la prééclampsie. La tunisie Medicale. vol .
91(010) : 577-582.

Matijevic R & Johnston T (1999) In vivo assessment of failed trophoblastic

invasion of the spiral arteries in pre-eclampsia. British Journal of Obstetrics

.




Références bibliographiques

and Gynaecology, 106(1), 78-82.

Marcos J., Craig W.Y., Palomaki G.E., and al.( 2009), Maternal urine and serum steroid
measurements to identify steroid sulfatase deficiency (STSD) in second trimester
pregnancies Prenat Diagn ; 29 : 771-780

Matherly, L. H., & Goldman, D. L. (2003). Membrane transport of folates. Vitamins and
hormones, 66, 405-457.

McDowell, J. M., & Dangl, J. L. (2000). Signal transduction in the plant immune
response. Trends in biochemical sciences, 25(2), 79-82.

Meekins JW, Pijnenborg R, Hanssens M, McFadyen IR, & van Asshe A
(1994) A study of plancental bed spiral arteries and trophoblast invasion in

normal and severe preeclamptic pregnancies. British Journal of Obstetrics
and Gynaecology, 101(8), 669-674.

Miletié, T., Aberle, N., Mikulandra, F., Karelovié, D., Zakanj, Z., Banovié, L., ... &

Tadi¢, T. (2002). Perinatal outcome of pregnancies in women aged 40 and over. Collegium
antropologicum, 26(1), 251-258.

Mills JL, Simpson JL, Driscoll SG et al.(1988) Incidence of spontaneous abortion among
normal women and insulin-dependent diabetic women whose pregnancies were identified
within 21 days of conception. N Eng J Med ; 319 : 1617-1623.

Milman N., 2006- Iron and pregnancy -a delicate balance. Ann Hematol. vol. 85 : 559-

565.

Mizejewski, G. J. (2001). Alpha-fetoprotein structure and function: relevance to isoforms,
epitopes, and conformational variants. Experimental biology and medicine, 226(5), 377-
408.

Mizejewski, G. J. (2002). Biological role of a-fetoprotein in cancer: prospects for

anticancer therapy. Expert review of anticancer therapy, 2(6), 709-735.

Mizejewski, G. J. (2004). Biological roles of alpha-fetoprotein during pregnancy and
perinatal development. Experimental Biology and Medicine, 229(6), 439-463.

Milunsky, A., Jick, S. S., Bruell, C. L., MacLaughlin, D. S., Tsung, Y. K., Jick, H., ...
& Willett, W. (1989). Predictive values, relative risks, and overall benefits of high and low
maternal serum o-fetoprotein screening in singleton pregnancies: new epidemiologic
data. American Journal of Obstetrics & Gynecology, 161(2), 291-297.

Muller, F., Dreux, S., Sault, C., Galland, A., Puissant, H., Couplet, G., ... & Renom, G.
(2003). Very low alpha- fetoprotein in Down syndrome maternal serum screening. Prenatal
diagnosis, 23(7), 584-587.

Mobasheri, E., Keshtkar, A., & Golalipour, M. J. (2010). Maternal folate and




Références bibliographiques

vitamin B12 status and neural tube defects in Northern Iran: a case control study.
Iranian journal of pediatrics, 20(2), 167.

Morel CL, Richard CL, , 1992. Biologie humaine 8¢me DIP. Geneve: Cycle d'Orientation
de Geneve.

Morin Y. (2002). Le petit Larousse de la Médecine. Edition Larousse. P 403.

Munnich, A., Ogier, H., & Saudubray, J. M. (Eds.). (1987). Les vitamines: aspects
métaboliques, génétiques, nutritionnels et thérapeutiques. Masson.

Munim, S., & Maheen, H. (2012). Association of gestational weight gain and pre-

pregnancy body mass index with adverse pregnancy outcome. J Coll Physicians Surg
Pak, 22(11), 694-698.
Nelen L., Bulten J., Steegers E.A., Blom H.J., Hanselaar A.G., Eskes T.K.
(2000). Maternal homocysteine and chorionic vascularization in recurrent early
pregnancy loss.Hum Reprod, 15, pp. 954-960.

Nelen, W. L., Blom, H. J., Steegers, E. A., den Heijer, M., & Eskes, T. K. (2000).
Hyperhomocysteinemia and recurrent early pregnancy loss: a meta-analysis. Fertility
and sterility, 74(6), 1196-1199.

Nelen, W. L., Blom, H. J., Steegers, E. A., Den Heijer, M., Thomas, C. M., & Eskes, T.

K. (2000). Homocysteine and folate levels as risk factors for recurrent early
pregnancy loss.Obstetrics & gynecology, 95(4), 519-524.

Nepomnaschy, P. A., Welch, K. B., McConnell, D. S., Low, B. S., Strassmann, B. L., &
England, B. G. (2006). Cortisol levels and very early pregnancy loss in humans.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 103(10),
3938-3942.

Ness RB & Roberts JM (1996) Heterogeneous causes constituting the single syndrome of
preeclampsia: a hypothesis and its implications. Review. American Journal of Obstetrics
and Gynecology, 175(5), 1365-1370.

Nybo Andersen AM, Wohlfahrt J, Christens P, Olsen J. Maternal age and fetal loss:
population based register linkage study. BMJ 2000; 320: 1708-1712.

O’rabhilly., Miiller F. (2000). Developmental stages in human embryos, Washington DC.
Chapitre 9 : phase embryonnaire in www.embryology.ch ».
QOdibo, A. O., Zhong, Y., Longtine, M., Tuuli, M., Odibo, L., Cahill, A. G, ... &
Nelson, D. M. (2011). First-trimester serum analytes, biophysical tests and the association
with pathological morphometry in the placenta of pregnancies with preeclampsia and fetal
growth restriction. Placenta, 32(4), 333-338.
Osser S, Persson K.(1996) Chlamydial antibodies in women who suffer miscarriage. Br J
Obstet Gynaecol ; 103 : 137-141.




Références bibliographiques

Parvin, C. A., Gray, D. L., & Kessler, G. (1991). Influence of assay method differences
on multiple of the median distributions: maternal serum alpha-fetoprotein as an
example. Clinical chemistry, 37(5), 637-642.

Pasquali R, Pelusi C, Genghini S, Cacciari M, Gambineri A.(2003)Obesity and reproductive
disorders in women. Hum Reprod Update;9(4):359-72.

Patton, P. E. (1994). Anatomic uterine defects. Clinical obstetrics and gynecology, 37(3),

705-721.

Pelissier, P., Merlin, E., Prieur, F., David, M., Malpuech, G., Forest, M. G., ... &

Pena-Rosas JP., Casanueva E. (2006). Supplémentation en calcium au cours de la
grossesse en prévention des troubles hypertensifs et de leurs complications. Bibliothéque de
Santé Génésique de I'OMS .

Perrin A-E, Simon C. (2002). Nutrition de la femme enceinte. Cah Nutr Diet; 37: 559-64.

Prysak, M., Lorenz, R. P., & Kisly, A. (1995). Pregnancy outcome in nulliparous women
35 years and older. Obstetrics & Gynecology, 85(1), 65-70.

Pinto, A. B., Schlein, A. L., & Moley, K. H. (2002). Preimplantation exposure to high
insulin-like growth factor I concentrations results in increased resorption rates in
vivo.Human Reproduction, 17(2), 457-462.

Purdie DW, Young JL, Guthrie KA, & Picton CE (1983) Fetal growth achievement and
elevated maternal serum alpha-fetoprotein. British Journal of Obstetrics and Gynaecology,
90(5), 433-4

Quere 1., Mercier E., Bellet H., Janbon C., Mares P., Gris J.C. (2001). Vitamin
supplementation and pregnancy outcome in women with recurrent early pregnancy loss and
hyperhomocysteinemia. Fertil Steril ; 75 : 823-825.

Ranta J.K., Raatikainen K., Romppanen J., Pulkki K., (2011). Heinonen S. Decreased PAPP-A
is associated with preeclampsia, premature delivery and small for gestational age infants but
not with placental abruption Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol; 157 : 48-52.

Rébeillé, F., Jabrin, S., Bligny, R., Loizeau, K., Gambonnet, B., Van Wilder, V., ... & Ravanel,
S. (2006). Methionine catabolism in Arabidopsis cells is initiated by a y-cleavage process
and leads to S-methylcysteine and isoleucine syntheses. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 103(42), 15687-15692.

Redline RW & Patterson P (1995) Preeclampsia is associated with an excess of
proliferative immature intermediate trophoblast. Human Pathology, 26(6), 594-600.

Rey J, Sachet P.(1995) La supplémentation des femmes enceintes durant la grossesse.

Résultats d'une enquéte aupres de gynécologues-obstétriciens. In Rapport des Xes Journées
de Techniques Avancées en Gynécologie-Obstétrique et Périnatologie.

Risch, N., Stein, Z., Kline, J., & Warburton, D. (1986). The relationship between




Références bibliographiques

maternal age and chromosome size in autosomal trisomy. American journal of human
genetics, 39(1), 68.

Rozenbaum, H. (2003). Le déclin de la fertilité féminine avec 1’age. Reproduction
humaine et Hormones, 16, 5-12.

Rosenblatt, D. S. (1995). Inherited disorders of folate transport and metabolism. The
metabolic and molecular bases of inherited disease., 44(1), 435-451.

Rissanen, A., Niemimaa, M., Suonpii, M., Ryyninen, M., & Heinonen, S. (2006).
Pregnancy- associated plasma protein A, free human chorionic gonadotrophin and nuchal
translucency as predictors of miscarriage. Clinical genetics, 69(3), 287-289.

Russell-Jones GJ, Alpers DH (1999) Vitamin B12 transporters. Pharmaceutical
biotechnology 12: 493-520

Sierra, E. E., & Goldman, L. D. (1999). Recent advances in the understanding of the
mechanism of membrane transport of folates and antifolates. In Seminars in oncology (Vol.
26, No. 2 Suppl 6, pp. 11-23).

Salafia CM, Pezzullo JC, Lopez-Zeno JA, Simmens S, Minior VK, & Vintzileos AM
(1995) Placental pathologic features of preterm preeclampsia. American Journal of
Obstetrics and Gynecology, 173(4), 1097-1105.

Salle BJ. (1995). Adaptation métabolique et besoin en calcium pendant la
grossesse.Rapport des journées de techniques avancées en gynécologie-obstétrique et
périnatalogie. : 647-653.

Sargent L.L., Wilkins T., Redman C.W. (1988). Maternal immune responses to the foetus
in early pregnancy and recurrent miscarriage. Lancet ; 2 : 1099-1104.

Savage, D. G., Lindenbaum, J., Stabler, S. P., & Allen, R. H. (1994). Sensitivity of
serum methylmalonic acid and total homocysteine determinations for diagnosing cobalamin
and folate deficiencies. The American journal of medicine, 96(3), 239-246.

Schlienger J.L. (2011). Etat des lieux des compléments alimentaires chez la femme
enceinte. Medecines des maladies métaboliques. Endocrinologie et nutrition. ; vol 05- N°5
1 521-532.

Scholl, T. O., & Hediger, M. L. (1994). Anemia and iron-deficiency anemia: compilation of data
on pregnancy outcome. The American journal of clinical nutrition, 59(2), 492S-5018S.

Scholl TO., & Johnson WG. (2000). Folic acid: influence on outcome of pregnancy.

American Journal of Clinical Nutrition 71(suppl), 1295S-1303S.

Scott RT, Hofmann GE. (1995). Prognostic assessment of ovarian reserve. Fertil Steril,
63:1-11.

Sell, S., & Skelly, H. (1976). Tissue sites of alphal fetoprotein synthesis by the rat during
pregnancy and hepatoma growth. Journal of the National Cancer Institute, 56(3), 645-648.

Sell, S. (1980). Heterogeneity of alpha-fetoprotein (AFP) and albumin containing cells in

&



Références bibliographiques

normal and pathological permissive states for AFP production: AFP containing cells
induced in adult rats recapitulate the appearance of AFP containing hepatocytes in fetal rats.
Oncodevelopmental biology and medicine: the journal of the International Society for
Oncodevelopmental Biology and Medicine, 1(2), 93-105.

Sikora J, Magnucki J, Zietek J, Kobielska L, Partyka R, Kokocinska D, et
al.(2007), Homocysteine, folic acid and vitamin B12 concentration in patients withrecurrent
miscarriages. Neuro Endocrinol Lett ;28:507-12.

Silbernagl S., Lang F., 2002- Atlas de poche de physiopathologie.lere édition. Ed.
Corlet.SA.Condé sur-Noireau, France. 406p.

Smulders, Y. M., & Stehouwer, C. D. (2005). Folate metabolism and cardiovascular
disease. In Seminars in vascular medicine (Vol. 5, No. 02, pp. 87-97). Copyright© 2005 by
Thieme Medical Publishers, Inc., 333 Seventh Avenue, New York, NY 10001 USA.

Speroff, L., & Fritz, M. A. (Eds.). (2005). Clinical gynecologic endocrinology and
infertility. lippincott Williams & wilkins.

Steegers-Theunissen RP., Van Iersel CA., Peer PG., Nelen WL., Steegers EA.
(2004).Hyperhomocysteinemia, pregnancy complications, and the timing of investigation.
Obstet Gynecol; 104:336-43.

Stephenson ., Awartani K.A., Robinson W.P. (2002). Cytogenetic analysis of
miscarriages from couples with recurrent miscarriage: a case-control study. Hum Reprod
;17 : 446-451.

Stephan, J. L. (2005). Adrenal hypoplasia congenita: four new cases in hildren. Archives
de pediatrie: organe officiel de la Societe francaise de ediatrie, 12(4), 380-384.

Tanner SM, Sturm AC, Baack EC, Liyanarachchi S, de la Chapelle A (2012) Inherited
cobalamin malabsorption. Mutations in three genes reveal functional and ethnic patterns.
Orphanet journal of rare diseases 7: 56

Theresa O., Scholl ., Reilly T., 2000- Anemia, Iron and Pregnancy Outcome. Nutr. vol. 130 :
443S-4478.

Tortora G, Zhang J, Klebanoff MA, Levine RJ, Puri M, Moyer P (2003), Principes
d’anatomie et de physiologie,V2, 1089-1091.

Tortora, G. J., & Grabowski, S. R. (2001). Principes d'anatomie et de physiologie. De
Boeck Supérieur

Troadec, M. B., Courselaud, B., Détivaud, L., Haziza-Pigeon, C., Leroyer, P., Brissot,
P., & Loréal, O. (2006). Iron overload promotes Cyclin D1 expression and alters cell cycle
in mouse hepatocytes. Journal of hepatology, 44(2), 391-399.

Turner M.R., Talbot K. (2009). Functional vitamin B12 deficiency. Pract Neurol; 9: 37-41.

Van Wijk MJ, Kublickiene K, Boer K, & van Bavel E (2000) Vascular fonction in

prééclampsia. Cardiovascular Research, 47, 38-48.

E



Références bibliographiques

Vaulont S., 2014- Le métabolisme du fer : vers de nouveaux horizons. Annales
d'Endocrinologie. vol. 75(5-6) : 252.

Vinatier, D., Maunoury-Lefebvre, C., Debret-Romosser, S., Dufour, P., & Monnier, J.

C. (1994). Avortements spontanés.Encycl Méd Chir, 1-12.

Vinatier, D., Dufour, P., & HATRON, P. (1998). Le syndrome des antiphospholipides et
avortements. Contraception, fertilité, sexualité, 26(2), 119-128.

Wald, Nicholas (1976). "The detection of neural tube defects by screening maternal
blood.". Prenatal Diagnosis. Les Colloques d'inserm. pp. 227-38. ISBN 2855981484.

Wald, Nicholas (1977). "Maternal serum alpha-fetoprotein measurement in antenatal
screening for anencephaly and spina bifida in early pregnancy”. Lancet (1).
doi:10.1016/50140-6736(77)92549-1.

Walters BN, Lao T, Smith V, & De Swiet M (1985) alpha-Fetoprotein elevation and
proteinuric pre-eclampsia. British Journal of Obstetrics and Gynaecology, 92(4), 341-344.

Weissgerber, T. L., & Wolfe, L. A. (2006). Physiological adaptation in early human
pregnancy: adaptation to balance maternal-fetal demands. Applied physiology, nutrition,
and metabolism, 31(1), 1-11.

Wenstrom KD, Owen J, Boots LR, & DuBard MB (1994) Elevated secondtrimester human
chorionic gonadotropin levels in association with poor pregnancy outcome. American
Journal of Obstetrics and Gynecology, 171(4), 1038-1041.

Williams MA, Hickok DE, Zingheim RW, Luthy DA, Kimelman J, Nyberg DA, &

Mahony BS (1992) Elevated maternal serum alpha-fetoprotein levels and midtrimester
placental abnormalities in relation to subsequent adverse pregnancy outcomes. American
Journal of Obstetrics and Gynecology, 167(4 Pt 1), 1032-1037.

Wisborg, K., Kesmodel, U., Bech, B. H., Hedegaard, M., & Henriksen, T. B. (2003).

Maternal consumption of coffee during pregnancy and stillbirth and infant death in first
year of life: prospective study. Bmj, 326(7386), 420.

Wright, F., Kirchhoffer, M. O., & Giacomini, M. (1980). Antiandrogenic activity of
progesterone in human skin. Mauvais-Jarvis P. VCFH, Wepierre J.,(ed.) Percutaneous
absorption of steroids. Academic Press, London, 123-137.

Wouters M.G., Boers G.H., Blom H.]J. ef al. (1993). Hyperhomocysteinemia: a risk

factor in women with unexplained recurrent early pregnancy loss. Fertil Steril, 60,
pp-820-825.

Wyman, A., Pinto, A. B., Sheridan, R., & Moley, K. H. (2007). One-cell zygote transfer
from diabetic to nondiabetic mouse results in congenital malformations and growth
retardation in offspring. Endocrinology, 149(2), 466-469.

Yaron Y, Cherry M, Kramer RL, O'Brien JE, Hallak M, Johnson MP, & Evans MI



https://en.wikipedia.org/wiki/International_Standard_Book_Number
https://en.wikipedia.org/wiki/Special:BookSources/2855981484
https://en.wikipedia.org/wiki/Digital_object_identifier
https://doi.org/10.1016%2Fs0140-6736%2877%2992549-1

Références bibliographiques

(1999) Second-trimester maternal serum marker screening: maternal serum alpha-
fetoprotein, beta-human chorionic gonadotropin, estriol, and their various combinations as
predictors of pregnancy outcome. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 181(4),
968-974.

Yekta Z., Ayatollahi H., Porali R., Farzin A. (2006). The effect of prepregnancy body
mass index and gestational weight gain on pregnancy outcomes in urban care settings in
Urmia-Iran. BMC Pregnancy Childbirth; 6:15.

Yaron, Y., Ochshorn, Y., Heifetz, S., Lehavi, O., Sapir, Y., & Orr-Urtreger, A. (2002).
First trimester maternal serum free human chorionic gonadotropin as a predictor of adverse
pregnancy outcome. Fetal diagnosis and therapy, 17(6), 352-356.

Zhou Y, Fisher SJ, Janatpour M, Genbacev O, Dejana E, Wheelock M, & Damsky
CH (1997) Human cytotrophoblasts adopt a vascular phenotype as they differentiate. A
strategy for successful endovascular invasion? Journal of Clinical Investigation, 99(9),

2139-2151.

&



Reéesume




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
l'acide folique, vitamine B12, I’Homocystéine (Hcy), fer, calcium, 1'alphafoetoprotéine (AFP),
B-HCG, progestérone et 1'cestradiol, qui sont impliqués dans le dépistage des échecs de
grossesse et leurs corrélations avec 1’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 contrdle 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 deuxieéme
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 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 tres
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 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°me 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/1 ; P=0,781) et le calcium (ca) (10,04 + 0,58vs 10,71+ 0,10, P=0,07)
mg /l et (9,96+ 0,781vs 10,29 + 0,1 3 ; P=0,33) mg/l.

D’apres 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 (J3-
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 / 1, 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 / 1, P = 0.886) and (9.54 +
0.85 vs 9.47 £ 1.49) umol / 1, 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 /1, P =0.939) and (1, 16 £ 0.781vs 1.22
+0.10 mg /1, P =0.781) and calcium (ca) (10.04 + 0.58vs 10.71 £ 0.10, P = 0.07) mg / 1 and (9.96 +
0.781 vs 10.29 + 0.1 3, P = 0.33 mg / 1.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 -
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, spontanecous
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).? 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%) s 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) s 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
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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 ’enquéte
Theme : Recherche de marqueurs nutritionnels et génétiques des maladies de la
périnatalité chez la population algérienne

1/Identification des femmes enceintes :

NOM:. e, Prénom :..........cocooiiiiiiin, Date de naissance : ..............c...cccceueenen
AIESSE & ettt Tl s
Date de consultation:..........ccoceeeeveeeieeneeriieenneenne SEMESIIE: ..eeeeerieiieeieeriieee e
Dates des dernieres regles..............cooeeeenn. Date de la derniere grossesse:........cceoveeerueerversueennenns
Activité professionnelle : .................. Activité physique :......... Type d’activité :........ooviiiieanne..
Tabagisme : ............... Poids avant la grossesse (kg) :............ Poids actuel ............ Taille(m) : ...........
Présenter vous des troubles liés a votre grossesse ?......... lesquels.....oveiii e

Avez-vous des dégouts depuis que vous étes enceintes ? ............ Y P e
Mangez vous plus depuis qUE VOUS €S ENCEINLES 7.......cevuieruiiriirieriieeieeie ettt sttt et e st e st sate st e saeesaeesaee e
Avez-vous des envies particulieres depuis que vous étes enceintes ?.................. Lesquelles ?..

