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Résumé

L’utilisation de la salive comme biofluide contenant des biomarqueurs de diagnostic
présente de nombreux avantages. Son prélevement est rapide, facile, peu colteux et non
invasif contrairement au sang. L’objectif de ce travail est de comparer et de corréler des taux
de quelques parameétres biochimiques, lactate déshydrogénase (LDH), phosphatase alcaline
(PAL), urée, protéines totales, sodium (Na*) et potassium (K*) dans le sang et dans la salive
chez trente et un (31) individus sains sans antécédents médicaux au niveau du laboratoire de
Biochimie du CHU Ibn Rochd a Annaba. Notre étude a montré une corrélation négative entre
tous les parametres plasmatiques et salivaires sauf que pour la PAL et I’urée qui ont une
corrélation positive significative. Les taux moyens de la LDH, de I'urée et de potassium
étaient significativement plus élevés dans la salive que dans le plasma. Les taux de la PAL,
des protéines totales et de sodium étaient significativement plus faibles dans la salive par
rapport au plasma. Nous concluons que 1’urée salivaire peut &tre un outil promoteur pour la
surveillance de I’état de santé, tandis que les autres paramétres nécessitent des études

complémentaires.

Mots clés : Biomarqueurs, Sang, Salive, Lactate Déshydrogenase, Phosphatase Alcaline,

Urée, Protides, Sodium, Potassium.



Abstract

The use of saliva as a biofluid containing diagnostic biomarkers has many advantages. Its
collection is fast, easy, inexpensive and non-invasive unlike blood. The aim of this work is to
compare and correlate the levels of some biochemical parameters (lactate dehydrogenase
(LDH), alkaline Phosphatases (ALP), urea, total proteins, sodium (Na+) and potassium (K+))
in blood and saliva in thirty-one (31) healthy individuals without medical history at the
Biochemistry Laboratory of the CHU Ibn Rochd in Annaba. Our study showed a negative
correlation between all plasma and saliva parameters except for ALP and urea, which had a
positive and statistically significant correlation only for urea. The mean levels of LDH, urea
and potassium were higher in saliva than in plasma, and the levels of ALP, total proteins and
sodium were lower in saliva than in plasma. These differences were considered significant
(p<0.05) in contrast to LDH. This leads to the conclusion that salivary urea is a promising tool
for monitoring general health status, while the other parameters require further study.

Key words: Biomarkers, Blood, Saliva, Lactate dehydrogenase, Alkaline Phosphatases,

Urea, Protein, Sodium, Potassium.
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Introduction

Introduction

Le terme "biomarqueur" désigne une vaste sous-catégorie de signes médicaux et des
indications objectives de I'état de santé observées de I’extérieur du patient qui peuvent étre
mesurés de maniére précise et reproductible. Il existe plusieurs définitions plus précises des
biomarqueurs dans la littérature. En 1998, le National Institutes of Health Biomarkers
Definitions Working Group a défini un biomarqueur comme "une caractéristique mesurée et
évaluée objectivement comme indicateur de processus biologiques normaux, de processus
pathogénes ou de réponses pharmacologiques a une intervention thérapeutique(Strimbu and
Tavel, 2010).

Les biomarqueurs ont de nombreuses autres applications précieuses dans la détection des
maladies , la surveillance de 1’état de santé et la stadification ou classification de 1’étendue de

la maladie (Arthur et al., 2001).

De plus, la pratique clinique et la recherche s’appuient sur le prélevement de différents
fluides corporels, dont le sang, 1’urine, le liquide céphalorachidien et le liquide cérébro-spinal
pour répondre a des questions importantes sur 1’état de santé et les risques des patients. Malgré
leurs efficacités et diversité ils peuvent représenter un gros inconvenient pour certaines
personnes avec une bélonéphobie (peur des aiguilles), une hematophobie (peur du sang), ou
d’autres phobies car ils sont des méthodes invasives et douloureuses (Lasisi and Lawal,
2019).

Le début des recherches visant a dechiffrer le milieu salivaire, donne un apercu du
diagnostic salivaire et du développement de biomarqueurs. Ce faisant, les fluides oraux sont
présentés comme une alternative non invasive et facilement accessible aux méthodes de
diagnostic traditionnelles et pas seulement comme un composant essentiel du processus
digestif. Déterminer que la salive est un moyen crédible d’évaluation de 1’état de santé
représente une avancée considérable dans le domaine des soins de santé, qui pourrait
déboucher sur d'énormes avantages translationnels et des opportunités cliniques importantes
(Schafer et al., 2014).



Introduction

Dans ce contexte, notre travail permet d’explorer la possibilité que pourrait avoir la salive
comme une source fiable de biomarqueurs biochimiques qui sont capables de détecter
certaines maladies par rapport au sang.

Afin d’atteindre notre objectif nous avons suivi une méthode basée sur le dosage de
quelques paramétres biochimiques (Lactate Déshydrogénase LDH, Phosphatase Alcaline PAL,
Urée, Protides, Sodium Na* et Potassium K*) dans deux fluides corporels différents : la salive
et le sang. Une comparaison et une corrélation de ces parameétres entre le sang et la salive ont
éte effectuées.

Notre mémoire est structuré en deux parties; la premiére comporte la revue
bibliographique dans laquelle nous apporterons des notions théoriques sur les biomarqueurs
salivaires et sanguins et leur utilité pour la santé générale. Dans la seconde, nous décrirons les
méthodes suivies et le matériel utilisé au cours de la réalisation de ce travail et nous
présenterons les principaux résultats et leur discussion, ainsi qu’une conclusion de notre

travail.
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Biomarqueurs de la salive et santé générale

Glandes salivaires

Les glandes salivaires constituent un groupe d’organes sécrétant une substance aqueuse :
la salive. Elles sont des réseaux complexes de tubes creux et d’unités sécrétoires qui se
trouvent dans des endroits spécifiques de la bouche et qui présentent des spécificités
individuelles en fonction de leur emplacement (Miletich, 2010).

1.1.  Types des glandes salivaires

Les glandes salivaires sont paires et symétriques : ce sont principalement, les glandes
parotides, submandibulaire (sous maxillaire) et sublinguale. Il existe d’autres glandes toutes
petites : labiales, molaires et palatines, qui sont également reparties dans la cavité
buccale(Carnot, 2018) .

1.1.1. Glandes majeures

Les glandes salivaires principales sont classiqguement décrites somme des glandes situées

dans des loges anatomiques individualisées (figure 01) (Bendrihem and Vacher, 2012).
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Figure 1 : Localisation des principales glandes salivaires chez I’homme

(Miletich, 2010).
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1.1.1.1. Glande parotide

Les glandes parotides sont les plus grandes des trois principales glandes salivaires, elles
sont situées de chaque c6té du visage, en avant des oreilles, et sont constituées de deux lobes,
un lobe superficiel et un lobe profond. Entre ces deux lobes, se trouve le nerf facial qui est
important pour la fonction des muscles de I’expression faciale. Le canal de la glande parotide,
également appelé canal de Stensen, traverse le muscle masséter et débouche dans la cavité
buccale au niveau de la deuxiéme molaire supérieure. La glande parotide est alimentée par
I’artére carotide externe et ses branches et drainée par la veine jugulaire externe (Alhajj and
Babos, 2022).

1.1.1.2. Glande submandibulaire

La glande submandibulaire est la deuxiéme plus grande glande, pése environ la moitié du
poids de la parotide (Ghannam and Singh, 2022). Elle se trouve en dessous de la mandibule
de la méchoire et en position médiale, sous le plancher de la bouche. Elle contient, comme les
glandes parotides, des lobes superficiels et profonds. Les canaux excréteurs de cette glande,
également appelés canaux de Wharton, passent au-dessus du muscle mylohyoidien et se
terminent au niveau de la caroncule sublinguale, sous la langue. Les glandes submandibulaires
sont alimentées en sang par des branches des artéres faciales et linguales et drainees par les
veines sous-mentales vers la veine faciale. Les structures voisines comprennent le nerf
hypoglosse qui est important pour la fonction motrice de la langue, le nerf lingual qui est
nécessaire pour la fonction sensorielle de la langue, le nerf mandibulaire marginal qui donne
une fonction motrice aux muscles qui aident a sourire, et le muscle platysma qui soutient le

mouvement de la levre inférieure.(Alhajj and Babos, 2022).