Suivez vous un régime spécial ?.................... B NP
2/Nombre de grossesses :

—aterme ............... Prématuré :............ Fausse couche :............... Mort pendant I’accouchement......

A TN (0] 00T 10 10 41

3/Renseignement médicaux personnels :
Diabete : (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)

S/Consentement de participation:

Signature
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Annexes

Fiches techniques des parametres biochimiques
1. Dosage du Fer

Reéactifs
Kit 2 x 100 ml ( Réf. 99 13 42 ) conlenu:
A.2 x 100 ml Solution tampon Réf. 99 06 20
B. 1 x20 ml Réactif de coloration Réf. 99 04 12
C. 1 xS ml Etalon Réf. 99 02 90

Solution aqueuse de fer €quivalente 4 200 ng/dl (35,8 pmol/l),

prét a l'emploi.
Réactifs de travail
Ajouter 1.5 ml de réactif de coloration (Ré

Les concentrations dans les solutions réactives sont les suivantes:

Réactil A : Tampon acetate DI 4.9 170 m j
Chilorhydrate de suanidiniam A1 Gl
hiouree X0 mM |
Hydrosvianune 235 mM

Conservateurs et stabilisan s 2

Reéactif B : Acetate de sodium L70 mM 7
Ferosine i 42 mM

-
2. Calcium

~ Compositien de réactifs

Reacut Idazol Tampon pH 675100 mmul/]
Arsenazo (11 Arsenaso 11 S00120 mmaolA
Standard

Calewm agqueas. .. [hmpAd]

1

Préparation

Tous les réactifs sont préts a 'emploi.

actif B) 4 40 m| de solution tampon (Réactif A).




Equipements supplémentaire

- Spectrophotomeétre 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 ’EDTA ne sont pas acceptable puisque ces produits chimiques

forment des chélates forts avec le calcium.
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Frangais
Domaine d'utilisation

Tesl de liaison pour la délerminalion Quanititalive in vitrg de l'acide lalique
dans le sérum el |e plasma humains.

Le lest est prévu pour ['ulilisation Sur les syslémes d'immunaanal‘yse
Elecsys el cobas e '

Caractérisﬂques

Les anémies nuyj rilionnelles gl Mmacrocytaires peuven| élre dues 3 une
Carence en acide lolique. |3 carence peul résulter d'un régime dépourvu de
Iruits crus, de légumes oy aulres alimenls riches en acide lolique el se
renconire chez les alcaoliques, les loxicomanes, les Personnes agées, les
Personnes de milieux sociayx delavorisés, elc. Par ailleurs, un faux sérique
laible d'acide folique ay cours de la grossesse 5 g1 a5s0cié & des
mallormalions du lube neural du leelus. La carence alimentaire gl |3
malabsorption son les causes principales des déficiis €n acide lolique, ?
L'acide lolique es! Nécessaire pour un mélabolisme normal, 13 synthése de
I'ADN el |a régénéralion des globules rouges, En l'absence de lrailemen,
les carences évoluent en anémie méegaloblastique,

Comme ('anémie mégaloblaslique peul également élre due 4 une carence
en vilamine By, il esi fecommande d'elleciuer yn dosage de 1a vilamine B,
parallélemeni 2 celyi de Facide folique pour délermingr léliclogie de

Ianémie. Les premigrs lesls immuncradinlogiques Pour la délenmination de
lacide folique datent de 19733456

La ?Iupan d'enlre eux ulilisent comme Iraceurs 'acide folique radiomarque
a '3 el des prolgines de liaison nalurelles (protéine de liaison du fail,
[Proléine de ligison de Iacige lolique). Les lesis gy commerce se distinguen
par leurs lechniques de séparalion (libre oy lige) el par leur mélhode de
prélrailement de I'échantillon.

Le les! Elecsys Folate IIf fgi appel au principe de compélilion el utilise yne
proléine de liaison des lolates nalurelle (folate binding protein = FBP),
specilique de l'acide lolique. L'acide lolique conlenu dans Féchantillon entre
en compélilion avec lacide lolique exogene marqué a la bioline pour Jes
sites de liaison fibres du complexe FBP marqué au ruthéniyms

&) Rulbpy)i- Tns[2.2‘-mprr:a,.i}mllle'numillb

Principe

Principe de compélilion. Durée lolale dy Cycle analylique: 27 minules

*  leére incubalion: 25 L déchantillon sonl incybgs avec les réaclils de
préuiailement 1 el 2: [acide lolique lié est libéré des Fap endogénes,

* 2@éme incubalion: L'échantifion Prélrailé est incubé avec [s FBP
marquée au rulhénium. |l se lorme un complexe donl la Quanlilé dépend
de la concenlration en analyle dans I'schanilion.

* 3éme incubation- Aprés addilion des microparticules lapissées de
slreplavidine el de ['acide folique biotinylé, les sites libres de fa FBP
marquee au rulhénium sont accupes; il se forme yn complexe acide
lolique biotinylé-FEP marquée au ruthénium, e complexe immun esi
lixé 3 |2 phase solide par une liaison bioline-sireplavidine.

* Le me’fange réaclionnel es Iranstéré dans la ceflule de mesure, les

Mmicroparticules sonl maintenyes ay niveau de |'électrode par un aimanl,
L'éliminalion de Iz iraction libre est ellecluée par le Passage de ProCel|

* Les résultats sont oblenus  l'aide d'une courbe de calibration. Celle-ci
esl générée, pour l'analyseur ulilisé, par une calibration €0 2 pains el
une courbe de rélérence mémoarisée dans le code-barres du réactil.

Réactits - composition el concenlralions

Le rackpack de réaciifs (M, R1, R2) et les réactils de prélrailement (PT1,
PT2) sont éliquelés Fol ||,

cobas”®

i) o MODULAR ANALYTICS £170

cobase 411
cobas e 501
cobas e 602

PT1 Réaciil de prélraitemen 1 (bouchon blanc), 1 flacon contenant 4 mL:
Sodium 2-mercapioé Ihanesulionale (ME SNA) 40 g/, pH5 5

PT2 Réaclil de Prélrailement 2 {bouchon gris), 1 Mlacon conlenant 5 mL;
Hydroxyde de sodium 259l

M Micropanicules lapissées de slreplavidine {bouchaon lransparent),
1 llacon contenant B.5mL:

Micropanicules ta pissées de sireplavidine 0,72 mg/mL, conservaleyr

R1 FBP~Ru(bpy)?* (bouchen gris), 1 flacon conlenant g mL:

Prolgine de liaison des lolales Marquee au rulhéniym 75 pgiL:

sérumalbumine humaine (stabilisateur): lampon borale/phosphale/
cilrate 70 mmolL, pH 5.5 conservaleur

R2  Acide Iolique-~bioline (bauchon noir), 1 flacon conlenan| § mL:

acide folique biotinylé 17 Hg/L.; biotine 120 pgnL; sérumalbumine
Aumaine [siabilisaleurj; lampon barate 100 mmolA., pH 9.0.-
Conservaleyr

Précautions d’emplol el mises en garde
Pour diagnostic in viro,
Observer les Drécautions habituelles de manipulation en laboraioire.

L'élimination de 10us les déchels doil éire effectyée conlormément aux
disposilions légales.

Fiche de données de sécur ilé dispanible sur demande pour les
prolessionnels.

Ce collrel conlien| des substances classées de la manigre suivanie selon Je
reglement CE 1272/2008:

Danger

H240 Peul étre corrosit pour les mélaux,

H314 Provoque des brilures de la peau el des Igsians oculaires
graves, '

Prévenlion:

P280 Poner des gans de prolection/des vélements de
protection/un équipemenl de proleclion des yeux/dy visage,

Réponse:

P301 +P330 ENCAS D'INGESTION: Rincer la bouche, NE PAS faire
+ P33y vOmir.

P303 + P361

EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les cheveux):
+ P353

Enlever immédialement les véiements conlaminés, Rincer
13 peau a I'eau/se doucher,

P304 + P340

ENCAS D'INHALATION: Transponer la personne 3
+P310

Fexiérieur el la mainlenir dans une posilion ol elle peut
conlortablemen fespirer.

Appeler immédialement un CENTRE AN TIPOISON ou un
médecin,

2015-12, V.!.O Frangais
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P305 + P351 ENCAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: rincer avec

+ Pa3g précaulion & l'eay pendanl plusieurs minules, Enlever les
lentilles de contact si Ja viclime en pone el si elles peuveni
&lre lacilemen enfevées, Continuer 3 rincer.

P390

Absorber loule substance répandue pour éviter qu'elle
allaque les malénayx environnanis.

L'tliquetage de sécurité du produil es| principalement conlorme ala
réglementation CLP/GHS.

Contact 1él.: tous pays: +49-621-7590 f

Tous les matériaux d'origine humaine doiven| éire considérés comme
Palenligllement infectieyy, Tous les dérivés de sang humain ulilisés ont é1¢

négalil. Les méthodes ulilisées pour le dépisiage élaien approuveées par la
FDA ou conformes 3 Ja direclive européenne S8/79/CE, Annexe II, liste A.

Cependant, comme le risque d'inlection ne Peul élre exclu avec certilude
par aucune mélhode, ce produil doil &lre (railg avec le méme soin que les
échantiflons de palients. En cas d'exposition, suivre les directives de
faulorité compélente en matiére de santg. 78

Eviler 12 lormation de moysse dans les réaclifs el les echantillons de lous
lypes (échantillons de palients, calibraleurs e conlriles).

Préparation des réactifs

Les réaclifs contenus dans | cotirel sonl préts 4 I'emploi el ne peuvent éire
ulilisés séparément.

Toutes les informations necessaires au déroulement du tesl sont
meémorisées suf la code-barres des llacons de réaclifs el doivent &ire
saisies.

Conservalion et stabilite

Conservalion enlre 2 g1 g *C.

Ne pas congeler,

Ranger e coflrel de réaclils Elecsys en position verticale, de maniére 3

Ce que loutes les microparicules soien| rassemblées pour
I'homogéngisation Qui précéde l'analyse,

Stabilte:

''''' T TR T T
Jusqu'a la dale de peremption
indiquée

aprés ouverlure, enlre 2 el8°C
e VUREE
sur les analyseyrs

56 jours (6 semaines)
14 jours (2 semaines) 3 bord

ou

28 jours (4 semaines) en cas de
conservalion allernée au
relrigéraleur el sur l'analyseur pour
une durée lolale sur lanalyseur

n'excédani pas 10 x 8 heyres

Prélevement e preparalion des échantillons
Seuls les ypes d'échanlilions indiqués ci-dessous on 1€ leslés el peuvent
élre ulilisés.

Serum recueilli sur lubes de prélévement slandard ou contenan un gel
séparaleur.

Plasma recueilli sur héparinate de lithium, Les lubes de prélévemen du
plasma  lhéparine de lithium contenant un gel séparaleur peuveni élre
ulilisés.

Crilére d'acceplabiliig: camparaison de méthode sérum vs plasma sur
héparinale de lithium, pente enire 0.9 el 1.1 + ordonnée 3 l'origine

<4 2 x Limite dy Blanc (LdB), coefficient de corrélalion 2 0.95.

Sérum: slable 2 heures enlre 15 el 25 *C, 48 heures enire 2 el 8°C,

28 jours enlre - 15 el -25 (. Une seule congélalion possible. Protéger de I

lumiére. Conserver les €chantillons entre 2 el § *C s'ils ne peuven! pas élre
analysés immédialemenl,

Plasma sur héparinate de lithium: stable 2 heures entre 15 el 25°C,

48 heures enlre 2 ef 8 °C. Ne pas congeler les echanlillons conlenant de
I'héparinate dg fithiym, Protéger de la fumiére, Conserver les échantillons
enire 2 el 8 “C s'ils ne peuvent pas élre analysés immédialemen.

ra g

cobas®

Les difiérents lypes d'échantilions indiqués ci-dessus onl é1a lestes a l'aide
d'une séleclion de lubes de piélévemenl disponibles dans le commerce ay

(syslémes de prélévement dy §ang), suivre les inslructions données par le
labricani.

Veiller 4 ce que les &chantillons ne se lrouvenl pas dégradés par la suite
par des addilifs (biocides, anli-oxydanis ou loule subslance pouvanl

madilier le pH de Féchaniillon) alin d'évitar les taux de récupéralion
Ergnes.

Les échanlillons qui contiennent un précipilé doivent &ire cenlrilugés avani
l'analyse.

Ne pas uliliser d'échantillons inaclivés par la chalgyr.

S'assurer avan I'analyse que la lempéralure des échantillons de palienls,
des calibraleurs el des conlrdles se silue entre 20 el 25 °C.

En raison des risques d'évaporation, il es recommande de doser les
échanlillons, les conlrdles el les calibrateurs dans les 2 heures Qui suiven!
leur mise en place sur les analyseurs.

Remargue: L'hémolyse peyt augmenler considérablement les (aux d'acide
lolique du fait des conc eniralions élevées de folates dans les globules
rauges. Ne pas uliliser d'échantillons présentant une hémolyse. Les

€chantilons deslinés ay dosage de I'acide folique doiven Elre prélevés sur
des palients 3 jeun,

Matériel fourni

Vair paragraphe « Réaciils - compasition el concenlrations »
Malériel auxiliaire nécessaire

. 07560001190, Folate [I| CalSel, pour 4 x 1.0 mL

. 05618860190, PreciControl Varia: pour 2 x 3 mL de PreciConirol
aria 1 el 2x 3 mL de PreciConlrol Varia 2

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

[FE7] 03183971122, Diluent Universal, 2 x 36 mL diluan pour échanlillon
* Equipemen habituel de laboraloire
* MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e
Maleniel auxiliaire pour I'analyseur cobas e 411
: 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL, lampon sysléme

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

. 11830346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, addilif 4 |a solulion
de lavage

. 11833159001, Adaptaleur pour SysClean

. 11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 80 x 60 cuvelles
réaclionnelles

. 11706795001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 embouls de
pipelle

Matériel auxiliaire pour fes analyseurs MODULAR AN ALYTICS E170,
cobas e 601 el cobas e 602

. 04880340190, ProCell M. 2 x 2 L, lampon sysiéme

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

» 03023141001, PCICC-Cups, 12 godels pour la hermorégulation de
ProCell M et CleanCell M avanl emploi

= [ReF] 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solution de lavage de
aiguille en fin de série el enire les changemenis de réaciils

. 03004899150, PreClean M, 5 x 609 mL, solution de lavage avani Iz
détection

. 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 blocs de
84 lubes 2 essailembouls de pipelles, sacs pour dechels
. 03023150001, WasleLiner (sacs pour déchets)

. 03027651001, SysClean Adapler M, adaplaleur pour SysClean
Pour lous les analyseurs:
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HCYS | cobas’

* Homocysteine Enzymatic Assay
Reéferences de commande

| cobas ¢ pack(s ulilisable(s) sur les analyseurs

suivanlsp . ) el
05385415 190 Homocysleine'_‘Eizymaﬁc Assay 100 tests Syslem-ID 07 7487 1 | Roche/itachi cobas ¢ 31 1, cobas ¢ 501/502
05385504 190 | HCYS Calibrator Kit (2x3mL) Code 580

05142423 190 | 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) System-ID 07 6869 3
Frangais HMTase
Informations techniques Hey + SAM ———= SAH + Met
Pour les analyseurs cobas ¢ 311/501:
HCYS: ACN 778 [

Pour 'analyseur cobas ¢ 502
HCYS: ACN 8778 SAHase
Domaine d'utilisation SAH ~ —————=  Hey+ Ado

Test in vitro pour [a détermination quantitative de la L-homocystéine totale
dans le sérum et le plasma humains sur les syslémes

Roche/Hitachi cobas c. Le lest peut &tre une aide dans Je diagnostic des ADA

atients chez lesquels on suspecte une hyperhomocystginémie U une ;
ﬁomm&lmuﬂe_ 9 5 da o o Ado —=  |Inosine + NH;
Caractéristiques'2? GLDH
L'homocystéine (Hey) est un acide aming possédant un thiol. Ele esl
synihélisée par démethylation intracellulaire de la méthionine. MNH; + NADH —= Glulamale + NAD*+ H.0
L'homocysteine lotale (HHey) représente la somme de loutes les formes + 2-oxoglutarate

d'homocystéine (oxydée, lige a des protéines et libre),

Un taux élevé de tHey s'est avéré étre un important facteur de risque de Reaclifs - compositicn et concentrations

maladie cardiovasculaire."23 En raison de sa nature irritante, un eXcés R1  Réactif NADH

d'Hey dans I sang circulant peut étre 4 l'origine de lésions des vaisseaux ; i | .

artériels, el conduire & une inflammation et & Ja formation de plagues S-adénosylméthionine 0.1 mmollL, TCEP* 5 0.5 mmollL,

pouvant conduire au blocage du flux sanguin vers le caeur, 2-oxoglutarale < 5.0 mmol/L, NADH > 0.2 mmoliL, tampon, pH 9.1
L'augmentation des taux de IHcy es! due & quatre facleurs principaux: (25 *C), conservaleur, stabilisateur

1. anomalies enzymaiiques généliques impliguées d;ms le métabolismede  R2  Réactif enzyme
I'Hoy: déficil en cystathionine béta-synthase (CBS), en méthionine- i 3 ;
synthase (MS) et en méthylane tétrahydrofolate réductase (MTHER), H?"‘DCYS‘E"Y‘E S-méthyltransferase (HMTase) 5.0 kUL, glutamate
2 it " Harmings /(8. B.y ol folai déshydrogénase (GLDH) 10 kUL, caséine (bovine) < 0.2 %,
-, Gatence nulrivonnefie en vilamines B(By, i et folales), . tampon, pH 7.2 (25 °C), conservateur, détergent
3. insuffisance rénale entravant la clairance efficace des acides aminés,

: : e nedl . R3  Réaclif de démarrage
4. interactions médicamenteuses (oxyde nitrique, méthotrexate, 9

phényloine) interférant avec le mélabolisme de I'Hey. Il existe Adénosine désaminase (bovine) 5.0 kUL,
egalement un lien entre les taux élevés de tHey et la maladie S-adénosyl-homocystéine hydrolase (SAHase) 3.0 KUIL, caséine
d'Alzheimer, les maladies neuropsychiatriquess et l'ostéoporose.® Des (bovine) < 0.2 %, tampon, pH 7.2 (25 °C), conservateur,
direclives four la détermination de L tHcy en laboraltoire clinique ont été {abilisat !
élablies.” Siaoilisateur

* Tris{2-catboxyéthylprosghine

Principe = s
Le lest Homocysteine Enzymatic Assay est basé sur un principe d'analyse R1 esten position A, R2 en position B et R3 en position C.

innovant qui utilise un cycle enzymatique permettant d'évaluerle produitde  prgcautions d’emploi et mises en garde

conversion du co-suhstral_ plutdl gue le co-substrat Iui-méme ou Ieg produits Pour diagnostic in vitro

de conversion homocysiéinés da rHcy. LHoy oxydée est dabord rédhite en Observer les précautions habituelles de manipulation en laboraloire.

Hey libre qui réagit par la suite avec un co-substrat, la il e : .
S-adénosyl-méthionine (SAM), pour former de la méthionine (Mét) et de la Ei:g{rgﬁf;fsnlgga'ggs les déchets doit étre effecluée conformément aux

S-adénosyl-L-homocystéine (SAH) dans une réaction calalysée par une : G e

My &méﬁlynransfﬁse. L8 SAH )esl dgriminde par ung % Sebon cm?e de doninees de sécurité disponible sur demande pour les

enzymalique couplée lors de laquelle elle est hydrolysée en adénosine HCRERORRGS:

(Ado) et Hey en présence de SAH-hydrolase. L'Hcy est réinjeciée dans le Préparation des réactifs
cle de conversion, ce qui induit une amplification du signal de détection. Prét & l'emploi,

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

la demiére élape, 'enzyme glutamale déshydrogénase (GLDH) catalysela  Conservation et stabilité

réaction de |'ammoniac en présence de 2-oxoglularale et de NADH pour

former du NAD*. La concentration en Hcy de échantillon es! directement HCYS
proportionnelie & la quantité de NADH converti en NAD* {AAagg ). Avant ouverlure, enlre 2 et 8 °C: Voir date de
peéremplion sur
l'étiquetle du
cobas ¢ pack.
A bord, en cours d'utilisation el réfrigéré sur 4 semaines

l'analyseur;

- e = S Ean e TR T A — i o i e i —_—
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HCYS

Homocysteine Enzymatic Assay

Dilvent NaCi 9 %

Avanl Ouverlure, enlre 2 el 8 *C- Voir dale de

péremption sur

Iétiquetie du

cobas ¢ pack.
A bord, en cours d'ulilisation el rélrigéré sur 12 semaines
I'anegseur

Ne pas congeler,

Prélévemen| et préparation des €chantillons

Pour le prélavement g| 12 préparalion des &chantillons, uliliser uniquement
des lubes ou réc ipients de recueil appropriés,

Seuls les types d'échantilions indigués ci-dessous onl éié leslés el peuvent
Elre ulilisés,

Sérum

Plasma: Plasma recueill sur heéparinale de lithium, EOTA dipotassique et
EDTA ipolassique.

Il est important de cenlriluner les échanlillons de sang immédialemen
apres le prélévement pour séparer le plasma des Eléments figuiés, S une
cenlrilugalion immédiale I'esl pas possible, las échanlillons de sang
doivenl éire conserves syr de 1a glace et cenlrilugés dans I'heure qui suil le
m@[ﬂp{n@ﬂt. L'analyse d'échantilions présentan| une hémalyse, un

d'une séleclion de tubes de prélévemeni disponibles dans le Commerce au
moiment du lesl: los lubes de prélévement des différents fabricanis n'onl
115 l0us 81é leslés. Los syslemes de prélévement dy 5ANng de divers

abiicanis peuven| coplenyr difiérents maténaux Pouvanl, dans cenains cas,

influencer le résynal du lesl. En cas d'ulilisation de lubes primaires

(syclémes de preélévement du sang), suivre les insiructions données parlg
labrican!,

Stabililg.es. 4 jours enlre 15 g 25 *C

4 semaines enlre 2 el § *C
10 mois 4 -20 'C

Les échantillons qui contiznnent un précipité doiven| éire centrifugzs avanl
l'analyse.

Matériel tourni
Vuir paragraphe « Réaciis - composilion el concentrations ».
Maltériel auxillaire neécessalre

= Vuoir Paragiaphe « Rélérences de commande «,
Equipemenl habiluel de laboralgire

Reéalisation du tes|

Pour garantir le bon lonclionnement duy lesl, se conlormer ayx instruclions
Elalives 3 l'analyseur ulilise indiquées dans le présent document. Pour les
insiruclions speciliques de V'analyseur, se rétérer ay manuel d'ulilisalion
aporapric.

En cas d'uiilisalion de tesls nan valides par Roche, les perlc»rman-_:es
analyliques ne son| Pas garanlies el deivent dlre définjes par l'utilisaleur,

Application pour le séium el le plasma
cobas ¢ 311 Délinition dy fas|
Mode de mesure Painl Final 2

Temps de dosage/poinis de 10/ 36.57
mesure

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

Sens de la réaclion Décroissani

Unilgs pmaliL

Pipetage des réaclits Diluant (H,0)
Rt 176 pL -

R2 28 pL -

R3 20 L =

cobas’

Volumes échanlillan Echantilion Dilution échanlilion
Echantillon  Difuant (NaCi)

Normal 14l = -

Diminué 14 pL 30 pL 120 pL

Augmenité 14 pL - =

tobas ¢ 501/502 Définition dy lesi

Mode de mesure Point Final 2

Temps de dosage/points de 10 /51-70

mesure

Longueur d'ondes (sec/pring) 7001340 nm

Sens de la réaction Décroissani

Unités pmolfL

Pipelage des réaclils Diluanl (H,0)

A1 176 pL -

R2 28 plL -

Rl 20 pL =

Volumes échantilion Echanlilion Dilution échantilion
Echantilon  Diluah {NaCl)

Normal 14 uL - =5

Diminue 14 pL 30 pL 120 pL

Augmenlé 14 pL = -

Calibration

Calbrateurs S1-5: HCYS Calibrator Kit

Facleurs mulliplicateurs de 1a valeur du calibrateyr
HCYS Calibrator Kil poumde calcul des
concenlralions des slandhrds de 1a courbe de
calibration (calibration en 5 poinls):

$1:0.050 54:0.500
S2:0.100 S5:1.00
§3:0.250

Type calibration ACM

Fréquence des
calbralions

Calibration compléle

* lous les 7 jours

* & chaque nouveau Jol de réaclifs
* et sile conlidle de qualite l'exige

Tracabilité: La mélhode a €I€ slandardisée par fappon au malériel de
réiérence NIST SAM 1955,

Cantréle de qualité

Pour le contréle de qualite, uliliser les malgriayx de conirdle indiqués dans
Ia section « Rélérences de commande ».

D'aulres contrdles appropriés peuvent également éire ulilisés,

La Iréquence des conlrdles e les limiles de confiance doiven ire
adaplées aux exigences du laboraloire, Les résy liats doiven se silugr dans
les limiles de conliance définies. Chaque laboraloire devra Elablir la
procédure 3 suivre si fes résulials se siluenl en dehors des limiles définies.
Se conlormer & fa ré?lemenlalian gouvernemeiilale el aux direclives
locales en vigueur relalives ay conlrole de gualile,

Caleul des résultats

Les systémes Roche/Hilachi cobas ¢ calcelen! aulomatiquement 13
cancenlralion en znalyte de chaque échantillon.
Limiles d'utilisation - inleriérences

Crilére d'acceptabiliié: Recouvrement £ 10 % ge la valeur iniliale pour des
oncenlralions en analyte > 15 pmoll ou + 1.5 pmollL peur des
concenlralions en analyle < 15 pmoliL.

2015-09, v 3.0 Francais
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HCYS

Homocysteine Enzymalic Assay

Ictére:"' Pas d'interérence signilicalive jusqu'a un indice | de 20 pour la
bilirubine conjuguée el nan conjuguée (concenlralion approximalive en
bilirubine conjuguée el non conjuguée: 342 pmol/L ou 20 mg/dL).
Hemalyse:'! Pas d'interlérence signilicative jusqu's un indice H de 100
{concentration approximative d'hémoglobine: 62 pmol/L ou 100 mg/dL).
Lipémie (Intralipid):'! Pas d'interférence signilicalive jusqu'a un indice L de
250. i n'y a pas de concordance salisfaisante enire |a turbidité (indice L) el
la concentralion en triglycérides.

Médicaments: Aucune inlerférence n'a 1é rouvée aux concentralions
Ihérapeuliques dans un panel de meédicaments Iréquemment administrés."?
13

Exceplions. Glulathione 0.5 mmol/L, Cysiathionine 100 pmoliL,
Pyruvale 0.5 mmollL.

Chez les patients lrailés par le méthotrexale, la carbamazépine, la
phényloine, I'oxyde nilrique, les anliconvulsivants ou le 6-azundine
lriacélale, les laux de Hey peuven! élre augmeniés en raison d'une
inlerférence avec le mélabolisme de IHey.” '@

La S-adénosylhomocysiéine (SAH) conduil & une inleriérence positive
signilicative. Neanmoins, la SAH n'est déleclable dans le plasma normal
qu'a des concenlralions sub-nanomolaires el ne devrail pas géner,"

L'addilion de 3-deéazaadenosine pour inhiber |a produclion de Hcy dans les
érylhrocyles a élé suggérée. Les échanlilions conlenani de la
J-déazaadenosine ne peuvenl pas éire analysés avec le les!t Homacysteine
Enzymalic Assay, celle-ci inhiban! une des enzymes clé ulilisees dans le
lest.

Dans de Irés rares cas, Ia gammapathie, en paniculier de type Igh

{macroglobulinémie de Waldenstrom), peut conduire a des résullals
eronés.™

Pour le diagnoslic, les résullats doivent loujours élre conlroniés aux
données de ['anamnése du palient, au tableau clinigue el aux résullals
d'autres examens.

ACTION NECESSAIRE

Programmalion de lavages spéciaux: Sur les analyseurs
Roche/Hilachi cobas c, cenaines combinaisons de lesls nécessilent |a
programmalion d'élapes de lavage spéciales. La dernigre version de la hsle
de prévention des conlaminations (Carry over.evasion list) ligure dans les
fiches lechniques de NaOHD-SMS-SmpCin1+2-SCCS. Pour de plus
amples instruclions, se rélérer au manuel de lulilisaleur. Analyseur
cobas ¢ 502: Toules les programmalions de lavages spéciaux pour 12

prévenlion des coniaminalions se lonl via cobas link. Aucune entrée
manuelle n'est nécessaire.

Le cas échéant, la programmalion des lavages spéciaux/de prévention

des conlaminations doit élre implémentée avanl d'efiectuer le rapport
de ce lesl.

Limiles el intervalles

Domaine de mesure

3-50 pmoliL

Déterminer les échanlillons ayant des concenlralions plus élevées via la

lonclion Réanalyse, La dilution des échanlillons délerminés par la fanclion

réanalyse esl de 1/5. Les résultats des échanlilions dilués pour la réanalyse
sonl aulomaliqguement mullipliés par 5.

Limites inférieures de mesure

Limile du Blanc (Ld8), Limite de Délection (LaD) el Limile de Quantification
{LaQ)

Limile du Blanc = 3 pmollL
Limite de Déteclion =3 pmolL
Limite de Quantilication = 5.5 pmal/L

La Limite du Blanc el la Limite de Déleclion onl €l déterminées
conlormément aux recommandalions du prolocole EP17-A du CLSI
(Clinical and Laboralory Standards Inslitule).

La Limite du Blanc correspond au 95%™ percentile d'au mains

60 délerminations d'échantillons exempls d'analyle dans plusieurs séries
indépendantes. La Limile du Blanc correspond a la concentration au-
dessous de laquelle on oblienl des échantillons exempls d'analyle avec une
probabilité de 95 %.

La Limile de Détection a é1& délerminée sur la base de la Limite du Blanc el
la dévialion standard des échanlilions de faible concentration.

cobas’

La Limite de Déleclion correspond a la concenlration en analyte |a plus
basse géleciable (valeur siluée au-dessus de la Limite du Blanc avec une
probabitité de 95 %).

La Limite de Quantificalion est définie comme €lani la conceniralion en
analyi¥la plus basse, mesurable de maniere reproductible avec une efreur

lotale de 30 %. Elle 2 é1é délerminée a l'aide d'échanlillons ayant une laible
conceflralion en homocysiéine,

Valeurs de rélérence

Dans la plupan des laboratoires des USA, la valeur seull ulilisée pour les
laux normaux de Hcy chez ladulle est 15 pmalll.

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

L'age, la grossesse el 1a lonclion rénale onl une inlluence imponante.
L'acide lolique absorbé sous lorme de compléments alimentaires ou par
supplémenialion dail élre pris en considéralion:

Population Supplément acide Sans supplément
{olique

(chﬁ a jeun/conc. basale,

en pmol/L)

Gm‘sesse 8 10

Enfanis < 15 ans 8 10

Mdles: 152 65ans 12 15

Peéponnes agées > 65 ans 16 20

Ch’g&:ue laboraloire devra vénlier 1a validité de ces valeurs el éiablir au
besdin ses propres domaines de référence selon la population examingée.
Performances analyliques

Les performances analyliques indiquées ci-dessous sonl représentalives,
Les résultals oblenus au laboratoire peuvent dillérer de ceux-ci.
Précision

La précision a élé délerminée a l'aide d'echanlillons humains el de
conirdles selon les directives EPS du CLSI (Clinical and Laboralory
Standards Institule): répétabililé (n-= 21) el précision inlermédiaire

(2 aliquotes par série, 2 séries par jour, 21 jours). Les résultals suivanis ont
elé ablenus:

Répéiabilité Moyenne SD cv
umollL pmolL %
Homocysteine Conlrol 1 12.2 0.2 1.5
Homaocysteine Conirol 2 391 07 18
Sérum humain 1 8.26 0.186 20
Sérum humain 2 131 D2 1.8
Sérum humain 3 30.0 ' 04 14
Sérum humain 4 444 09 20
Précision intermédiaire Moyenne S0 cv
umolL pmolL %
Homocysleine Canlrol 1 12.2 03 2.1
Homacysteine Conlral 2 394 0.8 20
Sérum humain 1 8.26 0.19 23
Sérum humain 2 13.1 03 2.1
Sérum humain 3 30.0 0.5 1.8
Sérum humain 4 44 4 1.0 2.2

Comparaison de méihodes

Les laux de Hey délerminés dans des échantillons de sérum humains sur
I'analyseur cobas ¢ 501 (y) ont £1é comparés & ceux dblenus avec le
réaclil correspondant sur un analyseur COBAS INTEGRA 400 (x).
n=56
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‘Elecsys Active B12
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Frangais

Informations techniques
Pour '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 812 est un micronutriment hydrosoluble essentiel qui ne peut
&tre produit par I‘or?anisme humain."23 Trois protéines porieuses
interviennent dans le transport et 'absorption de la vitamine B12
(cobalamine): le facteur intrinséque, la transcobalamine (TC) et
I'haptocorrine (HC).! La majeure partie (70 & 90 %) de la vitamine B12
sérique folale circulante est fixée & HC.“S Environ 20 4 30 % de la
vitamine B12 totale circulante sont fixés a la TC (connue sous le nom de
holoTC).* Sa libération depuis Iz circulation portale vers les cellules se fait
par [lintermédiaire de I'aloTC, Ia fraction biclogiquement active.* Cette
isoforme capable de pénétrer dans les cellules pour exercer I'action
biologique de la vitamine B12 est qualifiée de « vitamine B12 active » 45

La vitamine B12 est essentielle dans le métabolisme des hydrates de
carbones, des c?raisses el des protéines, de méme que dans la synthése
des acides nucléiques.? Elle serl de cofacteur pour les enzymes et joue un
role central dans deux réactions métaboliques importantes: |a conversion
de I'nomocystéine en méthionine et celle du méihylmalonyl-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 ceniral et la formation et régénération des globules rouges.28

Une carence en vitamine B12 peut avoir des répercutions cliniques
majeures e, non fraitée, causer des lésions iréversibles, 7.2 Les
manifestations de carence en vitamine B12 les plus communes sont les
roubles hémalologiques touchant en particulier fa formation des
érythrocyles (anémie mégaloblastique, par ex.)™® et les troubles
neu.roiogl'ques, 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
gue ceux-ci spient moins fréquents.®

Les causes les plus communes de carence en vitamine B12 sont le fait
d'une malabsorption due a une anémie pemicieuse (gastrite auto-immune)
ou au vigillissement, d'un apport alimentaire insuffisant et d'autres
dysfonctionnements acquis du métabolisme de la vitamine B12.73.1

L'noloTC étant la part active de la vitaming B12% et ayant une demi-vie
circulante plus courte que IholoHC, de nombreuses publications
considérent le dosage de I'holaTC comme un meilleur indicateur
diagnestique e! clinique de carence en vitamine B12 que celui de la
vitamine B12 sérique totale 26111212 Contrairement & la vitamine B12
sérique totale, 'holoTC est supposée éire slable au cours de la
grossesse.5®1 Par ailleurs, 'holoTC s'est montrée étre le meilleur
indicateur du statut de fa vitamine B12 dans la population Agée, suggérant
de doser |a vitamine B12 active en premigre intention pour dépister les
carences en vitamine 812,

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

= 1ére incubation: 30 pL d'échantillon, un anticams monoclonal
anti-holotranscobalamine margué 2 Iz bictine et un anticorps
monoclonal anii-ranscobalamine marqué au ruthénium® réagissent
pour former un « sandwich »,

| MODULAR ANALYTICS E170
cobas e 411
cobas e 601
cobas e 602

* 2&me incubation: les microparticules tapissées de streptavidine sont
ajoutées dans la cuvetie réactionnelle. Le complexe immun est fixé & la
phase solide par une lizison streptavidine-biotine,

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

= Lesrésultats sont obtenus a l'aide d’une courbe de calibration. Celle-ci
est générée, pour I'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,

2) Rulbpy™: Tris(2,2bipyridyljruthéniumill)

Reéactifs - composition et concentrations

Le rackpack réactif est &tiqueté ACTB12.

M Microparticules tapissées de streptavidine, 1 flacon, 8.5 mL;
Microparticules 1apissées de streptavidineg 0.72 mg/mL; conservateur

A1 Ac anti-holotranscobalamine~biotine, 1 flacon, 9 mL:
Anticorps monaclonal (souris) anti-holotranscobalamine biotinylé
2 mgiL; tampon HEPES® 50 mmol/L, pH 6.8; conservateur

Ac anti-transcobalamine~Ru(bpy)é*, 1 flacon, 9 mL:
Anticorps monoclonal (souris) anti-transcobalamine ruthénylé
0.5 mg/L; tampon HEPES 50 mmol/L, pH 6.8; conservateur

D) HEPES = acide [(hydroxy-2 éthyl}-4 pipérazinyk-1]-2 éthanesulionique

Précautions d’emploi et mises en garde

Pour diagnostic in vifro.

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

Fiche de donnees 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 contréles).

Préparation des réactifs

Les reéaclifs 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 § °C.

Ne pas congeler.

Ranger le coffret ds réactifs Elecsys en position verticale, de maniére 2
ce que toutes les microparticules soient rassemblées pour
I'homogénéisation qui précéde I'analyse.

Rz

Stabilitg: i

|
|

avani ouveriure, enire 2 et 8 °C jusqu'a la date de péremption
| indiguée
! 48 jours |

sur les analyseurs

Prélevement et préparation des échantillons

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

Sérum recueilli sur tubes de prélévement slandard ou contenant un gel

séparateur,
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Elecsys Active B12

Stabilité: 5 jours entre 15 gy 25 *C. M joursentre 2 et § *C. 6 mais &-20 °C
(25 °C). Les échantillons Peuvenl éire congelés 5 fais.

Les différents lypes d'échanlillons indiqués ci-dessus on €1€ leslés & |'aide
d'une sélection de lubes de prélévement disponibles dans le commerce ay
moment du lest: les lubes de prélévement des différents fabricants n'ni
Pas lous CI€ testés. Les Syslémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent contenir diftérents matériaux Pouvanl, dans centains cas,
influencer le résultat dy tesi. En cas d'utilisalion de lubes primaires

(sls:d’s lemes de prélévement dy sang), suivre les instruclions données par le
fabricant, >

Les échantillons qui contiennent un précipilé doiveni étre cenlrifugés avan|
l'analyse.

Ne pas uliliser d'échantillons inactivés par la chaleyr,

Les échantillons oy conirgles slabilisés Par de l'azide ne doivent pas étre
ulilisés,

S'assurer avan| I'analyse que Ia lempéralure des €chanlillans de palienis e
des calibrateurs se silye enlre 20 el 25 °C,

Enra Es_on des risques d'é vaporalion, il es recommandé de doser les
echantillons el les calibraleurs dans fes 2 heures qui suivent leyr mise en
Place sur les analyseurs.

Matériel fourni
- Vair paragraphe « Réaclils - composilion el concentrations ».
Malériel auxiliaire nécessaire .
. 07726350190, CalSe Aclive B12, pour 4 x 1.0 mL
. 07713223190, PreciControl Active B12, pour4 x 3.0 mL

. 0519’2943190, Diluent Universal 2,2 x 36 mL, diluant pour
echanlillon

* Equipement habiluel de laborataire

* MODULAR ANALYTICS E170 Ou cobas e

Malériel auxiliaire pour I'analyseur cobas e 411

. 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon systéme

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

° [REF| 11930346122, Elecsys S sWash, 1 x 500 mL additif a la solution
e s 3y
e lavage

- 11933159001, Adaplaleur pour SysClean

. 11706802001, Assa ¥Cup, 60 x 60 Cuvelles réaclionnelles

- 11706799001, AssayTip, 30 x 120 embouts de pipelle

- 11800507001, Clean-Lingr

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

. 04880340190, ProCel M,2x2L, tampon sysléme

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

. 03023141001, PC/CC-Cups, 12 godets Paur la thermorégulation de
FroCell M el CleanCell M avan emploi

8 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solulion de lavage de
Faiguille en (in de série e enlre les changements de réaclis

. 03004899190, PreClean M, 5 x 600 mL, solulion de lavage avani I
detection

. 12102137001, AssayTip/AssayCup, 48 blocs de g4 cuvelles
reaclionnelles/ embouts de pipelies, sacs pour déchels

. 03023150001, WasteLiner (sacs pour déchets)
. 03027651001, SysClean Adapler M, adaptateur pour SysClean
Pour lous les analyseurs:
. 11298500316, ISE Cleaning Solution/Elecsys SysClean,

5 X100 mL solution dg lavage du sysiéme
Reéalisation du test
Pour garaniir le bon fanclionnement gy lest, se conformer aux instructions
relalives 3 I'analyseur ylijisé indiquées dans le présenl document, Poyr les
instructions speciliques de l'analyseur, se référer au manuel d'ulilisation
approprié,

cobas’

L'analyseur effeciye aulomaliquemen| Ihomogénéisation des
Micropariicules. Les paramelres spéciliques dy (es| mémorisés dans |e
code-barres doiven| élre saisis, Si, exceplionnellement, le code-barres ne
peul étre lu par I'appareil, saisir manuellement |a série des 15 chiffres
inscrits sur I'éliquente {excepté pour I'analyseur cobas e 602).

Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e 602-
L'utilisation de la solylion PreClean M es nécessaire,

Amener les réaclifs refrigérés & environ 20.°C et les placer dans Je plaleau
réactifs de l'appareil thermostalé & 20 °C. Eviter la formation de mousse.

L'analyseur gére le conlrdla 0¢ la iempéralure, I'ouvenure el la lermelure
des flacons,

Calibration

Tragabilité: La méthode a €lé slandardisée par rappor au standagd
international de 'OMS dy NIBSC (National institute for Biological Standards
and Conlrol), code 03/178,

Le code-barres des reaclifs Elecsys coniient loutes les informations

nécessaires a la calibration du lot, La courbe de rélérence est adaplée a
l'analyseur 3 I'aide dy CalSe! respectil.

Fréquence des calibrations: Effecluer une calibration par lof en ulifisant dy
reaclil frais (ayant élé enregisiré depuis au maximum 24 heures sur
l'analyseur),

La Iréquence de calibration Peul éire réduile aprés une vérifica lion
acceplable de la calibration par le laboratoire.

Une nouvelle calibration sl recommandée:
= aprés B semaines pour un méme lot de réaciif
* aprés 7 jours pour un méme coffrel de réaclif resté sur I'analyseur

*  sinécessaire: par ex. sj 1es résultals du contréle de qualité se siluent en
dehors des limiles de confiance définies.

Cantréle de qualité
Uliliser PreciConiral Acti ve B12,
D'autres conirles appropriés peuvent également étre utilisés.

Il est recommandé de doser les sérums de conlrdle en simple au moins une
lois toules les 24 heures pendant yne rouline, pour chaque nouveau colfre)
el aprés chaque calibration.

La frequence des contrles el les limiles de confiance doiven! éire

adaplées aux exigences du laboraloire, Les résulials doivent se siluer dans
les limi i lini i

Se conlormer & la réglementalion gouvernementale et aux directives
locales en vigueur refatives au coniréle de qualité.

Remargue:

Pour des raisans lechniques, les valeurs cibles réallribuées uniquement
une combinaison de lol de réaclils el de conlrgles spécifique, doivent éire
saisies manuellement syr lous les analyseurs (excepté pour l'analyseur
cobas e 602), A cel eflel, toujours se référer aux indicalions figurant sur la
fiche de valeurs jointe au colirel de réactils ou de PreciControl, pour
s'assurer de bien uliliser les valeurs cibles correctes.

Au prochain nouveau lof de reaclifs ou de contrdles, l'analyseur lira
aulomatiquement les valeyrs encodées dans les code-barres,

Calcul des résultas

L'analyseur calcyle aulomaliquement la concentration €N analyle de
chaque échantillon. Les résulats son| exprimés en pmol/L.

Limites d'utilisation - interférences

Linfluence des substances endogénes el médicamenleuses Suivanles sur
les performances analyliques du lest a é1g rech erchée. Les inlerférences
onl 1€ lesiées jusqu'aux Concenirations indiquées, Aucune influence sur
les résullats n'a gig observee,

Subslances endogénes

Substance Concentration testée
< 1129 ymol. ou < 66 mo/dL

< 0.621 mmolL ou < 1000 mg/aL.

Bilirubine

B!
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L T e e L
Substance Concenlralion tesiée
Facleur thumaloide  <1200U0mL
Sérumalouming humaine | <7 gldL

Crilére d'acceplabilité: Pour les concenlralions comprises entre

3 el 8 pmoll, la déviation est < 0.8 pmolL. Pour les concentrations entre
> 8 €1 100 pmolAL, la déviation est < 10 %, Pour les concentralions

> 100 pmiollL, la dévialion est < 15 %,

Chez les palients irailés par de fortes doses de
fecommandé d'effeciuer le prélévement de I'é
aprés la derniére adminisiration,

On n'a pas observé d'effei crochet
holotranscobalamine de 1000 pmol

Substances pharmaceuliques
Linfluence de 16 médicaments Iréquemment
In vilro. Aucune interférence n'z ¢g observée

Dans de rares cas, des lires Ires g
anlicorps spéciliques de I'anal
anti-tuthénium peuvent condy
minimisés dans le les| par un

Paur le diagnosiic, les

données de l'anamné
d'aulres examens,

biatine (> § magfjour), il est
chantillon au moins 8 heures

Jusqu'a des eoncentralions en
In

adminisirés a €€ recherchee

levés d’anticarps dirigés conire des
yle, des anlicorps anli-slreptavidine ou
ire a des inlerférences, Ces effets sont
procédé approprié,

résullats doivent toujours élre confrontés aux
se du patient, au lableay clinique el aux résultals

polymomphismes généliques a
: EME Non apparentés au méla
Peuvent avoir une influence sur fes résullals du |

ppareniés,
bolisme de la vitamine B12

Limiles el intervalles
Domaine de mesure

3.0-150 pmol/L (défini par la Limite de Délection el |e maximum de |a
courbe de rélérence). Les tayx silués au-dessous de la Limile de Détection
sont exprimés de la maniére suivante: < 3.0 pmaliL. Les laux silués ay-
dessus du domaine de mesure sonl exprimés de la maniére suivanie:

> 150 pmaliL.

Limites inférieures de mesure

Limite du Blanc, Limita de Déltection et Limi
Limite du Blanc = 2.0 pmol.

Limile de Détection = 3.0 pmolfL

Limite de Quantilication = 5,0 pmol/L

La Limite du Blanc, la Limite de Détection el
EI¢ déterminées conformément aux exigenc
s Institule),

and Laboralary Standard

La Limite du Blanc correspond ay 95sme cenlile d'au moins .

60 délerminalions d'échanlillons exempls d'analyle dans plusieurs séries
indépendanles. La Limite dy Blanc correspond 4 Ia concentration
au-dessous de faquelle on obtien| des échantillons exempis d'analyle avec
une probabilité de 95 %,

La Limile de Déteclion z é1& délerminée sur la base de Ja Limite du Blanc et
1a déviation standard des échantillons de faible concenlration. La Limile de
Délection Correspond a la concenlration en analyle a plus basse délectable
(valeur siluée au-dessus de la limile du blanc avec une probabilité de

95 %),

La Limite de Quantilication est définie comm
danalyte dans l'échantillon pouvani ére qua
imprécision acceptable lolale < 10 %,
Dilution

Les echantillons présentant une conceniration en hololranscobalamine
siluée au-dessus du domaine de mesure peuven élre dilués avec
Diluent Universal 2. Rappornt de dilution recommande- 1/2 (dilution
automaligue sur les analyseurs ou manuelle). La concentration de
I'échanlilion dilué doil &tre » 65 pmolfL.

Sila dilution est efleciuée manuellement, muliplier
lacleur de dilution.

Si la dilution esl effeciuge par I'anal
dulomaliquement de la dilution lors

te de Quantification

la Limite de Quantification on
es EP17-A2 du CLSI (Clinical

e élant la quanlité |a plus faibie
nlifiée exaclemenl avec une

le résultat oblenu par le

yseur, le logiciel lient comple
du cacul du résultal,

®

cobas

Remarque: une non lin
paur les échanlillons di
situées au-dessus du
contenir de faibles qu
pour les éludes de lin

earilé échanlillon-dépendanie peul élre observée
lués présentant des concenlralions en analyte
domaine de mesure. Comme Diluent Universal 2 peul

antilés de vitamine B12, il est recommandé d'uliliser,

sans influence.

Valeurs de référence

Compte tenu de I'héléro
alimentaires, il est r
valeurs normales s
d'échanlilions stali
clinique aux résult

Le
E

Qénéilé des populalions el de
ecommandé au laboralgir
ur une période adéquate
sliquement significalif ava
als,

s valeurs indiquées ci-des

s habiludas

€ de délerminer sés propres
&l 2 pariir d'un nombre

ni d'allribuer une signification

Sous ont

lecsys Active B

o 3
Intervalle de concen Iralions
(2.58me.g7 5éme ol )

37.5-188

Ces valeurs sont données a litre d'orientation,

Chaque laboraloire devra vérifier la validilé de ces valeurs el élablir au
besoin ses propres domaines de référence selon la Population examinée.

Performances analytiques

Les performances analyliques indiquées ci-
Les résullats oblenys ay laborataire peuve
Précision

La précision a et déterminée 3 l'aide d
sérum humain el de controles, selon un
(Clinical ang Laberatory Standards Instit
en double dans 2 séries
suivanls ont é1¢ oblenus

dessous sonl représentalives,
nl diftérer de ceux-ci,

& réaclifs Elecsys, de poals de
protacole (EP0S-A3) du CLS)

ule). Chaque échanlilion a elé dosé
par jour pendant 21 fours (n = 84). Les résullais

Anzlyseur cobas e 411

o Répélabilite Précision |
intermédiaire
Echanlillon Moyenne sD cv SD cv
pmol/iL pmolL % pmolL %
Sécum humain 1 737 0136 1 18| 0267 | ag
Sérum humain 2 26.9 0.414 15 1.02 3.8
Sérum humain 3 487 | osm |17 158 | 32
Sérum humain 4 70.1 1.32 1.9 2.25 3.2
l_Sé,n.;m humain 5 138 ar 27 6.26 4.5
PCe Active B12 1 339 0640 | 18| 135 |40
PC Active B12 2 | 548 0823 [15] =210 38 |
¢} PC = PreciControl

[inalyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 801 &l cobas e 602

. Répétabilité Précision
intermédiaire
Echaniillon Moyenne | SO [cv | so [ovl
pmol/lL pmol/L % pmollL %
Sérum humain 1 6.74 0.116 1.7 0.211 3
Sérum humain 2 275 0.329 1.2 0.775 28
Se'rlum humain 3 53.0 0.810 1.5 1.44 2.7
Sérum humain 4 731 | 0807 [FA [ 171 | 23 ]

2017-09, V1.0 Frangais




OTT1 3207500V 1.0

Elecsys Active B12

| Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas & 60T &1 cobas e 5024
| Répétabilité Précision |

intermédiaire

Echantillon Moyenne |  SD cvV| s Jcov]
pmol/L praoliL % pmol/L %

Seumhumains | 140 | 217 | 18| 447 |32
|PC Aclive B12 1 340 0586 | 17 101 |30

PC Active B12 2 58.9 0775 | 13| 152 26 |

Comparaison de méthodes

Une comparaison du test Elecsys Active B12, 07713207130 (y) avec
un lest du commerce (x), effectuée sur des échan tillons cliniques, a donné
les corrélalions suivantes (en pmollL}:

Nombre d'échantillons analysés: 269

Passing/Bablok's Régression pondérée de Deming
y=0883x+ 109 ¥ =0.963x + 8.59
T=0787 r=0937

Les concentrations des échantillons étaient silug esentre 7.3 et 119 pmollL,
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Pour de plus amples informations, se référer au manuel d'utilisation de
l'analyseur concernié, aux fiches techniques respectives, au dossier
« Product Information » el aux notices d'utilisation de tous les réactifs
nécessaires disponibles dans votre pays.
Dans cette fiche technique, le séparateur décimal pour paniager la parie
décimale de la partie enliére d'un nombre décimal es! 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 I1SO 15223-1 {pour les USA: voir
htips:/fusdiagnostics.roche.com pour la définition des symboles utilisés);

Contenu du colirel
Analyseurs/appareils compatibles avec les réactifs
Réactif

Calibrateur

Volume apres reconstitution ou homogénéisation

Code article international

Les gjouls, modilications ou suppressions sonl 4gnalés par Lng bare vericale dans (a imarge.

© 2017, Rocha Diagnostics

€

d Rachi Diagnostics GmibH, Sandheier Sirasse 116, D-68305 Marvhaim
WL IDCNE. com
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‘Remarque R
La concenlration en AFP d'un echantillon de patient peul varier selon e
lest praliqué. Le comple rendu du laboratoire doil danc loujours préciser

la méthode de dosage d'AFP ulilisée. Les laux d'AFP d'un patient

Oblenus & partir de dillérenies mélhodes ne peuvent éire comparés, ceci
pouvanl conduire a des eneyrs d'interprétation médicale. En cas de
changemenl de méthode au cours du suivi thérapeulique, les taux d'AFP
doivent élre confirmes pendani une période transiloire en ellecluan! des

dosages en paralléle pai les deux méthoges.

Domaine d'ulilisatior

Tesl iniznologique pour la détermination quaniitativa in vilro de
la-twetoprolzine dans le sérum et le plasma humains,

Ge lest esl uae aide:

s e

" pour le suivi Ihérapeulique de palienisilents de lumeurs germinales
no n-se‘minomaieuses,

*  pour I'évaluation qu risque de lrisomie 21 (Syndrome de Down) en
associalion avec d'autres paramélres. Poys je diagnostic d'aberralions
! chromosomiques, le recours 3 d'aulres analyses esl nécessaire
Ce lesl par éleclrol‘himiturnmescence « ECLIA « s'ulilise sur |es syslemes
diimunoanalyse Elecsys el cobas e.

Caracléristiques

L'alphia 1-feeloproléine esl une glycoprotéine d'un poids moléculaire de
70000 daltons el de siruclure proche de I'albumine. Elle est synthélisee
dans les rellules non dillérenciées duy loie, dans le sac amniolique ainsi que
«Aaris le lractus gastro-intestinal du fcelys 2

01395 % des patients alleints de carcinome hépalocellulaire présentent
S LU elevés J'AFP 3

“lus le stade d'une lumeur germinale non séminomaleyse esl avancé, plus
‘2 laux d'AFP esl élevé. La ganadotrophine chorionique humaine (hCG) et
FAFP sont des indicaleurs Importants de survie des palients alleinis de
Mureurs germinales non séminomaleuses 455

Jusqu'a présent, aucune corrélation '3 pu étre élablie entre le 1aux d'AFP
el la laille de la tumeur, le stade d'évolution et |e degré de gravité. Des laux
Irés éleves d'AFP indiquenl de maniére génerale un carcinome
hépalocellulaire. En cas de mélastases, les laux d'AFP sonlt généralement
inlérieurs 3 350-400 UVmL. On observe également une legére élévalion du
iz d'AFP en cas d'hépalile alcaolique, de cirrhose alcoolique du (oie,
Uhépalite virale aigué el chez les poreurs de I'anligéne HBs 7

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

*Des taux d'AFP élevés dans le sang de la mére ou le liquide amniolique
pendant la grossesse peuvent indiquer un spina bifida, une anencéphalie,
une alrésie cesophagienne ou une grossesse mulliple 38,701
Seleiminée au cours du deuxiéme Inmestre de la grossesse en associalion
ecI'nCG+f el d'autres paramelres, comme Iage gestationnel exact e |
reids matemel, I'AFP conlribue 4 I'évaluation durisque de Insomie 21,
Dais les grossesses lrisomiques, |a concentralion en AFP dans le sérum
malemel est diminuée landis que la concentration en hCG+p est
approximalivement deux lois plus elevée que la médiane des grossesses
normales. "2 Le risque de Irisormie 21 peul élre calculé dans le deuxiéme
lrimestre de la Jrossesse au moyen d'un lagiciel approprié (voir paragraphe
= Malériel auxiliaire nécessaire ») en ulilisant i‘2lgonthme décnil par Wald™?
elles paramélres specifiques respeciils, '%.13.14.1516.17.18

Principe
Meéthade « sandwich « Durge lotale cu cycle analytique: 18 minules

201501, vV 13.0 Frangais
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MODULAR ANALYTICS E170
" cobas e 411
cobas e 601
cobas e 602

* lée incubalion; 10 pL d'échantillon sont mis en présence d'un anlicorps
manaclonal anli-AFP spécifique biolinylé el d'un anlicorps monoclonal
anli-AFP specilique Marqué au ruthénium,a || se lorme un « sandwich »_

*  2&me incubalion: les microparlicules lapissées de slreptavidine soni
ajoule.es dans la cuvelle réaclionnelle. Le complexe immun est lixé @ la
phase solide par une liaison slreplavidine-bioline,

* Les resullals sonl oblenus 3 I'aide d'une courbe de calibralion. Celle-ci
esl gunérée, pout 'analyseur ulilisé, par une calibration en 2 poinls el
Une caurbe e référence mémorisée dans le code-barres du réaclil,

a) Reapyy fhst.'_?'-lwpwlrl'flkulhémuin(}l]

Heéaclils - composition el concentralions

Le rackpick réaclif es) €liqueté AFP.

M Mic oparticules lapissées de streplavidine {bouchon \ransparent),
1 flacon contenan 6.5 mL:

ricroparticulas tapissées de streplaviding 0.72 mg/mL, consarvateyr
Rl Ac anli-AFP-bigline (bouchon gris), 1 flacon conlenant 10 mL:

anticorps (monoclonal de souris) anli-AFP biotinylé 4.5 mg/L; lampon
phesphate 100 mmollL, PH 6.0; conservaleyr

Rz Ac Anti-AFP-Ru(bpy)?* (bouchon noir), 1 flacon conlenanl 10 mL:

anlcorps (menaclonal de sounis) anli-AFP Marque au ruthéniym
12.31ng/L; lampon phosphale 100 mmol/L, pH 6.0; conservaleur

Crécaulions a'emiploi el mises en garde

Four ta jnastic in vitrg,

Qbservey les précautions Nabiluelles de manipulation en labaratoire,
L'éliminztion de tnus les dechels dail &lre elfecluge conlornmé:menl aux
disposilions légales.

Fiche di: données de Sécurilé disponible sur demande pour les
prolessinnnels.

Eviter Iz Inrmalion de mousse dans les réaclils el les échantilions de lous
lypes (€:hanlillons de patients, calibraleurs el conlrgles),

Préparalion des 14actifs

Les I€ulils contenus dans le colfret sont préls & I'emploi el ne peuvent élre
ulilisés :éparément,

Toules izs informalions nécessaires ay déroulement du lest sonl
mémorizées sur le code-barres des llacans de réaclils el doiven| élre
saisies.

Conservalion el stabilité

Conservation entre 2 | 8 °C.

Ne pas congeler.

Ranger le collret de réaclils Elecsys en position verlicale, de manigre &
C€ Que loules les microparticules soient rassemblées pour
Fnomcgenéisation qui précéde 'analyse.

T e e EREtet NN
Stabilit 3: T
Jusqu'a la dzte de peremplion

indiquée

r e o
avanl cuverure, enlie 2 el 8 °C

apIes auvenure, enire 2 el 8 °C

12 semaines

—_—
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[ Stabilie:

sur E!e_csys QUIﬁthIE)DULKﬁ‘_W 8 semaines i
ANALYTICS E170, cobas e 411 at
cobas e 601

Prélevement el préparation des échantillons

Seuls les lypes d'échanliions indiqués ci-dessous onl élé leslés el peuvenl
€lre ulilises,

Serum recueilli sur ubes de prelévement slandard ou cantenant un gel
séparaleur,

Plasma recueilli sur héparinate de ithium, de sodium, EDTA iripolassique

el cilrale de sodium. En cas d'utilisalion 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 pente entre 0.9 el 1.1 + ordonnée 4 l'origine < + 2x limile’
inférieure de détection (sensibilité analylique) + coeflicien! de corrélation
>0.95.

Stabilité: 7 jours enlre 2 el 8 °C, 3 mois  -20 °C.9

L'applicabililé des échanlillons de plasma pour Ieslimalion du risque de
trisomie 21 n'a pas é1é évaluée,

Les ditiérents types d'échantilions indiqués ci-dessus ont élé testés & 'aide
d'une séleclion de lubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du lesl: les lubes de prelevement des diftérents labricanis n'ont
pas lous clé lestés. Les syslémes de prélevement du sang de divers
labricanis peuven\-conltenir diflérents malgriaux pouvant, dans cerlains cas,
influencer le résullat du lesl. En cas d'utilisation de lubes primaires
(syslémes de prélévement du sang), suivre ies inslruclions données parle
fabricanl.

Les échanlillons qui contiennent un precipilé doivenl étre cenlrifugés avani
l'analyse.

Ne pas uliliser d'échantillons inaclivés par la chaleur.

Les échanlillons ou conlrdles stabilisés par de I'azide ne doivenl pas élre
ulilisés.