Les sécrétions submandibulaires représentent 70% de la salive produite par les principales
glandes salivaires (Miletich, 2010).

1.1.1.3. Glande sublinguale

Les glandes sublinguales constituent la plus petite paire de glandes salivaires principales.
En forme d’amande, elle est située au-dessus du muscle mylohyoidien dans I’espace entre la
mandibule et les muscles génioglosses, juste en dessous de la muqueuse buccale.

Contrairement aux principales glandes salivaires, elle n’a pas de véritable capsule
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aponévrotique. Elle s’écoule dans la cavité buccale par environ 10 canaux, appelés canaux de
Rivinus (Nadershah and Salama, 2012).

Parfois, certains des canaux antérieurs peuvent se rassembler dans un plus grand canal
commun, appelé canal de Bartholin, qui s’ouvre a son tour sur le canal de Wharton. La lymphe
de la glande se draine dans les ganglions lymphatiques sous-mentaux et submandibulaires
(Silvers and Som, 1998).

1.1.2. Glandes mineurs

Le tissu des glandes salivaires mineures est composé de 800 a 1000 petites glandes
salivaires dispersées dans la sous-muqueuse de la cavité nasale, de la cavité buccale, du
pharynx, du larynx, de la trachée, des poumons et de la cavité de I’oreille moyenne. Bien que
le tissu des glandes salivaires mineures puisse se trouver n’importe ou le long des voies
aerodigestives, il est plus concentré le long de la muqueuse buccale, de la muqueuse labiale,
de la muqueuse linguale, du palais mou/dur et du plancher de la bouche (figure 02) (Kessler
and Bhatt, 2018).

Figure 2 : Distribution des glandes salivaires mineures dans la cavité orale (en violet)

(Kessler and Bhatt, 2018).
1.2. Sécrétion de la salive

La sécrétion de salive est un processus actif et continu, principalement sous I’influence du
systeme nerveux sympathique. Les cellules acineuses synthétisent de grandes quantités de

protéines, qui sont combinées avec de I’eau importée, des sels et divers autres composants
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dérivés du plasma pour produire la salive. Les cellules du conduit contribuent a la composition
finale de la salive en important des composants du plasma et en produisant certaines protéines
comme les facteurs de croissance, les immunoglobulines et les kallikréines (Amado et al.,
2019).

Chez I’homme, les glandes salivaires principales, ainsi que des centaines de petites
glandes salivaires sous-muqueuses fournissent un film de salive mélangée qui recouvre et
protége la muqueuse buccale et les surfaces dentaires. La sécrétion salivaire est maintenue a
un taux " par défaut ", créant un film mobile mais lent et renouvelant/remplacgant les protéines

adsorbées sur les surfaces buccales molles et dures sous-jacentes.

Les propriétés et la composition de la salive mixte (entiere) délivrée a la bouche au repos
different de celles sécretées pendant les repas, reflétant des contributions différentes de
chacune des glandes salivaires. Les cellules acineuses de la glande parotide ne produisent pas
de glycoprotéines mucines viscoélastiques et contribuent relativement plus a la salive de la
bouche entiere pendant la stimulation (Tableau 1), tandis que la contribution des cellules
acineuses des autres glandes salivaires, dont la plupart sécrétent de la mucine, est relativement
plus importante dans les sécrétions au repos. Cette différence de qualité et de composition de
la salive au repos par rapport a I’alimentation permet a la salive de répondre aux exigences
fonctionnelles différentes de I’exclusion et de la protection immunitaires et du traitement des

aliments par rapport a la déglutition (Boros et al., 1999) (Veerman et al., 1996).

Le mouvement et la stimulation tactile de la muqueuse jouent un réle plus important dans
les glandes mineures labiales et palatines. Les glandes submandibulaires et sublinguales, mais
pas la glande parotide, augmentent leur sécrétion en réponse a différentes odeurs associées a la

nourriture.

La sensation de froid dans la bouche peut provoquer un flux de salive et peut augmenter la
salivation en réponse a une stimulation gustative liquide. La température, les substances
piquantes comme la capsaicine et I’hydroxyl-a-sanshool et les agents de refroidissement
comme le menthol activent les canaux TRP (potentiel de récepteur transitoire), les récepteurs
gustatifs et les kératinocytes buccaux qui évoquent la sécrétion salivaire (Proctor and
Carpenter, 2014).
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Tableau 1: Contribution des différentes glandes salivaires au volume de la salive de la bouche entiére.

(Proctor and Carpenter, 2014).

Au )
Au Stimulee, o
repos, ) stimulée,%
] repos,% | ml/min
ml/min
Salive entiére 0.35 100 2.0 100
les glandes parotides 0.1 28 1.05 53
Glandes submandibulaires /
) 0.24 68 0.92 46
sublinguales
Glandes mineurs <0.05 4 <0.1 1

2. Salive

2.1. Définition

La salive est le liquide biologique sécrété par les glandes salivaires, a I’intérieur de la
cavité buccale. La salive totale, appelée également fluide oral, est composée de tous les fluides
sécretes par les glandes salivaires principales et accessoires, du fluide gingival, du transsudat
des muqueuses buccales, des bactéries sessiles non adhérentes, du mucus provenant des fosses
nasales et du pharynx, des restes alimentaires, des cellules épithéliales desquamées de la
muqueuse buccale, de cellules sanguines et des traces de divers médicaments et produits

chimiques (Trigui, 2018).

La collecte de salive est pratique, non invasive, facile a accepter et offre des opportunités
uniques de contourner la procédure invasive du sang. Par conséquent, elle peut étre utilisée
comme méthode de détection pour diagnostiquer des maladies a partir des biomarqueurs de la

salive, ce qui a été largement utilisé dans la pratique clinique (Cui et al., 2022).
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2.2.  Role de la salive

La salive remplit de multiples fonctions, qui sont importantes pour le maintien de la santé
bucco-dentaire et générale. La salive lubrifie et nettoie les dents et la muqueuse buccale,
maintient un pH neutre grace a son pouvoir tampon, empéche la déminéralisation des dents,
exerce des actions antimicrobiennes, aide a la formation du gofit et du bolus, initie la digestion
enzymatique de I’amidon et elle est impérative pour la mastication, la déglutition et

I’articulation de la parole (Figure 03) (Pedersen et al., 2018).
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Figure 3 : Schéma des fonctions de la salive
(Trigui, 2018).
IgA : immunoglobulines A, IgAs : immunoglobulines A sécrétoires, PRP : Protéines riches en proline, PRG :

PRP glycosylées, SLPI : secretory leukocyte protease inhibitor

2.2.1. La lubrification et la protection

Les meilleurs composants lubrifiants de la salive sont les mucines, avec les PRP
(Protéines riche en proline), la statherine et les histamines, elles rendent la salive visqueuse
puisqu’elles sont peu solubles, tres élastiques et fortement adhésives. La mastication et la
déglutition sont donc facilitées par les effets lubrifiants des mucines, qui augmentent la

résistance au cisaillement a ces moments (Tvarijonaviciute et al., 2020).
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2.2.2. Action tampon et clairance

Dans la salive, HCO;3™ est le systéme tampon le plus important. Le HCO3™ est généré par
L'anhydrase carbonique intracellulaire qui catalyse la réaction réversible de I’eau et du CO;
pour former du HCO;3 et du H'. Lorsque le HCOs" diffuse dans la plaque, il agit comme un
tampon en neutralisant les acides, régulant ainsi le pH salivaire. En outre, le HCO3™ génére
ammoniac pour former des amines, qui servent également de tampon en neutralisant les

acides.