S'assurer avanl I'analyse que la lempérature des échantillons de palients,
des calibraleurs et des conlrdles se silue enire 20 el 25°C

En raison des risques d'évaporalion, il est recommandé de doser les
échantillons, les controles el les calibraleurs dans les 2 heures qui suivent
leur mise en place sur les analyseurs

Matériel fourni

Voir saragraphe « Réaclils - composition el concentrations ».
Malériel auxiliaire nécessaire

* [3F] 04487761190, AFP CalSel Il, pour 4 x 1 mL

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

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

11731416190, PreciConirol Universal, pour 2 x 3 mL de
PreciControl Universal 1 el 2 x 3 mL de PreciConlrol Universal 2
* [ReF] 11732277122, Dilvent Universal, 2 x 16 mL_ diluant pour
échantillon 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 caleul du risque de Irisomie 21

* Logiciel de calcul approprié, par ex,
REF| 05126193, SsdwLab (V5.0 ou suivanles), licence propriétaire
05195047, Ssdwlab (V5.0 ou suivantes), licence mulli-ulilisateurs
. 03271749190, HCG+f, 100 tests
. 03302652190, HCG+p CalSel, pour 4 x 1 mL
Malériel auxiliaire pour les analyseurs Elzcsys 2010 el cobas e 411:
. 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon systéme

¥ 11662870122, CleanCell, 6 x 380 mL, solution de lavage pour Ia
cellule de mesure

sur cobas e 602 4 semaines |

cobas’

* [5€) 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 ml, additif & la solution
de lawage

* [rEF) 11933159001, Adaplateur pour SysClean

* [REF] 11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 cuvelles
réactionnelles

* [REF] 11706799001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 embouls de
pipelie

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

* [REF 04880340190, ProCell M, 2 x 2 L, tampan sysiéme

* [REF] 04680293190, CleanCell M, 2 x 2L, solution de lavage pour la
cellui: de mesure

. 03{]2314‘:001, PC/CC-Cups, 12 godets pour la thermarégulalion de
ProCell M el CleanCell M avanl emploi

* [REF] 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solulion de lavage de

Iiguille en fin de série el entre les changemenis de réactils

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

* [REF: 03023150001, WasleLiner (sacs pour déchets)

* [REF] 03027651001, SysClean Adapter M, adaptateur pour SysClean
Pour tous les analyseurs:

+ Thir111298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL solulion de lavage du
sysléme

Realisalion du test

Pour garantir le bon fonclionnement dy 'esl, se conlormer aux instructions
relalives & l'analyseur ulilisé indiquées dans le présent document. Pour les
inslruclions spécifiques de I'analyseur, se rélérer au manuel d'ulilisation
approprié. 4

L'analyseur effeclue automaliquement I'homogénéisalion des
microparticulesgbes paramétres spéciliques du lest mémorisés dans le
code-barres uoﬁnl élre saisis. S, exceplionnellement, le code-barres ne
peul élee lu par l'appareil, saisir manuellement I3 serie des 15 chifires
inscrils sur I'éligoelle.

Amener les réaclils rélrigérés a environ 20 °C el les placer dans le plaleau
réaciis de I'appareil thermostalé & 20 °C. Eviter |3 lormalion de mousse.
L'analyseur gére le contrdle de |a lempeéralure, I'ouverlure e la fermelyre
des llazons.

Calivr aticn

Tigetiind: La méthode a élé slandardisée par rappor 3 la premiere
preparilion irternationale: 15t IRP WHO télérence 72/225,
Le code-barres des réaclils Elecsys contient toutes les informialions

necessaires a la calibration du lot. La courbe de relérence esl adaplée a
Fanalyseur & I'alde du CalSel respeclif.

Fréqu:znce des calibralions: Elfectuer une calibration par lot en ulilisant du

reacti Irais (ayanl é1 enregistré depuis au maximum 24 heures sur
I'analyseur). Une nouvelle calibralion est recommandée:

.

apies 1 mois (28 jours) pour un méme lot de réactif
apres 7 jours pour un méme flacon de réaciil reste surl'analyseur

* Ssinécessaire: par ex. siles résullals dy controle de qualité se siluent en
dehors des limites de conliance définies.

Conlrale de qualité

Pour iz conlréle de qualilé, utiliser PreciControl Tumor Marker ou
PreciControl Universal.

D'autres conlréles appropriés peuvenl également élre utilisés.

ll est recommandé de doser les sérums de conlréle en simple au moins une
lois toules les 24 heures pendant une rouline, pour cthaque nouveau colirel
el aprzs chaque calibralion,

La ircquence des conlréles el les limiles de conliance doivent Elre
adaplées aux exigences du laboraloire. Les résullals doiveni se siluer dans
les lirnites de confiance définies. Chague laboraloire devra élablir la < 4
pracédure & suivre si les résullals se silyent en dehors des limiles délinies.

Se conlormer & la réglementation ‘gouvernemenlale el aux directives
locales en vigueur relalives au contrdle de qualilé.
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Calcul des résullats

L'analyseur calcule automati
chaque échanlillon,
KUI/L + en UL sur |
cobas e 601.

quement la concenlration en analyte de
Les résultats sont exprimeés au choix en UlimL, ng/mL,
es analyseurs MODULAR ANALYTICS E170 et

Facleurs de conversion: Ui/mL x 1.21 = ng/mL

ng/mL x 0.83 = Ul/mL

Limites d'utilisation - interferences

Le lest n'est pas influencs par l'ictére (bilirubine < 1112 pmol/L ou
< 85 mg/dL), Ihémolyse (Hb < 1.4 mmol/L oy < 2.2 g/dL), la lipémie
(Intralipid < 1500 mg/dL) et la bictine < 246 nmollL ou < 60 ng/mL.

Critere d'acceptabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.

Chez les patients Iraités par de lorles doses de biotine (> 5 mgfour), il est
recommande d'effecluer le prélevement de I'échantillon au moins 8 heures
aprés la derniére administration,

Le résultat n'est pas influence par le facteur
concentration de 1500 Ul/mL.

On n'a pas observé d'effet crochel jusqu'a des concernirations en AFP de
1 million UL {1.21 million ng/mL).

L'influence de 26 médicaments fréquemment administrés a éé recherchée

in vitre: Aucune interlérence n'a été observee,

Dans de rares cas, des titres Irés éleves d'anticorps dirigés contre des
anticorps spécifiques de I'analyte, des anticorps anti-streplavidine ou
anti-ruthénium peuvenl conduire a des interiérences. Ces effels sont
minirrsés dans le test par un procéde approprié.

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours élre confrontés aux
données de 'anamnése du patien!, au tableay clinique et aux résultats
d'aulres examens.

rhumatoide jusqu'a une

Limites et intervalles

Domaine de mesure

0.500-1000 Ul/mL ou 0.605-1210 ng/mL (défini par la limite inférieure de
déleclion el le maximum de la courbe de référence). Les laux situés ay-
dessous de la limite inféricure de détection sont exprimes de la maniére
suvante: < 0.500 UlimL ou < 0.605 ng/mL. Les taux situés au-dessus du
domaine de mesure sont exprimés de la maniere suivante: > 1000 Ul/mL
(> 1210 ng/mL) ou jusqu'a 50000 UlimL (60500 ng/mL) pour les
echantillons dilués au 1/50,

Limites inférieures de mesure
Limite inférieure de défection du les!
Limile inférieure de délection: 0.50 UlAmL {051 ng/mL)

La limile inférieure de détection coriespond a la plus faible concentration
mesurable en analyle pouvant étre distinguée de zéro. Elle est oblenue par
le calcul el représente la concentration du slandard le plus faible de la
courbe de rélérence + 2 ecaris-lype (calibrateur de réference,

standard 1 + 2s, répélabilité, n = 21),

Dilution

Les échanlillons présentant une concentration en AFP située au-dessus du
domaine de mesure peuvent élre dilués avec Diluent Universal. Rapport de
dilution recommandé: 1/50 (dilution manuelle ou automatigue sur les
analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 et cobas e). La
cancenlration oblenue avec les échantillons dilués doit €élre > 20 UlimL

(> 24 ng/mL).

Si la dilution est eliect
facleur de dilution,

Sila dilution est elfectuée par I'analyseur,
MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2
de la dilution lors du calcul du résultat.

uee manuellement, mulliplier le résultat oblenu parle

les logiciels des analyseurs
010 el cobas e tiennent comple

Valeurs de référence
Résullals d'études avec le lest Elecsys AFP:

a) Elude multicentrique « Analyseur Elecsys 2010 », seplembre 1997 el
Evaluation des domaines de référence, réalisée en Allemagne el en
France, seplembre 1998,

Les taux d'AFP suivants ont éié obtenus & partir d'échantillons de sérum
provenant de 646 sujels sains;

< 5.8 UlimL ou = 7.0 ng/mL pour 95 % des résullals

cobas’

Médianes des taux d'AFP en fonction des semaines de grossesse révolues

a compte du premier jour de la derniére menstrualion:

Semaines 14 15 16 17 18 19
n 382 | 1782 | 2386 | 975 353 146
Ul/mL 232 | 256 | 300 | 335 | 401 45.5
ng/mL 279 | 309 | 361 | 404 | 483 | 548

b) Etude multicenlrique pour établir des valeurs de rélérence en vue de
lévalualion du risque de trisomie 21 dans le sérum malemel (Elude
BO1PO19, mars 2003).

Les concenlrations d'échantillons de sérum provenant de 1753 lemmes
enceintes (semaine de grossesse enlre 14 el 18) onl éié évaluées,

Des dosages avec le lesl Elecsys HCG+£ et le test Elecsys AFP ont été
effectues dans 5 centres hospitaliers de Belgique, de France el
d'Allemagne.

L'age gestationnel (en jours

). determiné par ullrason, élail donné pour
chaque: échantillon. A partir

d'une analyse de régression log-linéaire de
loutes |zs valeurs d'AFP (1753) en fonction de I'age gestationnel, les
valeurs moyennes suivanles onl élé calculées pour le milieu de la semaine
respeclve {par ex. semaine 14 + 3 jours):

[ Semai ies 14 15 16 17 18]
UllnL 2089 | 240 | 276 | 317 | 364
ngml 253 | 200 | 333 | 383 | 240

Remarque: Pour le diagnostic prénatal,
valeurs moyennes périodiquement {tou
chaque changement de mélhadologie. )
La tran:ilérabilité des valeurs de rélérence sur les échantillons de plasma
n'a pas été vérifige.

Chaqur: laboraloire devra vérifier la validite de ces valeurs el élablir au

S0in ses propres domaines de référence selon fa populalion examinée.

Perforinances analytiques

Les pertormances analytiques indiquées ci-dessous sonl représentalives.
Les résultals obtenus au laborztoire peuven! différer de ceux-ci,

il est recommandé de réévaluer les
sles 143 ans), de méme qu'a

Precision

La precision a été délerminée & I'aide de réaclils Elecsys, de pools de
serum nwinain et de controles, selon un protocole modifié (EP5-A) du CLS|
(Cliricz! znd Laboratory Standards Inslitute). Chaque échantillon a é1é
analy =t 5 fois par jour pendant 10 jours (n = 60); répétabilite sur I'analyseur

MODLILAR AMALYTICS E170 (n=21). Les résullals suivants onl éle

oblenus:

= Anﬂéeurs Elecsys 2010 et cobas e 411

= Répélabilile Précision

intermediaire
Echantillon | Médiane sD cv D cv |
UilinL | ng/mL | UlimL | ng/mL | % [UlimL ng/mbL | %

SHAI | 128 | 155 | 0.6 | 0.31 [ 20| 039 | 047 | 3.1
SH2 426 | 515 | 063 | 076 [15] 102 | 124 |24
SH3 566 | 685 | 11.2 | 135 (20| 156 | 189 | 2.8
[PCTMI1 [ 801 | 969 | 022 | 027 [ 25 028 | 033 |34
[PCTM2 | 868 | 1050 | 192 | 233 22| 233 | 282 |27
el el Rl

b} §H = Sérum humain
¢} PC Thd = PreciConirol Tumor Marker

Repétabililé Précision intermédiaire
Echantil- Mayenne sD CV | Moyenne | SD cv |
lea UV | ng! | UK [ ng/ | % [ U [ng/ T OV [ ngr | %
L mL{mL | mL| mL mL | mL | mL | mL
l_s_{?:?{é 178[027]033] 1.8 [ 14.1[17.0[ 053|064 | 38

—
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;_F-.r!alvseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e 602

Renétabilite "Précision inlermédiaire
[ Echantil- Mayenne SD cv Mé_yenne sD cv
lon Ul [ ng/ | UV [ng/ [ % [ O [ ng/ | UV [ ng/ | %
i mL | mL | mL | mL mL | mL | mL | mL
{SH2 | 46.7]565]0.65|0.79| 1.4 | 4461538 |1.14|1.38| 26
i's_‘?q_?i'_'ms 901 [11.7]14.2] 1.6 [ 711 [ 860 | 234283 3.3
PCTM1 |935[11.3]021]025[ 22|91 [11.0{026/0.31] 2.8
IPCTMET 104 | 126 | 249301 2.4 | 103 | 125 | 254307 25

Comparaison de méthodes

Une comparaison eittre le test Elecsys AFP (y) el le test Enzymun-Test
AFF (x], effectues sur des échantillons cliniques, a donné les corrélations
suvantes (en UlimL):

Nombre d'échanlillons analysés: 77
Passing/Bablok®

y=0.92x- 151 y=0.90x + 0.35
1=0975 r=0.898

Les rancentrations etaient siluées enlre environ 2 et 500 Ul/mL (2.4 el
600 ng/inl)
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Pour de pius amples informalions, se référer au manuel d'lilisalion de
Fanalyseur concerné, aux fiches lechniques respeclives, au dossier

« Product Information » ¢! aux nolices d'ulilisation de tous les réactifs
necessaires disponibles dans voire pays,

Dans ceite fiche technique, le séparateur décimal pour partager la partie
decimale: de la parlie entiére d'un nombre décimal est un point. Aucun
séparateur de milliers n'est ulilisé.

16

18

19

20

Synihnjeg

Ruche Liagnoslics ulilise les signes et les symboies suivants en plus de
ceux de la norme 1SO 152231,
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Reactif
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Remarque

La concenlralion en hCG d'un €chanlillon de palient peut varier selon le
les! praliqué. Le comple rendy du laboratoire doil donc loujours préciser
la méthade de dosage de 'hCG ulilisée. Les taux d'hCG dun patienl
oblenus a parlir de difiérentes mélhodes ne peuvenl élre compares, ceci
' pouvanl conduire 3 des erreurs dinlerprélalion medicale.

En cas de changement de méthode au cours du suivi thérapeutique, les
| taux dhCG doivent étre conlirmes pendant une pénode Iransiloire en

leilecluanl des dosages en paralléle par les deux mélhodes.

Domaine d'ulilisation

Tesl immunologique pour 1a délerminalion quantitative in vilro de I
gonadotrophine chorionique humaine (hCG) et de sa sous-unile [ dans le
sérum el le plasma humains.

Ce les! est une aide:

* pour le dépislage précoce el Ia surveillance de Ia grossesse. Le st

s'tililise également, en associalion avec d'autres paramélres, pour
éveluer le risque de trisomie 21 (syndrome de Cown). Pour le diagnostic
d'aberrations chromosomiques, le recours & d'aulres analyses esl
necessaire.

en oncologie, comme aide ay suivi des palients présentant des
miladies frophoblastiques. Le lest est lile pour la détection el le syivi
de cellules lumorales hCG sécrétantes d'origine ovarienne, placentaire
¢l lesliculaire.

Ce lezi par eleclrochimiluminescence « ECLIA » s'ulilise sur lés syslemes

dimmunoanalyse Elecsys el cobas e.
Caraciérisliques
Refeferces 12345673390 NA213, 141506 17

Commela LH, 1z FSH el I TSH, I'hormone chorionique gonadolrope (hCG)
3il partie de la (amille des glycoproléines o4 I'hoiolormone esl formeée de

2 sous-unités (chaines a gl B). Les chaines a de ces 4 hormones
glycoprotéiques sonl idenliques, landis que les chaines § ont des slruclures
dillérentes a1 sonl responsables des lonclions hormionales spéciliques de
rhacune d'enlre elles.

L'hCG est produite dans le placenta au cours de la grossesse. En dehors
de la grossesse, la sécrétion d'hCG est le fail de lumeurs lrophoblasliques
ou de lumeurs germinales a composanle trophablastique. Certaines
luneurs non Irophoblastiques peuvenl sécréler également de GG

Fiusieurs isolorm.zs de méme activile biologique mais de poids moléculaire
dillérent forment Ia gonadolrophine chor ionique. L'action biologique de
IhCG est de maintenir le €orps jaune duranl la grossesse. Elle inlluence
egalement Ia produclion des sleroides. Le sérum de Ia lemme enceinle
cenlient principalement de 'hGCG infacte.”

Les laux élevés sont une indication de choriocarcinome, de mole
hydaliforme ou de grossesse mulliple.

Les laux trop laibles peuvenl élre le signe d'un avorement spontang, d'une
grossesse eclopique ou de mort in uléro.

Déterminée au cours du deuxiéme lrimeslre de | grossesse en association
avec [AFP el d'aulres paramélres, comme I'age geslalionnel exacl el |e
poids malernel, 'hCG+p apporte une conlribuiion dans I‘évaluation du

AFP dans le sérum malernal est diminuée landis que la concenlralion en
hCG+p esl approximalivement deux fois plus élevée que la mediane des
yrossesses normales.® Le risque de trisomie 21 peul élre caleulé dans le
deuxieme trimestre de 1a grossesse au moyen d'un logiciel approprié (voir
paragraphe « Matériel auxiliaire Nécessaire ) en ulilisani I'al onthme dggrit
par Wald'? el les paramélres speciliques respectifs du test 857011121314 15

cobas’

Elecsys 2010
MODULAR ANALYTICS E170
cobasedi

cobas e 601
cobas e 602

En dahors de la grossesse, des laux ¢hCG augmentés onl 61@ lrouves

chez des palients présentant différents lypes de cancer (cancers des
cellules germinales, de I'ovaire, de la vessie, du pancreas, cancers
gaslrique, p.:monaire, hepalique).5¢

non sémincmaleuses (48-86), séminome ( 10-22), cancer pancrealique
(adénocarcinome (1 1-80), tumeurs insulaires, (22-50)), cancer

gaslrique (0-52), cancer ovarien, €pithélial (1B-41), cancer du célon (0-37),
cancer pulinonaire (0-36), cancer mammaire (7-25), hépalome, cancer
hépatique (17-21), lumeurs de lntestin gréle (13) el cancer dy rein (10).15.18

Les les!s ¢3ur la détection de 'CG inlacte el de §a sous-unile libre B son|

des lumeuis lrophoblasliques el, en assogialion avec I'AFP, celui des
patients prasenlanl des lumeurs lesliculaires non séminomateyses. '

Les anlicoips monoclonauyx speciliques ulilisés dans le les| Elecsys HCG+p
reconnaistent Iolo-hCG, des formes elivees (nicked hCG), le Iragment
B-core el la sous-unite f libre. Les anlicorps bictinylés el les anlicorps
marques 2u ruthénium ulilisés sont dirigés conlre différents épilopes de la
molécule ('hCG

Principe

Méthode « sandwich ». Durge lotale du cycle analylique: 18 minules

= 1%%incubation: 10 pL d'échantillon sonl mis en présence d'anticorps
monoclonaux anli-hCG biotinylés et d'un anlicorps monoclonal anli-hCG
marqué au ruthénium.® Il se forme un « sandwich ».

* 2éme incubation: les microparticules lapissees de slieplavidine sonl
ajoutees dans la cuvelle réaclionnelle, Le complexe immun es! lixé  Ia

phase solide par une liaison streplavidine-bioline

Le malange réaclionne es Iransleré dans Ia cellule de mesure, les

micriparhicule.. zont mainlenues au niveau de ['élecliode par un aimanl,

L'élimination de |a fraclign libre es! ellectuge par le passage de ProCell

ou PriCell M. Une différence de polenliel appliquée a I'électioda

géclenche la production de luminescence qui es| mesurée par un

pholomnulliplicateur.

* Les risullals sont obtenus 4 I'aide d'une courbe de caloration, Celle-cj
esl genérée, pour I'analyseur ulilisé, par une calibralion en 2 poinls el
une courbe de rélérence mémorisge dans le code-baries du rsacf

a) Ru(bpy) Irus{?,?'-blpynUyl}rulheulmntllj

Réaclils - composition el concentralions

Le rackp.ck réaclif est eliquelé HCG-BETA,

M Micreparlicules lapissees de slreplavidine (bouchon Iransparent),
1 flicon contenant 6.5 mL-

Microparlicules lapissées de sireplavidine 0. 72 mg/mL, conservaleyr

R1  Ac anli-hCG-bioline, 1 lacon conlenant 8 mL (bouchon gris):

Anlicorps monoclonal (de souris) anli-hCG biolinylé 2.6 mgiL; lampon
phosphate 40 mmolL, pH 7.5; conservateur

Re ac anti-hCG-Ru(bpy)3", 1 llacon conlenant 10 mL (bouchen noir):

Anlicorps monoclonal (de souris) anli-hCG marque au ruthéniym
46 mglL; lampon phosphaie 40 mmollL, pH 6.5; consenvaleyr

Précaulions d'emploi el mises en garde
Pour diagnoslic in vilro,
QObserver les précautions habiluelles de manipulation en laboraloire.

L'glimiiation de lous les déchels doil élre ellecluge conlormément ayx
disposilions légales.
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Fiche de données de sécurilg disponible sur demande pour les
professionnels,

Eviler Ia formalion re mousse dans les réaclils el les Echanlillons de lous
types (Echantillons de patients, calibraleurs el conlrdles).
Préparalion des réaclifs

Les réaclils contenus dans le collrel sont préts 3 l'emploi et ne peuven! élre
ulilisés séparément.

Toules les informalions nécessaires au déroulement duy lest sont

memoriseées sur |e code-barres des flacons de réaclifs el doivent étre
saisies.

Conservation el stabijil
Conservalion enlre 2 el'a *C.
Ne pas congeler, [
Ranger le collrel de régclils Elecsys en position verticale, de maniére 3
£e que loules les microparticules soient rassemblées pour
I'homogénéisation qui précede l'analyse.

Slabilite: 1

e
avant ouverure, enlre 2 gl § *C

jusqu'a la dale de péremplion
indiquée

—_—
12 semaines

aprés ouverlure, cnlre 2 gl 8*°C

sur les analyseurs

LL L ]
Prelevemen el Préparalion des échanlillons
Seuls les types d'échanlillons indiqués ci-dessous onl e leslés el peuven|
élre ulilises.
Sérum recueill sur tubes de prélévement standard oy contenant un gel
separaleur.

Plasma recueilli sur héparinate de lithium, de sodium, d'ammoniym,

EDTA disodique, EDTA Iripolassique, cilrale de sodiym el fluorure de
sodium/oxalale de polassium,

Critére d'acceptabilitg: Recouvrement entre 90 e 1 10 % de la valeyr dy
SErum ou penle enlre 0.9 el 1.1 + coelficien| de corrélation > 0.95
(Pearson).

Stavilité: 3 jours entre 2 et 8 *C. 12 mois & -20 °C. Ne congeler gu'une fois.
18

Les echaniillons qui contiennent un precipilé doivent &tre cenlriluges avant
l'analyse.

Ne pas uliliser dechanlillons inaclives par la chaleur.

Les échanlilions oy conlréles stabilisés par de I'azide ne doivent pas élre
ulilizés.

S'assurer avan| I'analyse que la lempérature des echanlillons de palients,
des calibraleurs el des conlréles se situe enlre 20 ef 25 *C.

En raison des risques d'évaporation, il es| recommande de doser les
échanlillons, les conlréles el les calibrateurs dans les 2 heures qui suivent
leur mise en place sur les analyseurs.

Malériel fourni

Voir paragraphe « Reaclifs - composilion et concentrations
Malériel auxiliaire nécessaire

* [RE7) 03302652190, HCG+B CalSel, pour 4 x 1 mL

* [REF) 11731416190, PreciControl Universal, pour 2 x 3 mL de
PreciControl Universal 1 el 2 x 3mL de PreciControl Universal 2
L‘HE] 11776452122, PreciControl Tumor Marker, pour 2 x 3 mL de

PreciControl Tumor Marker 1 el2x3mlL de PreciConlrol
Tumor Marker 2

cobas”

11732277122, Diluent Universal, 2 x 1 mL, diluant pour
echanlillon oy

(HEF) 0313971122, Diluent Universal, 2 x 36 mL, diluant pour
echanlillun

Equipemnnt habityel de laboraloire
Analyseur Elecsys 201 0, MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e

Pour le calci| dy risque de lrisomie 21:

Logiciel ve calcul 2pproprie, par ex.

05126193, Ssdwlab (V5.0 ou suivanles), licence propriélaire
051495047, Ssdwl ab (V5.0 ou suivanles), licence mullivtilisateyrs
[R€F) 044817981390, AFP, 100 tests

[REF] 04451742190, AFP, 200 Jests

* [REF) 04487761190, AFP CalSe| II, pour 4 x 1 m(
Malénel ausiliaire pour les analyseurs Elecsys 2010 el cobas e 411

11652988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon sysiéme

11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL, solution de lavage pour la
cellule d2 mesyre

(FEF] 115303461272, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, addilif a la solution

e lavega
[1ET 11933159001, Adaplateyr pour SysClean

11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 cuvelles
reaclionnelles

11706795001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 embouls de
pipelle

Malénel auiliaire pour les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170,

cobas e 601 el cobas e 602

C»?HBOMDIQO. ProCell M, 2 ¢ 2 L, tampon sysleme

(REF] 04380293130, CleanCell M, 2% 2L, solution de lavage pour 1a
cellule ce mesure

[F€F) 03023141001, PCICC-Cups, 12 godels pour |a thesmorégulation de
ProCell i el CleanCell M avan emploi

[REF] 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solution de lavage de
Faiguille en lin de serie el enlre les changements de 1éaclils

[REF) 03004899190, PreClean M, 5 x 600 mL, solulion de lavage avant la
delentinn

[FEF) 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 blocs de
B4 lubi:s a essailembouls de pipelles, sacs pour dechels

[REF] 030231500G1 WasleLiner (sacs pour déchets)

03(12?551001, SysClean Adapler M, adaplateur pour SysClean

Pour tous les analyseurs’

11298500316, Elecsys SysClean 5 x 100 mL solution de lavage du
sysleme

Reéalisation du les|

Pour garaniir le bion fonclionnement du test. se conlormer aux instruclions
relalives a I'analyseur ylilise indiquées dans le présent document. Pour les
instruclions specifiques de I'analyseur, se rélérer ay manuel d'ulilisalion
approprie.

L'analyscur elleciue aulomaliquemen| Fhomogéngisation des
micropariicules. Les paramelres spéciliques dy les| meémorisés dans |a
code-barres doiven| élre saisis. Si, exceplionnellentent, le code-ba es ne
peut élre Iy par I'appareil, saisir manuellemenl |a séiie des 15 chiffres
INSCrils st I'eliquelle

Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170. cobas e 601 el cobas e 602:
L'utilisation de Ia solution PreClean M esl nécessaire.

Amener les réaclifs reliigerés 3 env. 20 °C avanl le chargement el les
placer dans le plaleay reaclifs de Fappareil thesmostate 3 20 °C. Eviler la
lormation de mousse. L'analyseur gere le conlrdle de Ia lemperature,
l'ouverlure et |a lermeture des flacons.

Calibration

Tragabilie: La méthode a slg standardisée par rapport 3 |3 4éme préparalion
inlernalicnale de rélérence n®75/589 pour Ia gonadoligphine chorionique dy
NIBSC (Malional Instilute for Biological Slandards and Conlrol).
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Le code-barres des réaclifs Elecsys contient toutes les informalions
nécessaires a la calibralion du lot. La courbe de rélérence est adaplée a
Fanalyseur & l'aide du CalSel respectil.

Fréquence des calibrations: Elfecluer une calibration par lot en ulilisant du
reaclif frais (ayant été enregisiré depuis au maximum 24 heures sur
fanalyseur). Une nouvelle calibration est recommandse:

= aprés 1 muis (28 jours) pour un méme lot de réaclif
* aprés 7 jours paur un méme flacon de réactil reslé sur l'analyseur

* sinécessaire: par ex. si les résullals du controle de qualité se situent en
dehors des limites de conliance définies.

Contréle de qualite

Pour le conlréle de qualité, utiliser PreciControl Universal ou PreciControl
Tumor Marker,

D'aulres contréles appropriés peuvent egalement étre ulilisés.

Il es! recommandé de doser les sérums de contrdle en simple au moins une
fois toules les 24 heures pendant une routine, pour chague nouveau colffret
el aprés chaque calibration,

La Irequence des conlroles et les limites de confiance doivenl élre
adaplees aux exigences du laboraloire. Les résultats doivent se situer dans
les limites de conliance définies. Chaque laboraloire devra étabiir la
procédure a suivre si les résultats se situent en dehors des limites définies,
Se conlormer a la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relalives au controle de qualité,

Calcul des résultats

L'analyseur calcule automaliquement Ia concentralion en analyle de
chaque échantilion. Les résultals sont exprimeés au choix en mUl/mL ou en
UL

Limites d'utilisation - interférences

Le lesl n'esl pas influencé par liclére (bilirubine < 410 umol/L ou

< 24 mg/dL), 'hémolyse (Hb < 0.621 mmoliL ou < 1.0 g/dL), la lipémie
(Intralipid < 1400 mg/dL) et la bioline < 327 nmol/L ou < 80 ng/mL.
Crilérer d'acceptabililé: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.

Chez fs patients lraités par de forles doses de bioline (> 5 mgfjour), il est
recorinande d'ellectuer le prélévement de I'échantilion au moins 8 heures
aprés g derniére adminisiration.

Le rés@llal n'est pas influencé par le facteur rhumaloide jusqu'a

5400 U/mL. Le dosage peut élre réalisé sur les echantillons de patients
dialysés.

On ' pas observé d'effel crochel jusqu'a 750000 mUI ¢hCG/mL.
Linfluénce de 15 médicaments Iréquemment administrés a élé recherchée
in vilrg. Aucune inlerférence n'a é1€é observée.

Dans de rares cas, des lilres Irés élevés d'anticorps dirigés contre des
anlicorps spécifiques de I'analyte, des anlicorps anti-streplavidine ou
anti-ruth&nium peuvent conduire a des interiérences. Ces elfels sonl
minimisés dans le les! par un procédé approprié.

Pour le diagnostic, les résultals doivent loujours élre confrontés aux

données de I'anamnése du palient, au lableau clinigue et aux résultats
d'aulres examens.

Limiies el inlervalles

Domaine de mesure

0.100-10000 mUI/mL (défini par la limile inlérieure de délection et le
maximum de |a courbe de référence). Les laux silués au-dessous de la
limite inférieure de détection sont exprimés de la maniére suivante:

< 0.100 mUI/mL. Les laux situés au-dessus du domaine de mesure sont

‘exprimeés de la maniére suivante: > 10000 mUl/mL (ou jusqu'a

1000000 mUI/mL pour les échantillons dilués (1/100),
Limites inférieures de mesure

! (L " .
Limite inférigure de délection du lest
Limite inférieure de délection: < 0.1 mUl/mL
La limite inférieure de détection correspond a la plus faible conceniration
mesurable en analyle pouvant étre dislinguée de 2ér0. Elle est oblenue par
le calcul el représente la concentration du standard le plus laible de |z
courbe de rélérence + 2 écarls-lype (calibrateur de référence,
slandard 1 + 2, répétabilité, n = 21).

cobas’

Dilution

Les echantilleris présentant une concentration en hCG siluée au-dessus du
domaine de mesure peuvent étre dilués avec Diluent Universal. Rapport de
dilution recommandé: 1/100 (dilution manuelle ou aulomaligue sur les
analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 ou cobas e). La
concentration de I'échantillon dilué doit étre > 100 mUlmL.

Sila dilution est effectuée manuellement, mulliplier le résultal obtenu par le
facteur de dilution.

Si la dilution es! effectuée par lanalyseur, les logiciels des analyseurs
MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010 el cobas e liennent comple
de la dilution lors du calcul du résultal.

Valeurs de référence

Résullats d'ine étude multicentrique réalisée aveg le test HCG+p
03271748) dans des centres hospilaliers de Belgique, de France el
d'Allemagne (élude BO1P019, mars 2003):

Echantilions sériques de sujels sains:

* hCG <1 mUlimL pour 181 femmes saines prémeénopausées, non
enceintes (37.5 % des résultats) La limite supérieure de linlervalle de
confiance de 95 % correspondant se situe a 5.3 mUl/mL.

= hCG < 3 mUl/mL pour 143 lemmes saines postménopausées (37.5 %
des résullats) La limile supérieure de l'intervalle de confiance de 95 Yo
correspendant se silue & 8,3 mul/mL,

* < 2mUI dhCG/mL pour 290 hommes (97.5 % des résullats). La limite
supérieure de l'intervalle de confiance de 95 % correspondant se situe a
2.6 mUl/mL.

* Les lau- indiqués dans le lableau suivant ont élé determinés &
différen:es semaines de la grossesse a cempler du premier jour de la
dernieri: menstruation (semaines d'aménarrhée = SA).

Les résultals sont uniguement indiqués pour les semaines de grossesse ou
le nombre ue cas (n) élait supérieur a 10.

SA E n hCG mUlmL
Médiane 5-95%m percenlile

[3 25 175 58712
[« 43 141 9.5.750
s 23 1398 217-71138

. 19 3339 158-31795
R BE 39759 3697-163563
8 o 23 90084 32065-149571
[ = 23 106257 63803-151410
107 20 85172 46509-186977
12 ' 17 66676 27832-210612
g 67 34440 13950-62530
15 866 28962 12039-70971
16' ' 766 23930 9040-56451
17 190 20860 8175-55868
18" 64 19817 8099-58176

" Pour les semaines 14 & 18, période intéressante pour I'évaluation du
tisque de trisomie 21, les taux sériques de 1753 lemmes enceintes on! élé
évalués avec Elecsys HCG+( el Elecsys AFP dans 5 centres hospilaliers.
L'age, le poids maternel el I'age gestationnel élaient précisés potr chague
échantillon. \
Les résullals onl &té analysés pour la dislribution normale des valeurs log
MdM (Multiple of Median), L'écarl-type des valeurs MdM es! comparable 2
celui publié dans la litérature.

Les valeurs medianes el les 54 et 958 percentiles onl élé calculés pour
les semaines de grossesse révolues (voir lableau ci-dessus).

Distribution des taux mesurés chez des sujels sains el des sujels
préseniant des afleclions bénignes el malignes avec Elecsys HCG+B:

Les laux des sujels présentant des affections bénignes el malignes sont les
résullals de délerminalions effectuées avec le lest HCG+f 032?1749}
el le lest HCG+f 11973193).
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Concentration n Pourcentage (%) Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e 602
mUl/mL <2 [>2-57[>7-<100 [ > 100 [> 1000 - Répélabililé Précision intermédiaire
Sujels sains 614 Echantillon Moyen- | SD CV | Moyen- | SD cv
Hommes 290 | 97.9 3 0 0 ﬂIJIE:‘ : mUl/mL % ne mUlfmL %
Femmes 181 { 98.9 1.1 0 . i Wil —
- Seérum humain 1 8.52 0.24 2.8 473 0.35 7.4
prémenopause : i
= = | Sérum humain 2 796 13.6 1.7 899 29.4 33
Femmes 143 | 53.1 46.2 0.7 0 0 -
; Sérum humain 3 7012 188 2.7 | 8082 344 43
posimenopause :
=== PreciConlrol U1 7.20 0.18 2.5 8.49 0.29 34
N = PreciContre! U2 196 | 055 | 28 | 225 | 105 | 48
Clion maligne : —
Che ceiilaial s TR e e PreciConlrol TM1 | 214 | 039 | 18 | 242 | 111 | 48
oriocarcinome ; ; ; ; ; -
2 LPrEC}CGntr(‘I M2 2012 47.0 23 | 2318 g4.2 36
Seminome 29 | 897 34 6.9 0 0
Tumeur germinale | 109 | 78.0 | 37 0.9 55 | 119 | Comparaison de méthodes
Une comparaison du lest Elecsys HCG+8 (y) avec le test
Tumeur sac 45 | 200 | 6.7 22.2 89 | 422 Elecsys HCG STAT (x), elfectuée 4 partir d'échanlillons de sérum humain,
vitellin a donné les corrélations suivantes:
E_a_rit_;éﬂw_ml_én 38 | 763 | 184 53 0 0 Nombre d'é:hantillons analysés: 81
Maladies 169 195 | 107 296 201 | 201 | , Passing/Balilok? Régression linéaire
Irophoblastiques y = 1.00x + 7.40 y=0.95x + 53.4
Mole 721 14 4.2 26.4 278 | 403 7= 0.086 r=0.999
Les concentrations des échantillons élaient siluges entre env, 3 el
Autres |313] 52.7 IEEX | 86 s | 137 | 8550 mUlinL.

Remarque: Pour le diagnostic prénatal, il est recommandé de régvaluer
valeurs moyennes périodiquement (tous les 1 & 3 ans), de méme qu'a
chaque changement de mélhodologe.

Chague laboraloire devra vérifier la validité de ces valeurs et élablir au
besoin ses propres domaines de rélérence selon la population examinée.

Performances analytiques

Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont
Les résullats oblenus au

les

représentalives.
laboratoire peuvent différer de ceux-ci.
Précision

La précision a élé déterminée a I'
serum humain el de conlrdles, se
and Laboralory Standards Inslitul
6 lois

aide de réaclifs Elecsys, de pools de

lon un protocole (EP5-A) du CLSI (Clinical
e). Chaque gchanlillon a été analysé

par jour pendant 10 jours (n = 60); répétabilité sur I'analyseur

Specilicité analytique

Les anlicorps monoclonaux ulilisés présentenl les réaclions croisées
suivanles:

TSH: non délectable, LH: 0.12 %, FSH: < 0.1.%.

Sensibilité fonctionnelle
< 0.6 mUl/mL

La sensibililé fonctionnelle est d
analyte la plus basse, mesurab
CV inter-series de 20 %.
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Sérum humain 3 7949 132 | 17 | 248 | a1 : ‘98?"3-4333954‘-| B s o :
e Sturgeon CM, McAllister EJ. Ana ysis o  clinical applications an
PreciConlrol U"!1 8.14 0.19 2.1 0.24 26 assay requirements. Ann Clin Biochem 1998;35-460-491.
PreciControl U2 24.0 0.96 4.0 111 4.6 6 Marcillac |, Troalen F, Bidarl JM, e! al. Free Human Chorionic
PreciControl ThAY . 0. 2.4 0.82 32 Gonadolropin § Subunit in Gonadal and Nongonadal Neoplasms,
ﬂ'cm_"’l__’l_ 22 3:';_ - 6288 . Cancer Res 1992,52:3901-3907,
PieciControl T2 o : ' ' ~—1 7 Cole LA Immunoassay of human chorionic gonadotropin, ils free
b) U = Universal subunils, and melaboliles. Clin Chem 1997,43(12);2233-2243.
€) T™ = Tumar Marker 8  Schlehusch H. Prenatal screening for Down's syndrome. In: Thomas L
(gd.). Clinical Laboratory Diagnosis, TH-Books, Franklurt, 1sl English
edition 1998:1124-1125, deulsche Aullage 1998:1149-1150,

9 Reynolds TM, Penney MD. The mathematical basis of mullivariale risk
screening: with special reference lo screening for Down's syndrome
associated pregnancy. Ann Clin Biochem 1989:26:452-458.
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10 Cuckle HS, Wald NJ, Thompson SG. Eslimaling a woman's risk of
having a pregnancy associated with Down's syndrome using her age
and serum alpha-fetoprotein level. Br J Obslel Gynaecol
1987,94:387-402.

11 Cuckle HS, Wald NJ, Nanchahal K, el al. Repeal malernal Serum
alpha-fetoprolein testing in antenalal screening programmes for Down's
syndrome. Br J Obslel Gynaecol 1989:96:52-60.

12 Dunstan FDJ, Gray JC, Nix ABJ, el al. Detection rates and false
positive rales for Down’s Syndrome screening: How precisely can they
be eslimaled and what factors influence their value? Statistics Medicine
1997:16:1481-1495.

13 Lamson SH, Hook B. Comparison of Mathematical Models for the
Materna: Age Dependence of Down's Syncrome Rates. Hum Genet Vol
1981;59:232-234.

14 Cuckle HS. Improved parameters for risk estimation in Down's
syndrome screening. Prenal Diagn 1995;15:1057-1065.

15 Thomas L. Human chorionic gonadotropin (hCG). In: Thomas L (ed.).
Clinical Laboralory Diagnosis, TH-Books, Frankiurl, 1st English edition
1998:1119-1121, deulsche Aullage 1998:1144-1148.

16 Mann K, Hormann R. hCG (human chorionic ganadoltropin). In: Thomas
L {ed.). Clinical Laboratory Diagnasis, TH-Books, Frankfurt, 1st English
edition 1998:971-976, deulsche Auflage 1998:992-997.

17 Sturgeon C. Practice Guidelines for Tumor Marker Use in the Clinic.
Clin Chem 2002;48(8):1151-1150.

18 Guder WG, Narayanan S, Wisser H, el al. Lis! of Analyles;
Preanalytical Variables. Brochure in: Samples: From the Patient o the
Laboratory. GIT-Verlag, Darmstadt 1996:16. ISBN 3-928865-22-6.

19 Bablok W, Passing H, Bender R, el al. A general regression procedure
lor melhad lransformation. Application of linear regression procedures
for method comparison studies in clinical chemistry, Part IIl.

J Clin Chem Clin Biochem 1988 Nov:26(11):783-730.

Pour de plus amples informalions, se rélérer au manuel d'ulilisation de
I'analyseur concerné, aux fiches lechnigues respeclives, au dossier

« Product Information » et aux nolices d'utilisation de lous les réaclifs
nécessaires disponibles dans votre pays.