Apres I’activité du HCOg3', le principal pouvoir tampon de la salive est attribué¢ aux
histamines. L’urée, autre tampon présent dans la salive, libere de I’ammoniac aprés avoir été
métabolisée par 1’activité uréase des bactéries de la plaque dentaire et augmente ainsi le pH de

la plaque dentaire (Melvin et al., 2005) (Tvarijonaviciute et al., 2020).
2.2.3. Maintien de I’intégrité des dents

Les sécrétions des glandes sous-mandibulaires/sublinguales humaines contiennent une
mucine multimérique de haut poids moléculaire (MG1) qui s’adsorbe étroitement a la dent et
contribue ainsi a la pellicule d’émail, qui protége la dent des défis acides. En outre, les
statherines adhérent étroitement a la surface de la dent. les PRP acides, se lient aux
concentrations salivaires ¢levées de calcium et de Phosphatase pour maintenir la maturation et

la reminéralisation de 1’émail (Troxler et al., 1997) (Tvarijonaviciute et al., 2020).
2.2.4. Activité antibactérienne

L’activit¢ antibactérienne de la salive peut étre spécifique (par exemple les
immunoglobulines) ou non spécifique (protéines, mucines, peptides et enzymes). Elle
contribue a contrdler le microbiote oral. Les IgA agissent activement sur les surfaces des
muqueuses, neutralisent les virus, servent d’anticorps contre les antigénes bactériens et
agissent en agrégeant ou en agglomérant les bactéries, inhibant ainsi leur fixation aux tissus de
I’hote.

En outre, les cathélicidines agissent comme des peptides antimicrobiens des premieres

défenses de ’hote contre les infections chez les mammifeéres.

D’autre part, les enzymes qui agissent sur I’activité antibactérienne non spécifique sont la

lactoferrine, les lysozymes ou les peroxydases (Tvarijonaviciute et al., 2020).
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2.2.5. GoqQt et digestion (faciliter la déglutition)

L’hypotonicité salivaire renforce la capacité de dégustation des aliments salés et des
sources de nutriments .La salive a également le role précoce, bien que limité, dans la digestion
totale en commencant la décomposition de I'amidon avec la AAs (Acide

acétylsalicylique) (Tvarijonaviciute et al., 2020).

L amylase ne participe pas directement au processus initial de digestion de I’amidon dans
la bouche, mais elle fournit une assistance dans le processus de post-mastication en dissolvant
les résidus alimentaires collés sur les dents. D’autres enzymes dans la salive, comme la lipase

linguale, initient également la digestion des graisses (Roblegg et al., 2019).

Enfin, la formation du bolus est une autre fonction importante de la salive en raison de ses
propriétés mouillantes et de sa capacité a pénétrer dans les aliments pour permettre aux
particules alimentaires de se coller les unes aux autres une fois que les aliments ont été machés

et décomposés physiquement (Tvarijonaviciute et al., 2020).
2.3. Caractéristiques physico-chimiques de la salive

2.3.1. Température

La température orale, celle du milicu salivaire, présente d’importantes variations ,suivant
les périodes de la journée, la température varie entre 36,2 et 37,2 °C, , avec une périodicité de
24 heures et une acrophase (le pic de la sinusoide) 1’aprés-midi vers 16h40 (Figure 4) (Egloff,
2009) (Trigui, 2018).
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Figure 4 : Variations circadiennes de la température orale, d’aprés DAWES
(Egloff, 2009)
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2.3.2. pH

Le potentiel hydrogéne (pH) salivaire se mesure chez un sujet éveillé a jeun, ayant peu
parlé et n’ayant pas fume. Selon la glande considérée, il peut varier de 5,8 pour la glande
parotide a 6,5 pour la submandibulaire. Le pH global de la salive est compris entre 6,2 et 7,6,
avec une valeur moyenne de 6,7 au repos. La salive contribue donc a maintenir la cavité orale
a un pH presque neutre. Le maintien de cette neutralité repose sur deux meécanismes
principaux : le premier consiste a éliminer les glucides fermentescibles qui pourraient servir de
substrat aux bactéries ainsi que les acides qu’elles produisent, Le second, consiste a la
capacité de tamponner et de neutraliser les acides ingérés notamment présents dans les
boissons (Trigui, 2018).

2.3.3. Densiteé et pression osmotiques

Rapportée a la masse volumique de I’eau. La salive a une densité qui varie entre 1,004 et
1,012. La concentration salivaire en solutés (60 a 120 mOsm/kg) est inférieure a celle de

I’organisme (plasma : 290 mOsm/kg). La salive est donc hypotonique (Trigui, 2018).
2.3.4. Viscosité

La viscosité est la résistance a I’écoulement uniforme et sans turbulence se produisant
dans la masse d’un liquide. La viscosité de la salive résulte de la proportion de mucines
produites par les cellules acineuses muqueuses par rapport aux cellules séreuses. Logiquement
on obtient une viscosité de la salive différente suivant la glande dont elle est originaire, le

tableau ci-dessous (Tableau 02) décrit la viscosité de chaque glande (Trigui, 2018).

Tableau 2 : Tableau récapitulatif de la viscosité salivaire

(Trigui, 2018).

Glande salivaire La parotide | La submandibulaire | La sublinguale
Viscosité (centipoise) 1,5 3,4 13,4
Salive (consistance) aqueuse filante trés visqueuse

2.3.5. Potentiel d’oxydoréduction

11
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Le potentiel d’oxydoréduction consiste a la capacité d’engendrer des réactions chimiques.
Celui de la salive est intimement li¢ au pH et il est inversement proportionnel au pH. Lorsque
le pouvoir oxydatif est élevé, le développement de germes aérobies est favorisé. A I’inverse,
lorsque I’environnement buccal contient un grand nombre de germes anaérobies, le pouvoir

oxydatif est diminué (Trigui, 2018).
2.4.  Composition de la salive

La salive entiere est constituée d’un mélange de fluides oraux, y compris les sécrétions
qui provient de trois paires de glandes salivaires majeures et des glandes mineures . La salive
produit 0,75-1,5 L par jour dans des conditions de sécrétion physiologique, cette dernicre reste
¢levée pendant la journée, et diminue considérablement pendant la nuit. La salive contient
99% d’eau et 1% de divers ¢léments inorganiques (¢électrolytes) et organiques (protéines,

glycoprotéines, composants plasmatiques ...). en plus des constituants d’origine non salivaire.

La composition de la salive peut également étre affectée par des situations physiologiques
(age, sexe, poids corporel, rythme circadien, etc.), des troubles systémiques ou des maladies
bucco-dentaires, le stress, I’exercice . Ainsi, I'utilisation de la salive comme substrat pour
I’analyse diagnostique présente de nombreux avantages (Tvarijonaviciute et al., 2020) (Cui
et al., 2022).

2.4.1. Composés inorganiques

Les principaux ions inorganiques de la salive sont : sodium (Na'), potassium (K"),
chlorure (CI) et bicarbonate (HCOs3"). On trouve également en plus petites quantités : calcium
(Ca®"), magnésium (Mg?"), Phosphatase (PO4*), thiocyanate (SCN), fluorure (F"), iodure (I°),
nitrate (NO*). La concentration de ces ions dans la salive est toujours inférieure a celle
rencontrée dans le plasma pour les mémes €léments, exception faite du potassium et des

Phosphatases, cinq fois plus concentrés dans la salive que dans le plasma (Egloff, 2009).
2.4.1.1. Sodium, Potassium et chlorure

Les ions Na', K", CI sont issus du plasma et ont principalement pour role d’établir

I’osmolarité de la salive. L’osmolarité de la salive est environ la moiti¢ de celle du plasma

(Egloff, 2009).

12
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2.4.1.2. Bicarbonate

Les ions bicarbonate sont les principaux acteurs du pouvoir tampon salivaire et donc de la
prévention de la déminéralisation. Ils participent aussi a faciliter la solubilité des
macromolécules et modifient les propriétés d’écoulement et de déformation des mucines

(Proctor and Carpenter, 2014).

2.4.1.3. Thiocynate

Le thiocyanate (SCN") est le produit de la réaction de détoxification du cyanure (sous
forme de traces issues de la fumée de tabac, ou d’aliments) par une enzyme hépatique. L’ion

thiocyanate participe a 1’action antibactérienne des enzymes peroxydases (Egloff, 2009).
2.4.1.4. Calcium et Phosphatase

Une partie des ions Phosphatases et calcium est liée a des protéines ou forme des
complexes. Ces ions calcium et Phosphatase jouent un role important dans les mécanismes
pH-dépendants de dissolution et de reminéralisation de I'hydroxyapatite. Le calcium joue aussi

un role dans ’agencement et 1’état de réticulation des mucines (Trigui, 2018).
2.4.1.5. Fluorures

La concentration en fluor (F') de la salive est similaire a celle du plasma, et légérement
plus ¢élevée en cas d’apports topiques fréquents (eau, dentifrice fluoré). Les ions fluorure

jouent un réle important dans la prévention des 1ésions carieuses (Egloff, 2009).
2.4.1.6. Magnésium

La concentration de magnésium (Mg>") dans la salive est trés faible. A fort débit salivaire,
sa concentration diminue. Cet ion ne semble pas jouer un rdle significatif dans les mécanismes

de déminéralisation/reminéralisation, et peu d’études en font mention. (Egloff, 2009).
2.4.1.7. Nitrates et Ammonium

Les nitrates (NOy), apportés en plus ou moins grandes quantités par I’alimentation
(pollution) sont absorbés dans le tractus gastro-intestinal, puis atteignent les glandes salivaires
via la circulation sanguine : sécrétés dans la cavité orale, ils sont partiellement réduits en
nitrites (NO2) par la flore buccale. Il s’instaure alors un véritable cycle gastro-oral,

responsable de la longue demi-vie des nitrates et des nitrites. Ces substances pourraient étre a

13
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I’origine de la formation de composés nitrés cancérigénes, potentiellement responsables de
tumeurs gastriques. Les ions ammonium (NH4")pour leur part résultent de I’action des uréases

bactériennes sur 1'urée présente dans la salive (Egloff, 2009).
2.4.2. Composés organiques

A ce jour, plus de 3000 espéeces de protéines différentes ont été identifiées dans la salive
humaine a I’aide d’approches protéomiques. La majeure partie (90%) de toutes les protéines
de la salive est constituée d’un groupe polymorphe de protéines synthétisées par les glandes
salivaires (Amado et al., 2019).

2.4.2.1. Protéines salivaires

La salive comprend un grand nombre de composés organiques tels que : lurée,
I'ammoniac, l'acide urique, le glucose, le cholestérol, les acides gras, les mono-, di- et
triglycérides, les lipides phosphorés et neutres, les glycolipides, les acides aminés, les
hormones steroides et les protéines qui aident dans la protection des tissus de la cavité buccale,
y compris les mucines, les amylases, les agglutinines, les glycoprotéines, les lysozymes, les
peroxydases, la lactoferrine et les IgA sécrétoires. Les facteurs non immunitaires comprennent
la lactoferrine, le lysozyme, la myéloperoxydase, les hisstatines, les cystatines, les mucines G1
et G2 et les défensines (Dodds et al., 2005) (De Smet and Contreras, 2005).

De plus, ces macromolécules forment une couche muqueuse viscoélastique et une pellicule
démail dentaire et agrégent et nettoient les bactéries et les débris de la cavité buccale
(Lawrence, 2002).

a. Protéines salivaires riches en proline (PRP)

La salive contient une grande variété de protéines qui sont unique a ce fluide et qui ont
des fonctions biologiques particulierement importantes pour la santé bucco-dentaire.
Beaucoup de ces protéines contiennent des niveaux élevés (35-40%) de proline, et sont donc
appelées protéines riches en proline (PRP). Les PRP, qui représentent prés de 70 % de la
teneur totale en protéines de la salive parotidienne humaine, sont ensuite divisées en trois
groupes en fonction de la charge et du degré de glycosylation : les PRP acides, basiques et les

PRP basiques glycosylées (Kauffman and Keller, 1979).
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* PRP a caractere acide (30%) : ce sont des protéines totales des salives parotidienne
et submandibulaire. Il s’agit de protéines spécifiques aux glandes salivaires car on ne les
retrouve dans aucune autre secrétion. Elles retardent les mouvements d’ions entre la surface de
I’émail et les fluides environnants. Ces protéines pourraient aussi contribuer au maintien d’une
concentration constante en Ca®*.

* PRP a caractére basique (23%) : Ces protéines sont issues de la glande parotide
uniquement. Elles ont un role lubrifiant qui protége I’émail face aux forces de frottement lors
de la mastication. Elles protégent contre les tannins alimentaires, en formant des complexes
afin d’en réduire les effets nocifs.

* PRP glycosylées (17%) (Egloff, 2009).

b. Stathérines, Cystatines, histatines

o Stathérines : Permet a la salive de maintenir son état de sursaturation en ce qui
concerne des sels de calcium et de Phosphatase (Mandel, 1989). La stathérine et les protéines
riches en proline (PRP) permettent I'attachement aux dents et aux autres surfaces de la dent et
d'autres surfaces orales pour une variété de micro-organismes oraux, Ainsi, ces composants
proteiques contribuent grandement au maintien d'une dentition intacte par leur liaison et leur et
I'inhibition de la précipitation spontanee du Phosphatase de calcium et de la croissance des
cristaux, tout en offrant des possibilités d'hétérogénéité dans la colonisation microbienne grace

a leurs modeles de liaison bactérienne spéecifiques (Dodds et al., 2005).

e Cystatines : ce sont des protéines présentes dans toutes les secrétions mugueuses du
corps. Elles jouent un réle protecteur par leur action d’inhibiteur des protéinases (Egloff,
2009).

e Histatines : Les histatines comprennent une famille de petits peptides cationiques,
peptides riches en histidine présents dans la salive humaine, ces peptides sont produits et
sécretés de maniere constitutive par les glandes submandibulaires, sublinguales et parotides.
Les histatines ont été décrits pour la premiere fois au début des années 1970 comme des
peptides qui augmentent l'activité glycolytique des micro-organismes. Des rapports ultérieurs
ont décrit leur puissantes propriétés bactéricides et, plus importantes, fongicides. Ces peptides

font partie du systéme immunitaire inné et jouent un réle important dans le maintien de la
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santé bucco-dentaire en limitant les infections de la cavité buccale (De Smet and Contreras,
2005).

C. Glycoprotéines salivaires

* Mucines : principal composant organique de la salive submandibulaire/sublinguale,
sont de grandes glycoprotéines constituées de deux groupes principaux, définis arbitrairement
comme MG1 (103 kDa) et MG2 (130- 150 kDa). Leur haut degré de glycosylation et leur
potentiel d'hydratation empéchent la dessiccation, leurs propriétés viscoélastiques assurent la
lubrification. Ils peuvent également se lier aux toxines, agglutiner les bactéries, interagir avec
les cellules hotes, et sont des composants importants de la pellicule acquise et de la matrice de
la plague acquises (Amerongen et al., 1987) (Baughan et al., 2000). Il a également été

suggéré que les mucines protégent 1'ccsophage en cas de reflux gastro-cesophagien.

Par conséquent, les réductions de la production de mucines pourrait avoir un certain
nombre d'effets sur la santé buccale et systemique, ainsi que sur la qualité de vie (Dodds et al.,
2005).

e Immunoglobulines : Les immunoglobulines salivaires appartiennent principalement
(85%) a la sous-classe IgA et dans une moindre mesure a la sous-classe des IgG. Ensemble,

elles représentent environ 5 a 15% des protéines salivaires totales.