Dans celte fiche technique, le séparaleur décimal pour pariager la partie
décimale de la parlie enliére d'un nombre décimal est un paint. 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,

ICDNTENT} Contenu du coffrel

Analyseurs/appareils compalibles avec les réactils
[PEAGENT] Réactil
|Cr\LlBHﬁTOR| Calibrateur

—_— Volume aprés reconstitution ou homogénéisation

Les modtEcatiuns imponaries par-rappon & |2 version précédente sonl signalées par une bare vericale dans 1z
marge,

© 2013, Roche Diagnostics

( E 0123

u Roclie Diagnasiics GmbH, Sandhoter Sirasse 116, D-65305 Mannheim
www Ioche com
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cobas’

\ v SYSTEM
l Elecsys 2010 kgl
MODULAR ANALYTICS E170
03000079 180 I 100 cobas e 411
| cobas e 601
i cobas e 602
Frangais R1 Ac anti-estradiol-biotine, 1 flacon contenant 8 mL (bouchon gris):

NDomaine d'utilisation

Test immuncicgique pour la détenmination guantitative in vitro de l'estradiol
dans le sérum et le plasma humains.

Ce test par électrochimiluminescence « ECLIA » s'utilise sur les systemes
dimmunoanalyse Elecsys et cobas e.

Caracteristizues

Les estrocfnas jouent un role importa::, dans le développement des
caracteres sexuels femelles, Ils contrdlent, avec les progestalifs, tous les
processus importants de la reproduction chez la fernme.

{'sstrogéne biologiquement le plus actif est le 17p-estradiol. Il s'agit d'une
hormone stéroidienne d'un poids moléculaire de 272 daltons.

Les estrogénes sont principalement synthétisés dans l'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, Ia sécrétion d'estrogénes se fait en deux
phases. Le dosage de I'estradiol est utilisé pour déterminer les causes des
troubles de la fertilité au niveau de I'axe hypothalamo-hypophysaire
ganadotrope, en cas de gynécomastie, de tumeurs de l'ovaire ou des
festicules produisant des estrogénes et en cas d'hyperplasie du cortex. |l
est également utile pour le suivi de lraitements de linfertilité féminine et
pour déterminer le moment de I'ovulation dars le cadre dune fécondation
in vitro (FIV).234

Le test Elecsys Estradiol Il fait appel au principe de compétition en utilisant
un inticorps polyclonal spécifique dirigé contre le 17B-estradiol. L'estradiol
endonéne, libére de I'échantillon sous l'action de la mestérolone, entre en
compétition avec I'estradiol exogéne marqué au ruthénium? pour les sites
de liaison de I'anticorps biotinyle.

2) Ruibpy)i: Tris(2,2-bipyridyl)rutnériun: 1)

Principe

Principe de compétition. Durée: totale du cycle analytique: 18 minutes

* 1ére incubation: 35 pL d'échantillon sont incibés avec un anticorps
anti-estradiol spécifique biotinylé. Il se forme un complexe immun en
relation avec la concentration en estradiol contenue dans |'échantilion.

«  Déme 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 sites encore disponibles de
I'anticorps biotinylé avec formation d'un complexe anticorps-hapténe. Le
complexe immun est fixé 4 la phase solide par une liaison
biotine-streptavidine.

» Le mélange réactionnel est transtéré 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
u ProCell M. Une différence de potentiel appliquée a I'électrods
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 I,
M  Microparticules tapissées de streptavidine (bouchon transparent),
1 flacen contenant 6.5 mL:
Microparticules tapissées de streptavidine 0.72 mg/mL, conservateur

anticorps polyclonal (de lapin) anti-estradiol biotinylé 45 n:cpfrnL;
mestérolone 130 ng/mL; tampon MES 50 mmaliL, pH 6.0;
corservateur

R2 Peptide-estradiol~Ru(bpy)3’ 1 flacon contenant & 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 disgnostic in vitro,

Observer jes précautions habituelles de manipulation en laboratoire.
L'glimination de tous les déchets doit étre effectude conformément aux
dispositons légales.

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

Eviter |1 formation 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
mémorisses sur le code-barres des flacons de réaclifs et doivent elre
saisies.

Conservation et stabilite

Conse:vation entre 2 el 8 °C.

Ne pat congeler,

Range: le coffret de réactifs Elecsys en posiiion verticale, de maniére &
ce que loutes les microparticules coient racsemblées pour
I'homegéngisation qui orécéde l'analyse.

Stabiiité:

avan; ouverture, entre 2 €18 °C  jusqu'a la date de péremption

indiquée

Z;Sr"é; ouverture, entre 2 et 8 °C 56 jours (8 semaines)

56 jours (B semaines)

sur les analyseurs

prélavement et préparation¥es échantillons

Seuls les types d'échantillons indiqués ci-czssous ont été lestés et pe.vent
gtre utilisés.

Sérur recueilli sur tubes de prélévement standard ou contenant un gel
separateur,

Plasta recueilli sur héparinate de lithium, EDTA dipotassique,
EDTA tripotassique ou sur tubes de prélévement contenant un gel
séparateur de plasma. -

Crité;se d'acceptabilité: Recouvremeni entre 70 et 130 % de la valeur
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 inférieure
de distection (sensibilité analytique) + coelficient of corrélation > 0.95.

Stahilité: 2 jours entre 2 et 8 °C, 6 mois a -20 °C. Ne congeler gyune fois.2

Les Jifférents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont 1€ tastes a l'aide
dun> sélection de lubes de prélévement disponibles dans le commerce au
momant du test: les Wubes de prélévement des différents fabricants n'ont
pas 'ous été testés. Les systémes de prélévement du sang ce divers
fabrizants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influsncer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
(sys:émes de prélévement du sang), suivre les instructions données par le
fabricant.
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Les échantillons

qui conliennent un précipitd doivent élre cenlrifugés avant
I'analyse.
Ne pas utliser d'échantillons inactivés pai la cheieur.

Les échantillons ou contrdles stabilisés par de

azide ne doivent pas élre
ulilisés.

S'assurer avant I'analyse que la lemperalure des échanlillons de patients,
des calibraleurs el des conlréles se situe entre 20 el 25°C.

E:1 raison des risques d'évaporation, il est recemmandé de doser les
suhantifions, les contréles el les calibraleurs dans les 2 heures qui suiven!
leur mise en place sur les analyseurs.

Materiel lourni

Voir paragraphe « Réactifs - composition el concenlralions .,
Malériel auxiliaire nécessaire

* [R€F1 03064921122, Eslradiol || CalSet |I, pour4 x 1 mL

. 11737416190, PreciControl Universal. pour 2 x 3 mL de
PreciConlinl Uriversal 1 el 2 x 2 mil_ de PreciConlrol Universal 2

* [REr] 41733416160, PreciControl Univerial, pour 2 x 3 mL de

SrcciControl Universal 1 el 2 x 3 b de PreciControl Universal 2 (pour

les USA)

*  [F£F) 03509987190, Diluent MultiAssay, 2 x 16 L, diluant pour
echantillon

*  Equipement habituel de laboratoire

* Analyseur Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 ou cobas e
Malériel auxiliaire pour les analyseurs Elecsys 2010 el cobased11.

* [AEF] 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL, tampon sysléme

* [B€F] 1662970122, CleanCell, 6 x 380 mL, solution de lavage prur la
cellul: de mesure

* [REF) 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, addilif a la solution
de lavage

* [FEF] 11933159001, Adaptateur pour SysClean

REF] 117068020C1, Elecsys 2010 AssayCu,.. N x B0 cuvelles
reaclionnelles

» [RE] 11706799001, Elecsys 2610 AssayTip, 30 x 120 embouls de
pipelle

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

* [REF1 04880310190, ProCell M 2 ¥ 2 L. tampon systéme

* [REF) 04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L, soluticn de lavage pour la
cellule de mesure

* [REF] 03023141001, PC/CC-Cups, 12 Qodets pour la thermoréqgulalion de
ProCell M el CleanCell M avan| emploi

* [REF] 03005712130, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solulion de lavage de
Faigquille en fin de série el entre les changemeiis de réaclifs

(RF] 03004899190, Elecsys SysClean. 5 x 600 mL solution de lava

sysléme

* [REF] 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 blocs de
84 tubes a essai!ernboulslde pipelles, sacs pour dechets

*  [REF] 03023150001, WasteLiner (sacs pour déchels)

* [RiF] 03027651001, SysClean Adapler M, adaptateur pour SysClean
Pour lous les analyseurs:

e du

*  [REF] 11295500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL solution de lavage du
sysleme

E 11238500160, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL, solulion de lavage
du sysizme (pour les USA)
féalisation du lest

Paur garantir le bon fonctionnement du lest, se conformer aux instructions
relalives & 'analyseur ulilisé indiquées dans le présent dosument. Pour les
nsliuctions spécifiques de Fanalyseur, se rélérer au manuel d'ulilisalion
approprie,

L'analysaur effectue automaliquement I'homogénéisation des
micropailicules. Les paramélres spécifiques du lest mémorisés dans le
coce-baries doivenl étre saisis. Si, exceplionnellement, le code-baires ne

cobas®

peut &tre l: par I'appareil, saisir manuellement la série des 15 chilfres
inserils surl'atiquelte.

Analyseur: MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas e B02:
L'utilisatior: de la solution PreClean M est nécessaire.

Amener les réaclifs ré!rigére‘s aenv, 20 °C avanl le chargement el [es
placer da:« = plateau réactils de I'appareil thermostalé a 20 °C. Eviler |a
formalion (e mousse. L'analyseur gere le conlréle de la lempérature,
l'ouverture et la fermeture des flacons.

Calibration

Tracatiltc: La méthode a €lé slandardisée par rapport  la DI-CG-SM
[c_hlquon Isolopique couplée a la chromalographie en phase gazeuse el
revelee en speclromélrie de masse).t

Le coda-bu res des réaclils Elecsys conlient loutes les informations
Necessair:s a la calibration du lol. La courbe de rald, ance esl adaplée a
I'analysewr & l'aide du CalSet respeclil.

Fréquesics des calibrations: Effectuer une ca libratior par lol en utilisant du
retactil frais (ayant élé enregistré depuis au maximuin 24 heures sur
I'analyscir). Une nouvelie calibration est recommandge:

* aprés ! mois (28 jours) pour un méme lot de réaclii
*anEs T iours pour un méme Nacon de réactil resté sur |'analyseur

Sl € wssare: par ex. siles résullals du contréle de qualilé se siluent en
dek ¢ des lunites de conliance définies.

Conlie e qualité

Utilicer +  zeiConlrol Universal.

D'autres, ..onlrdles appropriés peuvent €galement élre ulilises.

! &5t rece unandé de doser les sérums de controle en simple au mMoins ung
lois loute ;5 les 24 heures pendant une rouline, pour chaque nouveau coil:el
el aprés «haque calibration.
La fréqu= nce das contrdles el les limites de conliance doivent étre
adaptees aux exigences du laboraloire. Les résultals doivent se siluer dans
ies 11tz < de conliance définies. Chaque laboratcire devra élabiir la
procedu: 2 & suivre si les résultals se situent en dehors des limiles détni:s.
S¢ <onlo'irer & la réglementalion gouvernemenltale el aux direclives
locales en vigueur relatives au conlrdle de Quiiie

Calcul s résultats

L'analyscw talcule aulomatiquement la concentralion en analyte de
chaque civantilion, Les résyltals sont exprimzs au choix en pmoliL, pgimL,

ngiL + e, nmol/L sur les analyseurs MODUL# R ANALYTICS E170,
cobas e ;01 el cobas e £02

Facleurs de conversion; pmolll. x 0.273 = pg/mL (ng/L)

pa/mb x 3.67 = pmal/L
Limiles d'utilisation - inlerférences

Le test n'esl pas influencé par liclére (bilirubine < 1129 pmoliL ou
< 66 my; dij, I'hémolyse (Hb < 0.621 mmoliL ou < 1.0 g/dL), 1a lipémie
(Intralipe] < 1000 mg/dL) et la biotine < 147 nmol/L ou < 36 ng/mL.

Critere. ('acceptabilité: Recouvrement + 10 % de |a valeur initiale.

Chez Iy patients traités par de fortes doses de biotine (> 5 mgfjour), il est
recommande d'elfecluer le prélévement de I'échantilion au moins 8 heures
aprés 1 deniiére administration,

Le résultat n'st pas influencé par le facteur thumaloide jusqu’a une
concenlration de 1200 Ul/mL.

L'influeice de 18 médicaments Irequemmenl administrés a élé reche:ches
invilze. Aucune interférence n'a élé observée.

Chez le; paliznts ayant regu des vaccins contenant du sérum de lapin o
possédant un lapin d'appartement, les résullats du lest peuvent élre
erongs,

Dans de rarey cas, des litres Irés élevés d'anticorps dirigés conlre das
anticau - spésifiques de l'analyte, des anlicorps anli-s'replavidine o
anli-Tuwieniumi peuvent conduire a des inlerérences. Ces ellels seni
minimiz2s dans le lest par un procede apyoprié
Pour le diagneslic, les résullats doivent loujo Taisan 0
donnees de I'enimngse du palienl, au lables auxici nals |
d'auties examens
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Limites et inteivalles
Domaine rte mesure

1E£.4-15781 pmaliL ou 5.00-4300 pg/miL. (Céfini par la limite inlérieure de
ueleclion et le maximum de la courbe de relérence). Les laux Silués au-
dessous de la limite inférieure de délection sont exprinés de la manigre
stivanle. < 18.4 pmol/L ou < 5.00 pg/mL. Les taux Situés au-dessus du
domaine de mesuie sonl exprimés de la maniére suivante: > 15781 pmol/L
ar > 4300 g/ml (jusqu'a 78905 pmoliL ou 21500 po/mL pour les
echiantillors dilués {1/5),

Litnites inierisures de mesure

Limite infenieure Je détection du lest

Limite ilerieure de détection: 18.4 pmoliL (5.00 pg/rL)

La linuie niléri2ure de délection correspond 4 la plus laible concentration en
analyle pouvant étre dislinguée de 2éro. Elle est oblenue par le calcul et
représente la concentration du standard le plus laible de la courbe de
relérence + 2 écarls-type (calibraleur de rélérence, standard 1 + 2s,
repélabililé, n = 21).

Dilution

Les échanlions présentant une concentralion en estradiol siluée au-
“essus 1 domaine de mesure peuvent élre dilues 2 l'aide de

Diluen: &:iAssay. Rapport de dilulion recommandeé: 1/5 (dilution manuelle
fu autoinrique sur les analyseurs MODULAR ANALYTICS E170,

Elocsys 2010 ou cobas e). La concentration de I'échantillon dilué doil étre
= 1835 peioliL (> 500 pg/mL)

Sila dilution e<t effectuée par ['analyseur, les logiciels des analyseurs

MODULAR ANALYTICS E 170, Elecsys 2010 et cobas e liennent compte
de a diluticn lors du calcul du résultat,

La “onceniration en analyle du diluant (< 220 pmal'L ou < 60.0 pg/mL) n'est
pat prise w.n comple pour les dilutions situées au-dela du domaine de
mesure.

Valevs e relérence

Des Eludes ellectuées avec le test Elecsys Estradiol Il dans 4 centres
nospialicrs (Allemagne, Autriche) sur un tolal de 520 schantillons de sujets
sains onl pennis d'élablir les valeurs de rilérence suivantes (élides No.

BOOPO23 ¢l CO0P032, décembre 2001 ¥

Euf&: teslis n il Percentiles e —|
50| " 5.950 | 50me|  5.ggeme
| pmolL | pgml |

Hommes 109 75.2:[ 280156 | 208 | 7.63.426

Fernme:

+Phase icliculaie | 88 | 228 | 46.0607 | 622 12.5-166

*Phase ovdlatoie | 49 | 812 | 3151828 | 221 | 85.8.498

* Phase lulcale 83| 389 | 161774 | 106 | 438211

[+ Pusiménopause | 32 | 44.0 | < 18.4201° | §5 <5.00-54.7°

Grossess.,

_:l(:_tluneIE: [ 20 [ 3685 | 789> 15781 | 1004 ] 215> ?:ﬁ;
En.ants {1410 ans);

“Garcons 74 [ 404 [ <184734° [ 110 | <5.00200°

E Filles “__ 65 | 477 | 220991 | 130 600270 |

184 pinolid. (5.00 pg/mL) estfa limite inlérieure de détection du test

infornaiions célaillées sur demande el dans le dossier Product Infarmation
Elecsys Estradial |1,

Chaquz taboraloire devra vérilier ta validilé de ces valeurs et élablir au
besoin sex propres domaines de rélérence selon 1a population examinge.
Perlormances analytiques

Les pedormiances analyliques indiquées ci-dessous sont représenlalives.
Les resultals oblerus au laboraloire peuvent diflérer de ceux-ci.

Pigcision

La précision « é1é déterminée a l'aide de réactiis Elecsys, de pools de
serum numain el de conlréles, selon un prolocole (=P5-A2) du CLsi
{Clinicil and Labora-ory Standards Inslitute). Chaq:ie échantillon a été dose

cobas’

en double dans 2 séries par jour pendant 21 jours (n = 84). Les résultats
suivants o1l eté obtenus:

| Analyseurs Elecsys 2010 el cobas e 411

Repélabilite Precision

inlermédiaire
Echanlilon | Moyenne SD cV sD cv
‘meUL pg/mL | pmol/L | pa/ml. | % | pmollL | pg/mL | %
SHo! 1 149 40.6 6.37 1.74 1 43| 148 |, 402 |93
SH2 | 334 | 911 | 803 | 249 (24| 194 | 529 5.8
SH3 12337 | 209 | 125 | 340 [37] 143 | 300 |43
SH 4 m“i_@eas 2699 | 341 | 930 [32] 661 | 177 |6
SHS [ 13785 | 3756 | 631 | 172 |46| 874 | 238 |63]
PCUST [ 345 | 941 | 141 | 384 [41| 244 [ 668 [57]
PCU2 | 2026 | 552 | 835 | 206 [41]| 9956 | 271 [43]

£} SH = Semim humain
€] PC U = FieeiContial Universal

| Analyscurs MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas & 602
Wil i

Répélabilile Précision

intermediaire
Echantillon |  Moyenne sD [cv SD cv
[ pmoliL | pg/mL | pmol/L | pginL | % | pmolL po/mL | %
SHT  [133 [ 391 | 871 | 237 |61 100 [ 273 70
SH?2 252 | 796 | 101 | 275 |35] 131 | 358 |43
SH3 320 | 878 | 4i7 | 114 [13[ 615 | e 15
SH4 | 10209 | 2809 | 221 | G602 |21 294 | 800 |28
SH5 | uoer| 2804 | 333 | 207 |24 522 | 142 |37
PCUT | 378 | 103 | 987 | 249 |26 142 | 388 |38
PCU2 | 2037 | 555 | 382 | 104 |19] 426 | 156 2.1

Comparuiison de méthodes

Compareison des résultals obtenus pour 34 échantilions déle::ainés avec
le test El:csys Estiadiol Il (y) et par DI-CG-SM (x) (en pgimL}.

Passing/3ablok’ Régression linéaire
y=0.98t«+ 4.15 y=0.921x + 281
T=0.98¢ r=10996

Les concentrations des échantillons étaien! siluées enlre env. 14.1 2t
11667 pmoliL (env. 3.83 et 3179 pa/mL}.

Specificité analytique
Les anticorps monoclonaux ulilisés pour le test Estradiol |1 présentent les
réactions croisées suivanles (en %):

a) Substance rajoutée a raison de 0.1 po/mL:
Aldostér e

0.005
Androst:ndione 0.007
Equiline 0.071
Estrial 0.218
Estrone 0.811
Estrone- 3B-glucuronicle 0.0n2
Estrone: 3-sullate 0.008
Ethistérmine 0.005
Acelale de norelhindrone 0.014
Prégnénoione 0.003
Progestirone 0.0
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Progesterone |l

Progeslérone

cobas’

12145383 122 100

Frangais
Dormnaine d'utilisation

Test immunologique pour |a détermination quanlitative in vitro de la
progeslérone dans le sérum el le plasma humains.

Ce lesl par électrochimiluminescence « ECLIA = s'ulilise sur les syslémes
dimmunoanalyse Elecsys et cobas e.

Caraciérisliques

La progestérane est une harmone stéroidienne d'un poids moléculaire

denviton 314.5 daltons. La progesiérone esl synihélisée essentiellement
dans le corps jaune el le placenta.

Le laux de progestérone est en corrélation avec le développemenl el la
dégradation du corps jaune. A peine déleclable dans la phase lolliculaire du
cycle menslruel, le laux de progestérane augmente le jour qui précéde
l'ovulalion pour voir sa synthiése s'accélérer pendant la phase luléale. Au
cnurs de la deuxiéme partie du cycle, le préanandiol, produit principal de sa
degradalion, est excrété dans l'urine.!