Les IgA salivaires sont synthétisées par des lymphocytes B situés a proximité des
épithéliums sécréteurs. Apres sa sécréetion dans le liquide interstitiel, elle est absorbée par les

cellules acineuses et canalaires de la glande salivaire et sont ensuite secrétées dans la salive.

Les 1gG présentes dans la salive proviennent principalement du liquide créviculaire qui
s’écoule dans la cavité buccale. En raison de ses caractéristiques de liaison hautement
spécifiques, un seul idiotype d’immunoglobuline se lie et agglutine un seul ou au mieux
quelques espéces microbiennes a réaction croisée. Cependant, I’ensemble de la population
d’immunoglobulines salivaires lie la majorité des microorganismes présents dans la salive, ce
qui permet présentant ainsi un systéme de défense a large spectre. Contrairement aux

immunoglobulines du sérum (van Nieuw Amerongen et al., 2004).

16



Revue bibliographique Biomargueurs de la salive et santé générale

d. Enzymes salivaires

Elles sont diverses mais peu d’entre elles semblent jouer un réle important au sein du
milieu buccal, I’enzyme principale étant I’a-Amylase qui est la seule enzyme digestive
importante de la salive. Elle représente de 40 a 50 % de I’ensemble des protéines de la salive

mixte.

Il existe d’autres enzymes impliquée dans les mécanismes de défense telles que les
peroxydases ; facteurs de défense non spécifique de la salive, les lysozymes, la lactoferrine ;
liant le fer présent sous forme libre dans la salive, et les anhydrases carboniques qui
permettent de maintenir constant le pH dans de nombreux tissus et liquides biologiques car

elle catalyse la réaction d’hydratation du dioxyde de carbone (Egloff, 2009).
2.4.2.2. Urée

L'urée a été On la trouve dans la salive depuis 1951 ; c'est un produit du catabolisme des
acides amines et des protéines. Elle diffuse facilement a travers les membranes biologiques,
avec une distribution homogeéne dans I'eau du corps. Le taux normal d'urée salivaire est de 12-
70 mg/dL et la résolution au-dessus de ce niveau ne change pas de maniere significative au
cours de la journée. Le taux d'urée salivaire est indépendant du volume de la salive et la

détection de l'urée salivaire peut étre effectuée a tout moment de la journée.

Iy a une augmentation du taux d'urée dans la salive lorsqu'il augmente dans le sang en raison

de la diffusion des déchets azotés dans la salive (Pham, 2017).
2.4.2.3. Lipides salivaires

La présence de lipides dans la salive est connue depuis les travaux de Doubleday (1909)
(Larsson et al., 1996). La teneur totale en lipides de la salive entiére était de 2 a 3 ug/ ml,
composé de cholestérol, d'acides gras et de TG. Les lipides salivaires sont principalement
d’origine glandulaire, mais certains sont censés diffuser directement a partir du
sérum. Cholestérol évalué dans la salive d'adultes en bonne santé; ils ont conclu que les
niveaux de concentration salivaire reflétent la concentration sérique dans une certaine mesure
(Karjalainen et al., 1997). Les lipides salivaires peuvent jouer un rdle de nucléation dans la

minéralisation précoce de la plaque dentaire, c’est-a-dire dans la formation de tartre. Ainsi,
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’accessibilité de la bouche en fait un portail a travers lequel on peut potentiellement surveiller

la santé systémique et bucco-dentaire (Tabak, 2001).
2.4.2.4. Sucres salivaires

L étude du glucose salivaire pose probléme, car il est impossible de distinguer le glucose
réellement excrété par les glandes (et qui pourrait refléter la glycémie) du glucose libéré a
partir des glycoprotéines, et du glucose de I’alimentation (salive mixte ou totale). En moyenne,
la glycosialie (concentration en glucose de salive prélevée a la sortie des canaux) est de 5 & 10
mg/l (28 ou 55umol/l), soit cent fois inférieure a la concentration plasmatique. Une
augmentation volontaire de la glycémie (par perfusion de glucose par exemple) entrainera une
augmentation plus ou moins proportionnelle de la glycosialie ; mais une détermination isolée
de la teneur en glucose salivaire ne peut donner d’indication intéressante sur la glycémie
(Egloff, 2009).

2.5. Méthodes de collection de la salive

Les marqueurs biologiques sont utilisés pour mesurer objectivement les processus
biologiques normaux, les processus pathogénes ou les réponses a une intervention
thérapeutique. En outre, le dépistage des biomarqueurs peut étre utilisé pour détecter la

susceptibilité d’une personne a une maladie ou a un processus pathologique spécifique.

Les biomarqueurs sont traditionnellement analysés dans les fluides corporels tels que le
sang, I’urine et le liquide céphalo-rachidien. Avec les progres récents dans le domaine des
dosages protéiques trés sensibles, la salive entiére et le fluide créviculaire gingival semblent
étre des fluides potentiels susceptibles de contenir des biomarqueurs importants ayant diverses

applications en dentisterie et en médecine (Papagerakis et al., 2019).
2.5.1. Types de salive selon la méthode de collection

En fonction de la méthodologie utilisée pour le prélevement de la salive, différents types

de salive peuvent étre considérés :

« Salive entiére : également appelée salive mixte ou fluide oral (salive non stimulée), la
salive entiere est le liquide qui se trouve dans la cavité buccale. Elle contient les sécrétions des

glandes salivaires majeures et mineures ainsi que des composants non salivaires. Ces
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composants non salivaires comprennent le liquide créviculaire gingival, les sécrétions nasales
et bronchiques, le sérum et les dérivés sanguins des plaies, les revétements épithéliaux
desquamés, les composants alimentaires et les microorganismes qui résident dans la cavité

buccale(Papagerakis et al., 2019b).

o Salive parotidienne : liquide sécrété par les glandes parotides et provenant
directement de I’orifice du canal parotidien.

» Salive sous-mandibulaire : fluide sécrété par les glandes sous-mandibulaires et
obtenu directement de I’orifice du canal sous-mandibulaire.

 Salive sublinguale : fluide sécrété par les glandes sublinguales et obtenu directement
de I’orifice du conduit sublingual.

» Salive submandibulaire/sublinguale : fluide sécrété par les glandes submandibulaires
et sublinguales et obtenu directement du plancher buccal a proximité de I’ouverture du canal
submandibulaire, lorsque la secrétion des glandes parotides est empéchée.

o Sécrétions des glandes salivaires mineures : les fluides sécrétés par les glandes
salivaires mineures et obtenus directement a partir des orifices des canaux. L emplacement des
glandes doit étre indiqué (par exemple ; labiale, palatine).

» Salive stimulée : tous les types de salive ci-dessus peuvent étre collectés avec des taux
d’excretion plus élevés aprés une stimulation gustative, masticatoire, pharmacologique ou

mécanique (Amado et al., 2019).

Le fluide le plus frequemment utilisé pour le diagnostic salivaire est la salive entiere
(Mandel, 1990).

2.5.2. Méthodes de collection de la salive entiere

Il existe différentes méthodes pour recueillir la salive entiére. Quelle que soit la méthode
utilisée, il faut demander aux sujets de se rincer soigneusement la bouche avec de I’eau
désionisée avant I’essai de prélevement et de vider la bouche de toute salive. Le sujet doit étre
assis confortablement, les yeux ouverts, la téte légérement inclinée vers I’avant, et (pour un
prélevement de salive non stimulé) il doit se reposer pendant 5 minutes et minimiser les
mouvements orofaciaux. Cing minutes constituent une période de prélévement adéquate. Voici

les quatre méthodes les plus courantes de prélevement de la salive entiere :
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» Méthode d’égouttage : on laisse la salive s’écouler de la levre inférieure dans un tube
a essai gradué muni d’un entonnoir et le sujet expectorise dans le tube a essai a la fin de la
période de collecte. Le sialométre Proflow (Proflow, Incorporated, Amityville, New York) est
un récipient de collecte gradué fixé a un entonnoir et est disponible dans le commerce.

* Meéthode du crachat : on laisse la salive s’accumuler dans le fond de la bouche et le
sujet la crache dans le tube a essai gradué toutes les 60 secondes.

» Méthode d’aspiration : la salive est aspirée en continu du fond de la bouche dans un
tube a essai par un éjecteur de salive ou un aspirateur.

» Méthode de I’écouvillon (absorbant) : la salive est recueillie (absorbée) par un
écouvillon, un rouleau de coton ou une éponge de gaze pré-pesé placé dans la bouche au
niveau des orifices des principales glandes et est retiré pour étre repesé a la fin de la période de
collecte (Navazesh, 1993).

2.6. Biomarqueurs de la santé dans la salive

En 1901, Michaels a commencé a contribuer au diagnostic des maladies par la détection
de la composition de la salive, Depuis les années 1980, de plus en plus de chercheurs en
médecine ont réalise que la salive était un miroir du corps humain. Comparée a d’autres
examens traumatiques, la détection de la salive est simple, inoffensive, facile a accepter par les
patients et peut étre utilisée pour le diagnostic de nombreuses maladies (Figure 05).

Les maladies systémiques actuellement connues et étroitement liées aux biomarqueurs
salivaires sont : la maladie d’Alzheimer, le cancer gastrique, le diabete, la pancréatite, la
maladie du cortex surrénalien, le cancer du sein, etc. Les organes étroitement liés aux
biomarqueurs salivaires comprennent le cerveau, la bouche, le foie, les poumons, le cceur,
I’estomac, etc. Par conséquent, la modification de la composition de la salive peut refléter
I’état de la maladie (Cui et al., 2022).
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Figure 5 : L’utilisation clinique de la salive dans le diagnostic des maladies locales et systémiques

(Cui et al., 2022).

2.6.1. Maladies parodontales

La parodontite est la sixieme maladie inflammatoire chronique la plus fréquente dans le

monde. La forme la plus fréquente de la maladie est la parodontite induite par la plaque,

caractérisée par une inflammation gingivale, la libération de différentes cytokines pro-

inflammatoires et la destruction des tissus parodontaux et de I’os alvéolaire.

L’évaluation de biomarqueurs salivaires spécifiques de cette maladie complémentaires

aux examens cliniques et radiologiques pourrait apporter des informations pronostiques et/ou

de dépistage précoce de cette maladie.

L’analyse de biomarqueurs salivaires pourrait servir d’outil pour I’évaluation de I’état

parodontal durant I’examen initial, la surveillance de la réponse au traitement et la prédiction

de la progression de la maladie. Les biomarqueurs salivaires pour cette pathologie
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comprennent les protéines provenant de I’hote, les cellules hotes, les hormones, les bactéries et

leurs produits, les ions et les composes volatils (Trigui, 2018).

Une étude récente a évalué les niveaux d’adrenomédulline (AM) et d’oxyde nitrique (NO)
dans la salive et le fluide créviculaire recueillis auprés de patients atteints de gingivite, de
parodontite agressive et de parodontite chronique, et les ont comparé a ceux des témoins sains.
Ces données indiquent une implication du NO et ’AM dans la maladie parodontale, ces
molécules pourraient étre utilisées comme marqueurs de diagnostic salivaire pour la

parodontite (Hussain et al., 2016).

De plus, les niveaux salivaires du TLR-4 (Toll Like Receptor), de I'IL-18, de I’acide
urique, de l’aspartate transaminase et de la procalcitonine dans les patients atteints de
parodontite étaient plus élevés que chez les individus en bonne santé¢, montrant des
corrélations positives avec les mesures cliniques, y compris la profondeur de sondage, le
niveau d’attachement clinique et I’indice gingival. Par conséquent, ces parametres pourraient
étre utiles dans le diagnostic et le pronostic des maladies parodontales. Récemment, un
nouveau systéme estimant 1’abondance des neutrophiles dans la salive (a travers MMP-8) a été

développé pour détecter la présence de maladies parodontales (Zhang et al., 2016).
2.6.2. Maladies rénales

La corrélation entre le niveau sérique et salivaire de la créatinine a été étudiée chez les
patients atteints d’insuffisance rénale chronique. Les résultats de ces études ont montré que la
créatinine était plus élevée dans le sérum et la salive des malades. La salive peut étre utilisée
pour évaluer la créatinine des patients malades avec une sensibilité de 97,1% et une spécificité

de 86% lorsque la créatinine dépasse une valeur seuil de 0,2mg/dL (Pham, 2017).

Les niveaux de créatinine salivaire peuvent étre utilisés pour surveiller les fonctions rénales et
pour déterminer I’efficacité de la dialyse chez les patients atteints d’une maladie rénale en

phase terminale (Zhang et al., 2016).

2.6.3. Maladies cancéreuses
2.6.3.1. Cancer des ovaires

Le cancer de I’ovaire est le plus mortel de tous les cancers de I’appareil reproducteur
féminin. 11 est généralement détecté a un stade avancé et le taux de survie n’est que de 30 %.
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Actuellement, les biomarqueurs salivaires les plus couramment utilisés pour le diagnostic du
cancer de I’ovaire sont les protéines CA-125 et MUC16, mais le niveau de CA-125 dans le
cancer de I’ovaire précoce est normal et ne peut étre utilisé pour un diagnostic précoce
(Kirwan et al., 2015).

2.6.3.2. Cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est une tumeur maligne provenant de I’appareil reproducteur
masculin. Le marqueur diagnostique le plus utilisé en clinique est I’antigene spécifique de la
prostate, mais cette méthode présente des problémes tels qu’un co(t de détection élevé, une
faible sensibilité et spécificité, et des faux positifs. Certains patients ne sont diagnostiqués
qu’a un stade avancé, ce qui ne favorise pas le traitement. La détection des MiR-141 et miR-
21 dans la salive sont deux nouveaux biomarqueurs decouverts pour la détection du cancer de
la prostate. Le premier est significativement éleve chez les patients atteints d’un cancer de la
prostate avance, tandis que le second est surexprimé dans le cancer de la prostate précoce. Il a
été prouvé que I’expression de miR-21 et miR-141 dans la salive peut étre détectée par
I’oxyde de nanogene. On s’attend a ce que ce soit une méthode non invasive ou peu invasive

pour diagnostiquer le cancer précoce de la prostate (Hizir et al., 2014).

2.6.3.3. Cancer du pancreéas

Le cancer du pancréas est actuellement I’entité tumorale la plus meurtriere et le nombre
de cas est en augmentation. Il sera bient6t la deuxiéme cause la plus fréquente de déces par

cancer dans le monde occidental (Al-Shaheri et al., 2021).

Le nombre de 31 types de bactéries dans la cavité buccale des patients atteints de cancer du
pancréas a augmenté et le nombre de 25 types de bactéries a diminué. Parmi elles, Neisseria
longum et Streptococcus mitis ont une sensibilité et une spécificité élevées dans le diagnostic

du cancer du pancréas (Farrell et al., 2012).

2.6.3.4. Cancer du poumon

Le cancer du poumon est la principale cause de déces par cancer chez les hommes et les
femmes du monde entier. Etant donné que la plupart des symptdmes constatés pour le cancer
du poumon ne sont pas spécifiques, le diagnostic se fait principalement a la fin et a un stade

avancé avec un mauvais taux de survie (Trigui, 2018).
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Des études trouvées 16 protéines candidates qui peuvent distinguer les patients atteints de
cancer du poumon des individus sains avec une sensibilité et une spécificité élevées (Wei et
al., 2014). Cela indique que les biomarqueurs de la protéomique peuvent étre établis pour la
détection précoce et le pronostic du cancer du poumon. De méme, il est rapporté que les trois
biomarqueurs protéiques (haptoglobine, zinc-a-2-glycoprotéine et calprotectine) dans la salive
ont obtenu une précision, une sensibilité et une spécificité de 90%, 88,5% et 92,3%,

respectivement (Xiao et al., 2012).