L.a progeslérone provoque une translormalion glandulaire dans la
inuqueuse ulénne (phase de sécrélion) el prépare ainsi la nidalion inlra-
ulérine éventuelle d'un ceul lécondé. Lors de la grossesse, la progesiérone
empéche la contraction du muscle ulérin. Elle stimule, conjointement avec
les aeslrogénes, le déve!oppemenl des seins el la capacilé de sécrélion
des alvéoles mammaires.'#

Le dosage de 1a progeslérane esl ulif+d dans le bilan de lerlilité pour
délenminer la période de I'ovulation et ia phase luléale.2?

Principe
Principe de compélition. Durée lotale du cycle analylique: 18 minutes

* 1ére incubation: 30 pL d'échantillon sont mis en présence d'un anlicorps
monoclonal anli-progestérone bictinylé et d'un peplide progesiérone
marqué au ruthénium®, el incubés avec le danazol pour libérer la
progestérone. La progestérone endogéne el la progestérone exogéne
enlrent en competilion vis a vis des siles de liaison de I'anlicorps.

2eéme incubalion: les microparticules lapissées de streplavidine sont
ajoulées dans la cuvelle réaclionnelle. Le complexe immun est fixé 4 la
phase solide par une liaison streplavidine-bioline. La quantilé de
pregesterone lixée & la phase solide esl inversernent propoitionnelle &
la concenlralion en progestércne dans I'échantilion.

Le mélange reaclionne! esl lransiéré dans la ceilule de mesure, les
microparlicules sonl mainlenues au niveau de I'élecirode par un aimanl,
'eliminalion de la (raction libre es! eflectuée par le passage de ProCell
ou ProCell M. Une dilférence de polentiel appliquée  'élecirode
declenche la produclion de luminescence Gu: est mesurée par un
photomultiplicaleur.

Les résullals sont ablenus a l'aide d'une courbe de calibration. Celle-ci
esl générée, pour I'analyseur ulilisé, par une calibralion en 2 points el
une courbe de rélerence mémorisée dans le code-barres du réaclil.

a) (Rulbpy))E: Tris(2, 2 bipyridyljuihénium(il}
Réactifs - composition el concenlrations
Le rackpack réaclil est éliquelé PROG |I.

M Microparlicules 1apissées de sireplavidine, 1 flacon (bouchon
lransparent), 6.5 mL:
Microparticules |apissées de streplavidine 0.72 mg/mL, conservaleur
A1 Ac anli-progestérone-biotine, 1 lacon (bouchan gris), 10 mL

Anlicorps manoclonal (de souris) anli-progestérone biolinylé
0.15 mg/L; tlampon phosphale 25 mmollL, pH 7.0; conservaleur

Elecsys 2010
MODULAR ANALYTICS E170
cobase 411
cobas e 601
cobas e 602

R2  Peplide progestérone~Ru(bpy)?', 1 flacon (bouchon noir), 8 mL:

Peplide-progesiérone synthélique marqué au ruthénium el couplé &
de Iz progestérone végélale 10 ng/mL; lampon phosphate
25 mmel/L, pH 7.0; conservaleur

Précaulions /'emploi el mises en garde
Pour diagnostic in vilro.
Observer les précaulions habiluelles de manipilalion en laboraloire.

L'eliminalion de lous les déchels doil étre elfecluée conlormeément aux
disposilions legales.

Fiche de doniées de sécurilé disponible sur demande pour les
professioninicls.

Eviter la lormation de mousse dans les réaclils et les échanlilions de tous
lypes (Echantillons de palients, calibraleurs el contrdles).
Preparalicn des réactits

Les réaclils ¢onlenus dans le collrel sont préts & I'emplai el ne peuvenl ithie
ulilisés sepaicment.

Toules les iilonnalions nécessaires au déroulemenl du lest sont
memorisees sur le code-barres des flacons de réaclils el doivenl élre

saisies.

Canservalicn el stabilité
Conservalion entre 2 el 8 °C.
Ne pas conueler.

Ranger le coffrel de réaclifs Elecsys en position verlicale, de mar.isre ;

ce que loules les microparticules soient rassemblées pour
I'nomogeénesation qui précéde l'analyse.

'a_ua'Kul;;u.Ti?.-:E enlre 2el8°C jusqu'a la dale de péremplion 9
indiquée

apres ouve-nure. enre2el8"C 12 semaines e

| sur les analyseurs B semaines i i

Prélévement el préparation des échantillons
Seuls les "nes d'échanlillons indi

ques ci-dessous onl élé Ieslés el peuvent
elre ulilisés. !

: - - fy
Sérum recueilli sur lubes de prélévement standard ou conlenan! un gel
séparaleu.

Plasma recueilli sur héparinale de sodium, de lithium, EDTA lripota:sique,
citrate de sodium el fluorure de sodium/oxalate de polassium. En cis
d'ulilisaliv, de cilrate de sodium, les résullats oblenus doivenl élre 10IMiges
de+ 10 %.

Crilere d'acceplabilité: Recouvrement entre 90 el 110 % de la valeur du
serum ou penle entre 0.9 el 1.1 + ordonnée & 'origine <  2x limile
inlérieure: de délection (sensibililé analytique) + coeflicient de corrclalion

> 0.95,

Stabilité: 5 jours entre 2 el 8 °C, 6 mois  -20 °C. Ne congeler qu'une lois.*

Stabiiité «u sérum recueilli sur tube & gel séparaleur: 48 heures
enlre 2 et 8 °C (voir les indicalions données par le fabricanl des libes),

Les dillé:ents types d'échanlillons indiqués ci-dessus onl été lesles a I'aide
d'une seleclion de lubes de prélevement disponibles dans le commerce au
moment du lest: les lubes de prélévement des différents (abricants n'ont
pas lous €€ lesles. Les systemes de prélévement du sang de divers
labricanis peuvenl contenir différents malériaux pouvant, dans cerains cas,
influereer le ;ésultal du iest. En cas d'ulilisalion de lubes primair:s

(systemi:s Je prélevement du sang), suivre les inslruclions donn:es par le
labricanl,
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Les échanlillons qui conliennent un précipité doivent élre cenlrifuges avant
I'analyse.

Ne pas uliliser d'échanlillons inactivés par la chaleur.

Les échantillons ou conlrdles slabilisés par de I'azide ne doivent pas etre
ulilisés.

S'assurer avant ['analyse que la lempérature des échantillons de palients,
des calibraleurs el des conltrdles se situe entre 20 et 25 °C.

En raison des risques d'évaporation, il esl recommandé de doser les
echanlillons, les conlréles el les calibrateurs dans les 2 heures qui suiven!
leur mise en place sur les analyseurs

Malériel fourni
Voir paragraphe « Réaclifs - composition el concentralions ».
Malériel auxiliaire nécessaire

. 12145391122, Progesterone Il CalSet, pour 4 x 1 mL
* [REF] 11731416190, PreciConlrol Universal, pour 2 x 3mL de
reciControl Universal 1 el 2 x 3 mL de PreciConlrol Universal 2

[REF) 03028542122, Diluen! Esiradiol/Progesterone, 2 x 22 mL., diluant
nour 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 systéme

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

. 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL, additif 2 ta solution
de lavage

* [REF] 11933159001, Adaplateur pour SysClean

* [REF] 11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 cuvelles
réaclionnelles

. 11706799001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 embouls de
pipelle

Malériel 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

HEF| 03023141001, PC/CC-Cups, 12 gadels pour la thermorégulation de
roCell M et CleanCell M avanl emploi

* [REF) 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL, solution de lavage de
l'aiquille en lin de série el enlre les changements de réaclits

12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 blocs de
84 lubes & essaifembouls de pipelles, sacs pour déchels

* [REF] 03023150001, WasleLiner (sacs pour déchels)

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

J 11298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL solution de lavage du
sysleme

Realisation du lesl

Pour garantir le bon lonclionnement du test, se conlormer aux insiruclions
relalives a l'analyseur ullisé indiquées dans le présent document. Pour les
instruclions spéciliques de I'analyseur, se rélérer au manuel d'utilisation
appIoprie.

L'analyseur eflectue aulomaliquement I'homogénéisation des
microparticules. Les parameélres spécifiques du lest mémorisés dans le
coue-barres doivenl élre saisis. Si, exceplionnellement, le code-barres ne

peul étre lu par l'appareil, saisir manuellement la série des 15 chillres
inscnls sur |'dliquetie.

Amener les iéaclils éliigérés a env. 20 °C avant le chargemenl el les
placer dans le plaleau reaclifs de I'appareil thermostaté 2 20 °C, Eviter la

formation de mousse. L'analyseur gere le conlrdle de la tlempérature,
l'ouverture el la lermelure des flacons.

cobas’

Calibration

Tracabilité: La ir.€thode a é1é slandardisée par tapport & la DI-CG-SM
(dilution isctopique couplée a la chromalographie en phase gazeuse el
iévelée en speciiomeélie de masse).®

Le code-barres des réaclifs Elecsys conlient toutes les informalions
necessaires a li calibration du lol. La courbe de référence est adaplée a
I'analyseur & I'aide du CalSel respectil.

Fréquence des calibralions: Elfectuer une calibration par lol en ulilisant du
réaclil lrais (ayanl é1é enregistré depuis au maximum 24 heures sur
I'analyseur). Ure nouvelle calibralion est recommandée:

* aprés 1 muis (28 jours) pour un méme lol de réactil

apres 7 jours pour un méme llacon de réaclil resté sur I'analyseur

si nécessaire: par ex. si les résullals du conlréle de qualilé se siluenl en
dehors des limiles de confiance délinies.
Conlréle de gualité

Uliliser PreciControl Universal,
D'autres conlrdles appropriés peuvent également étre uilises.

Il esl recommandé de doser les sérums de conlréle en simple au moins une
lois loules les 24 heures pendanl une rouline, pour chaque nouveau colire;
el aprés chague calibralion,

La Iréquence des conlrdles el les limites de conliance doivent élre
adaplees au». exigences du laboraloire. Les résullals doiven! se siluer dans
les limites de corfiance définies. Chaque laboraloire devra élablir la
procédure & wuivre si les résullals se siluent en dehaors des limiles délinies.

Se conlormer & la réglementalion gouvernementale el aux directives
locales en viqueur relatives au conlréle de qualilé,

Calcul des résullals

L'analyseur calcule aulomaliquement la concenlration en analyle de

chaque échanlillon. Les résullals sonl exprimés au choix en nmoliL, ng/ral.
ou pg/L.

Facleurs de conversion: nmoal/L x 0.314 = ng/mL (pglL)

ng/mL x 3.18 = nmol/L
Limiles d'utilisation - interlérences

Le lest n'es! pas influencé par I'iclére (ditaurale de bilirubine < 923 pmol/L
ou < 54 mg/dL), 'némolyse (Hb < 0.621 mmol/L ou < 1.0g/dL), la lipémrie
(Intralipid < 723 mg/dL) el la biotine < 82 nmol/L ou < 20 Ag/mL.

Crilere d'acceplabililé: Recouvrement + 10 % de la valeur initia'e.

Chez les patients lrailés par de forles doses de bioline (> 5 mgljour), il est
recommandé d'elfecluer le prélévement de I'échantillon au mains 8 heures
apres la derniere administration.

Le resullal n'est pas influencé par le lacleur rhumatoide jusqu'a une
concenlralion de 2000 Ul/mL.

L'influence ce 18 medicaments fréquemment administrés a élé recherchée
in vitro. Seul le phénylbulazone conduil, aux doses thérapeuliques
journalieres, a des laux de progeslérone par délaul,

Dans de rures cas, des litres lres élevés d'anticorps dirigés conlre des
anlicorps specifiques de l'analyte, des anlicorps anli-sireptavidine ou
anli-rutiiénivm peuvenlt conduire & des inlerérences. Ces ellels sont
minimisés, dans le Les! par un procédé approprié.

Pour le diagnaslic, les résullats doivent toujours étre confrontés aux

données de I'anamnése du palient, au lableau clinique el aux résullals
d'autres #xamens,

Limiles elintervalles

Domaine de mesure

0.095-181 nmol/L ou 0.030-60.0 ng/mL (défini par la limite inférieure de
déleclion et le maximum de la courbe de rélérence). Les laux silués au-
dessous de |a limile inférieure de détection sonl exprimés de la maniére
suivanle: < 0.095 nmol/L ou < 0.030 ng/mL. Les lajix silués au-dessus du

domaine de mesure sont exprimés de la maniére suivante: > 181 nmol/L ou
> 60.0 ng/mL.

Limiles inlérieures de mesure !
Limile inférieure de déleciion du fest ¢
Limile irlérieure de délection: 0.035 nmol/L (0.030 ng/mL}

214
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Progeslérone

La limile intéricure de délection correspond & 2 plus faible concentralion
mesurable en analyle pouvan! élre dislinguée de 2éro. Elle es oblenue par
le calcul el représente I concenlration du standard le pius faible dela
courbe de référence + 2 écarts-lype (calibraleur de réletence,

slandard 1+ 2s, répélabilité, n = 21)

Dilution

Les échanlillons présentan une concentralion en progeslérone au-dessus
du domaine de mesure peuvent &lre dilués avec Diluent
Estradiol!Fmgeslerone 0u du sérum humain contenant une [aible
concentralion d'analyle. Rapport de dilution recommandeé: 1/10. La
concenlralion de I'échanlillon dilugé doil élre > 6 nmol/L (> 2 ng/mL),

Apres dilulion, multiplier le résultal ableny par le lacleur de dilution,

Selon la variance biologique de I'échantilion de patient dilué el de la malrice
de sérum humain ulllisée pour la praduction de Dilueni :
Eslradiol/Progesterone, le aux de récupéralion des échanlillons dilués peul
élre diminyé.

Valeurs de rélérence

Des éludes réalisées avec le lest Elecsys Progesterone || onl permis
d'établir les résulals suivanis:

@Ejels lestés -

Percentiles

nmaoliL ng/mL
£ Z=n e T ~0F T
l—lommes 5 _IB__QJ_? 43 U_E? 0.2-14 |
Fgmmes

* Phase lolliculaire
—

* Phase ovulaloire
_—
* Phase lutéale

—_—

Evaluation inullice Unque Elecsys Progestenone 71

Chaque laboraloire devra verifier la validité de ces valeurs el élablir au
Desoin ses propres domaines de rélérence selon la population examinge.

Performances analyliques

Les perdormances analyliques indiquées ci-dessous sonl représentalives
Les résullats oblenus ay laboraloire peuven| dilérer de ceux-ci.

Précicion

La précision a élé délerminge & l'aide de réaclifs Elecsys, de pools de
Sérum humain el de conlréles, selon un prolacole (EP5-A) du CLS| (Clinical
and Laboralory Standards Institule). Chaque échantilion a elé analysé

6 (ois par jour pendant 10 jours (n = 60); répélabilité sur I'analyseur

jo
MODULAR ANALYTICS E170 (n = 21). Les résullats suivanis ont éle
obtenus:

i Analyseurs Elecsys 2010 el cobas & 417 T
i - Répétabilile
Echaniilon | Moyenne SD [cv ]

- AmollL ng/mL % |
Igérum humain1 499 | 1.87 __2_4_
[Séumhumanz | 352 T 120 | (15 |
Sérum humain3 | 9%0 | 302 | EZE
PreciControl U7 281 | 883 | 23|
PreciConirol U2 | Go1 | 20.8 17 |
L Doemotine ] e _[_____

b U = Universal

—_—

_ ——
r Analyseurs Elecsys 2010 el cobas edi1
Emmrme s s Sl 0 e

-E_a;amiuon Moyenne

| nmollL | ng/mL
Sérum humain 1 499 1.57
= e S S| ]

cobas®

“Analyseurs Elecsys 2010 el cobas e 411 i
I —— __'--__-___'________- . g . . v ¥
Précision Inlermediaire
N *___—____________[—-_________
Echantillon Moyenne SD Cv:
] - nmollL ngimL | %
gé_fum humain”2 0.-13____:1._1“
Sérum humain 3 B ¥ .54 |55
PreciControl U1 0.38 46
PreciConlrol iz 077 |37
[oE e e, Sl
Analyseurs MODULAR ANALYTICS E170. cobas o 601 et cobas e 602 |
B Répélabilite
Echantillon Moyenne SD cv
IO s BB (SRR i
nmoll | ng/mL | pmelL ngimlL | 9,
[ Sérum humain 1 2.31 0.73 0.07 002 |29
Sérum humain 2 [ 957 | 301 | o 004 |14
Sevmhumaind | 103 | 24 ] 09 | 030 091
PreciConlrol U1~ | 156 4.89 017 | 605 |17
PreciConlrol 1)2 T BiS 19.3 045 | 014 |07
v e e e Ao | et i |

“Analyseurs NODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 el cobas ¢ 603
i ool b L4 0D

Précision intermédiaire 7]

Echanlilon | Mayenne e e Ty
nmol/L | ng/mL | nmoll ng/mL | % |

Séumhumain1 | 253 079 |01z | oos [ac
[Sewumhoniunz | 700 313 | o028 _'W“'EH';
[Seumhuming W2 | %3 | 23] 070 20|
PreciConliol U1 | 167 | 52 05 [ o017 [33
PeconV2 57| 2w | 9 0w 5

Comparaison de méthodes

Une compaiaison dy les| Elecsys Progesterone || (y) avec le 1es!

Elecsys Pragesterone (x), ellecluée sur des €chanlillons cliniques, a donng
les corrélalions suivanies (ng/mL):

Nombre d'échantillons analysés 88

Passing/Bubloké Régression lingaire
y=081x4 029 ¥ =0.90x 4+ 0.50
T=0.933 r=0.998

Les concentralions des €chanlillons étaient siluees enlre environ
0.6 el 140 nmolAL. (environ 0.2 et 44 ng/mL),

Specificilé analylique

Le dénvé d'ainicorps ulilisé dans le tesl présente Jes réaclions croisées
suivantes (en %]):

Andraslendiol 1.002
Androstendione 0.138
Corticostérone 0.687
Cortiso! 0.005
Canazol 0.002
DHEA-S 0.009
D-(-)-Norgestrel 0.008
Eﬁslradlof 0.009
Elhistérone 0.002
Giacétate d'éthinoldiol n.d:e
Médroryprogestérone 0.812
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Morélhindrone 0.010
Acélale de narelhindrone nd.
Teslostérone 0.020
4-Prégnéne-11-1 7a-diol-3,20-dione 0.338
11-Désoxycoriicostérone 0.295
11-Désaxycortisol 0.392
S-a-Dinvydrotestosiérone 0.040
5-f-Dihydroprogestérone 207
Sa-Prégnéne-3p-0l-20-one 0.858
5f-Prégnane-3a-0l-20-one 0.211
6u-Mélhyi-1?ulhydroxyacétate de progeslérane 0.257
Go-Mélhylprednisolone n.d.
17a-Hydroxyprégnénclone 0.018
1?0-Hydro:.‘yprogestérone 1.30
20u-1lydroxy-4-prégnéne-3-one 0.016

¢} nd. = non détect ible

Sensibilité fon stionnelle
0.48 rnallL (6.15 ng/mL)

La sensibilité fonclionnelle esl délinie comme élant 1a concenlration en
analyle la plus asse, mesurable de maniére reproductible el donnani un
C¥inler-sries < 20 %
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Paur de plus amples informations, se rélérer ay manuel d'ulilisation de
Fanalyseur concerné, aux fiches lechniques respectives, au dossier

» Produc! Information » et aux nolices d'ulilisation de lous les réaclils
nécessaiics disponibles dans volre pays.

Dans cetle fiche lechnique, le séparaleur décimal Pour parlager la parlie
décimale 0.2 la partie enliére dun nombve décimal est un poinl. Aucun
séparaleur e milliers n'est ulilisé.

Symboles
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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 contrdle 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 deuxiéme trimestre
ont été recrutées comme cas (présentant des fausses couches) ainsi que le groupe de contrdle (n = 69) était composé de femmes qui avaient
une échographie normale. Le folate, la vitamine B12, 'alpha-feetoprotéine, la B-HCG, la progestérone et 1’cestradiol (uE3) ont été évalué par
une électrochimiluminescence « ECLIA » sur des systeémes d'immunoanalyses (Elecsys 2010 et cobas e 6000) (Roche Diagnostics, Penzberg,
Allemagne), aprés 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%me 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) pmol/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 /1 et (9,96+ 0,781vs 10,29 £ 0,1 3 ; P=0,33) mg/l.

D’apres 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, 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
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 + 0.05SMoM), 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 / 1, P = 0.990) in the 1st trimester and is (29.23 + 10.97 vs 141.43 + 51.75 pmol / 1, P =
0.993) during the 2" trimester and vitamin B12 (174.49 + 83.50 vs 176.94 + 65.65 pmol / 1, 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 / 1, P = 0.886) and (9.54 £ 0.85 vs 9.47 + 1.49) umol / 1, 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 /1, P =0.939) and (1, 16 £ 0.781vs 1.22 £ 0.10 mg / 1, P = 0.781) and calcium
(ca) (10.04 £ 0.58vs 10.71 £ 0.10, P = 0.07) mg / 1 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,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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