2.6.3.5. Cancer du sein

Le cancer du sein est I’un des cancers les plus fréquents chez les femmes dans le monde
ATP6AP1 est une ATPase exprimée dans les tissus normaux et est également associée a
diverses tumeurs. Toutefois, parmi ces cancers, sa prévalence dans le cancer du sein est la plus
élevée. Les auto-anticorps ATP6APL sont produits spontanément chez les patients et peuvent
étre détectés a un stade précoce (Arif et al., 2015). Des études ont montré la présence de huit
biomarqueurs ARNm et un biomarqueur protéique dans la salive, qui peuvent étre utilisés pour

détecter le cancer du sein avec une sensibilit¢é de 83 % et une speécificité de 97 %.
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Biomarqueurs sanguins et santé

1. Lesang

1.1. Définition et fonction

Le sang est un tissu conjonctif liquide ayant une composition unique. Il est formé de
plasma, une matrice liquide et d’éléments figurés (Erythrocytes, leucocytes et thrombocytes)
(Martini et al., 2015). Le sang assure trois grandes fonctions : le transport, la régulation et la

protection.

e Le transport: Le sang apporte I’oxygéne des poumons jusqu’aux cellules de
I’organisme et ramene le dioxyde de carbone des cellules jusqu’aux poumons, ou il est exhalé.
Il achemine aussi les nutriments provenant du tube digestif jusqu’aux cellules. Il se charge
également de la diffusion de la chaleur, de I’élimination des déchets provenant de divers
organes, et du transport des hormones des glandes endocrines vers d’autres cellules.

e La régulation : Le sang maintient le pH de tous les liquides de I’organisme. Il
contribue également a la régulation de la température corporelle par différents moyens. L’eau
qu’il contient absorbe la chaleur et exerce un effet rafraichissant ; de plus, en variant son débit
a travers la peau, le sang peut rejeter I’excédent de chaleur accumulée dans I’organisme. Par
ailleurs, sa pression osmotique modifie la teneur en eau des cellules.

e La protection: La coagulation protege le systéeme cardiovasculaire contre les
hémorragies accompagnant une blessure. De plus, les leucocytes combattent un grand nombre
de maladies en effectuant la phagocytose et en produisant des anticorps. Le sang contient aussi
d’autres protéines, les interférons et le complément, qui contribuent de diverses maniéres a la

protection de I’organisme contre les maladies (Tortora et al., 2009).

Le systeme cardiovasculaire d’un homme contient de 5 a 6 L de sang ; celui de la femme
en contient de 4 a 5 L. Le volume sanguin des deux sexes différe essentiellement en raison de
la différence dans la taille moyenne du corps (Martini et al., 2015). La viscosité apparente du
sang dépend des forces de cisaillement existantes et est déterminée par I’hématocrite, la
viscosité du plasma, I’agrégation et les propriétés mécaniques des érythrocytes (Baskurt,
2003).
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Quand on parle du sang prélevé a des fins d’analyse ou de conservation, on utilise le
terme sang total pour indiquer que sa composition n’a pas été modifiée. Les composants du
sang total peuvent cependant étre séparés ou fractionnés (Martini et al., 2015).

1.2. Composition

Le sang contient environ 45 % d’éléments figurés et 55 % de plasma sanguin.
Normalement, plus de 99 % des éléments figurés sont des érythrocytes. Le pourcentage du
volume sanguin total occupé par les érythrocytes est appelé hématocrite (Figure 06). Les
leucocytes, qui sont pales ou incolores, et les thrombocytes occupent moins de 1 % du volume
sanguin total. Ils forment une couche trés mince, appelée couche leucocytaire, entre les

érythrocytes et le plasma (Tortora et al., 2009).

I=

Plasma (55 %)

Couche leucocytaire,
composée de leucocytes
:r et de thrombocytes

Eléments - Erythrocytes

figurés (45%)

.

Figure 6 : Les composants du sang chez un adulte normal

(Tortoraet al., 2009) .

1.2.1. Erythrocytes (Globules rouges)

Les erythrocytes ou hematies ou globules rouges ne sont pas des cellules au sens strict, car
il leur manque le noyau. Leur tache principale est d’assurer le transport de I’O2 et du CO; des
poumons aux tissus périphériques ou vice-versa. Pour ce travail, un érythrocyte parcourt
environ 400 km durant sa vie. La liaison aux gaz s’effectue grace au constituant le plus
important des érythrocytes, la protéine hémoglobine, qui confére aux érythrocytes et au sang

total leur couleur rouge. Les érythrocytes ont aussi d’autres fonctions : ils participent la
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régulation du pH, grace au pouvoir tampon de I’hémoglobine, et portent a leur surface les

antigénes des groupes sanguins qui caractérisent leur propriétaire.

Le développement des érythrocytes, appelé érythropoiese, a lieu dans la moelle osseuse
(Figure). 1l présente quelques particularités qui tiennent a leur fonction de transport de
I’oxygene. Les érythrocytes ne doivent pas consommer eux-mémes I’oxygéne, comme le font
d’autres cellules dans leur chaine respiratoire. Les érythrocytes sont donc dépourvus de
mitochondries et d’autres organelles, ce qui a comme conséquence la libération de place pour
I’hémoglobine et I’absence de consommation d’oxygene (Horn et al., 2002).

1.2.2. Leucocytes (Globules blancs)

Les globules blancs ou leucocytes, au nombre de 6 000 a 7 000 par millimétre cube de
sang. Contrairement aux erythrocytes, les leucocytes ont un noyau dont la forme permet de
décrire différentes variétés de leucocytes (Figure 07) : les lymphocytes et les monocytes ont
un noyau arrondi non segmentg, les polynucléaires ont un noyau segmenté dont I’affinité pour
les colorants varie, ce qui permet de décrire plusieurs variétes de polynucléaires (neutrophiles,
éosinophiles, basophiles). La formule sanguine est la proportion de ces différentes variétés de
leucocytes. La formule leucocytaire normale est la suivante : lymphocytes 25 %, monocytes
10 %, polynucléaires neutrophiles 60 a 65 %, polynucléaires éosinophiles 1 a 2 %,
polynucléaires basophiles 0,5 a 1 %. Le réle des globules blancs est essentiellement un réle de
défense de I’organisme contre toutes les agressions extérieures dont il peut étre victime : lutte
contre I’infection, phénomeénes immunitaires (reconnaissance et destruction des éléments

étrangers). Dans cette tache, chaque variété de globule blanc est spécialisée (Lacombe, 2015).
1.2.3. Thrombocytes (Plaquette)

Les plaquettes sont des cytofragments de mégacaryocytes circulant sous forme de petits
disques dans le sang périphérique (Litwack, 2022), leur durée de vie est d’environ 10 jours
(Al-Shura, 2020). Elles contribuent a la formation des caillots sanguins et a I’entretien de la
paroi des vaisseaux sanguins. Les plaquettes n’ont pas de noyau et ont un diametre de 14 pum.

le sang normal contient 130 000 a 450 000 plaquettes par microlitre (Litwack, 2022).

Les plaquettes normales ont un diametre de 1 & 3 um. Elles sont irrégulieres avec de fines

granules rouges qui peuvent étre dispersées ou centralisés. Un petit nombre de plaquettes plus
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grandes, jusqu’a 5 um de diameétre, peuvent étre observées dans les films normaux. Des
plaquettes de plus grande taille peuvent étre observées dans le sang lorsque la production de
plaquettes est augmentée (Bain, 2017). La production de plaquettes ne s’arréte pas a la
libération des proplaquettes par les mégacaryocytes dans la moelle osseuse. Elles se
transforment ensuite en plaquettes de taille normale dans la circulation. Les proplaquettes
libérées par les mégacaryocytes sont fragmentées, réduites et augmentées en nombre par des
transformations morphologiques réciproques répétées. en forme de disque, ou d’haltére
(Kurokawa et Ohkohchi, 2018).

Les plaquettes possedent deux types de granules, les granules a et les granules d.

» Lesgranules a: comprennent la sélectine P, le fibrinogéne, la fibronectine, le facteur
V, le facteur VIII, facteur IV des plaquettes, facteur de croissance dérivé des plaquettes,
facteur de croissance tumorale-a.

» Les granules d : comprennent : I’adénosine diPhosphatase, adénosine triPhosphatase,

le calcium épinéphrine, I’histamine, sérotonine

Leur rassemblement déclenche 13 facteurs de coagulation différents dans une sequence en
cascade de la coagulation. Le but est de se rassembler, d’adhérer au site d’une Iésion
vasculaire pour arréter toute nouvelle hemorragie, et de fixer la fibrine en surface pour la

cascade de coagulation et I’agrégation afin de favoriser la croissance de nouveaux tissus.

En pathologie, les plaquettes peuvent provoquer le développement ou les complications
d’événements cardiovasculaires. Un taux élevé de plaquettes provoque les facteurs de
coagulation qui conduisent aux accidents vasculaires cérébraux et aux crises cardiaques. Un

faible taux de plaguettes entraine des troubles de la coagulation (Al-Shura, 2020).

1.2.4. Plasma

Le plasma est le principal composant sanguin acellulaire qui contient les protéines
plasmatiques, y compris tous les facteurs de coagulation (Castillo et al., 2018). Il est incolore
a jaune pale, et se compose principalement de 91,5% d’eau ,7% de protéines et de 1,5 % de

soluté qui ne sont pas des protéines (Al-Shura, 2020).

Les protéines du sang appelées protéines plasmatiques, sont synthétisées par le foie. Les

plus abondantes d’entre elles :
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* Les albumines, représentent environ 54% de I’ensemble des protéines plasmatiques.
elles assurent le transport des acides gras et de plusieurs hormones stéroides. Elles contribuent
également a maintenir la pression osmotique du sang, un facteur important dans I’échange des
liquides a travers la paroi des capillaires.

e Les globulines, qui représentent 38% des protéines plasmatiques, comprennent les
anticorps, qui défendent I’organisme lors de certaines réponses immunitaires.

» Le fibrinogene constitue environ 7% des protéines plasmatiques et joue un réle clé
dans la coagulation .Les autres solutés sont des électrolytes (ions) , des nutriments, des gaz,
des substances régulatrices-telles que les enzymes et les hormones ,des vitamines et des
déchets cellulaires avec des lipides, des sucres et des minéraux (Tortora et al., 2016). Le
plasma contribue au transport et a la I’acheminement des érythrocytes et des déchets (Al-
Shura, 2020).

L’osmolarité du plasma qu’il génére du fait de la présence cumulée de tous ces solutés, est
de 310 milliosmoles par litre, a peu prés eéquivalente a une solution de Na Cl a 9 g/L. Le pH
plasmatique est de 7.4 + 0.05 (Bernard et al., 2006).

Les principaux types de produits plasmatiques disponibles sont les suivants : FFP (Plasma
frais congelé), le plasma congelé dans les 24 heures suivant la phlébotomie (PF24), le plasma
congelé dans les 24 heures apres la phlébotomie maintenu a température ambiante jusqu’a 24
heures aprés la phlébotomie (PF24RT24), plasma décongelé, plasma cryoprécipité reduit, et

plasma liquide(Castillo et al., 2018).
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Figure 7 : Différenciation des cellules sanguines a partir des cellules souches hématopoiétiques

pluripotentes

(Tortoraet al., 2009) .
2. Biomarqueurs de la santé générale dans le sang
2.1. Maladies parodontales

La gingivite est un état inflammatoire des tissus mous q

ui entourent les dents (la gencive)

et constitue une réponse immunitaire directe a la plaque microbienne dentaire qui s’accumule

sur les dents (Kinane, 2001). La parodontite suit la gingivite

et est également influencée par la

réponse immunitaire et inflammatoire de I’individu déclenchée par la plaque microbienne ce

qui provoque la libération de produits bactériens et de m

édiateurs inflammatoires dans la

circulation sanguine. Chez les patients atteints de parodontite, des taux élevés de plusieurs des

marqueurs inflammatoires peuvent étre exprimés dans le sér

locale sur la santé générale (Zekeridou, 2019).

um, reflétant I’effet de la maladie
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Le sérum ou le plasma fournit des informations sur le stimulus et/ou la réponse
inflammatoire générés dans la circulation vis-a-vis des agents pathogénes parodontaux qui
colonisent dans la zone sous-gingivale. Une augmentation des niveaux circulants de cytokines
ont été signalés chez les parodontites chroniques par rapport aux sujets témoins cliniqguement
sains (Buduneli and Kinane, 2011).En effet, dans une étude cas-témoins, 61 patients atteints
de parodontite chronique et 30 personnes témoins ont été sélectionnés. Le facteur de nécrose
tumorale o (TNF-o), lPinterféron-y (IFN-y) et [Iinterleukinel0 (IL-10) étaient
significativement plus élevés chez les patients atteints de parodontite que chez le groupe
contrble (Passoja et al., 2010). Les résultats sont confirmés aussi par une deuxieéme étude cas-
témoins similaire, incluant des sujets atteints de parodontite agressive et chronique,
I’interleukine-1p (IL-1P) était significativement plus élevée dans le sérum des sujets malades
que chez les témoins (Giimiis et al., 2014).

Dans une étude épidémiologique, Wu et al ont trouvé que la parodontite était corrélée
avec des niveaux de protéine C réactive (CRP) et de fibrogene plus élevés. De plus, un taux
élevé d’anticorps IgG pour Porphyromonas gingivalis a été associé de facon significative a un
taux sérique de CRP élevé (Wu et al., 2000).

Deux autres études ont permis de constater que les niveaux de métalloprotéinase 8 de la
matrice orale (aMMP-8) et du facteur d’activation plaquettaire (FAP) étaient plus élevés chez
les patients atteints de parodontite que chez les patients sains ou ceux atteints de gingivite
(Ayravainen et al., 2018 ; Zheng et al., 2006).

Un traitement parodontal cliniquement efficace peut réduire les niveaux de marqueurs
sérologiques et ont donné des résultats non homogénes. Une étude d’intervention préliminaire
a indiqué que le traitement non chirurgical standard (détartrage et surfacage radiculaire (SRP))

pouvait modifier les taux d’IL-6 et de protéine C-réactive (lde et al., 2004).

En conclusion, la plupart des biomarqueurs sélectionnés pouvaient faire la distinction
entre individus sains et malades mais pas entre sites sains et malades chez le méme individu
(Zekeridou, 2019).

2.2. Maladies rénales

Les lésions rénales peuvent étre causées par un large éventail d’agressions, notamment les
infections, les toxines, I’ischémie, I’hypertension, les troubles génétiques ou métaboliques, les
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maladies auto-immunes ou le rejet d’allogreffe. Les effets de ces agressions peuvent induire
une lésion rénale aigué. Déterminer la nature et la gravité de cette blessure le plus t6t possible
est un objectif primordial pour une intervention thérapeutique et une prise en charge réussie du
patient. Les marqueurs biologiques qui identifient les processus normaux ou pathogenes, ou
les réponses au traitement, sont un outil précieux pour déterminer I’état d’un patient (Eckardt
etal., 2013).

L azote uréique sanguin et la clairance de la créatinine sont des biomarqueurs bien établis
de la fonction rénale qui peuvent étre mesurés facilement et a peu de frais. L’urée et la
créatinine sont toutes deux des produits du métabolisme des protéines, qui sont presque
entierement éliminées par les reins. L urée est mesurée en routine dans le sérum par un test de
réaction enzyme/oxydation ; cependant, ses niveaux sont affectés par des influences non
rénales telles que I’apport en protéines, la déshydratation, la fonction hépatique, les
saignements gastro-intestinaux et [I’utilisation de stéroides (Waikar and Bonventre,
2006). Les niveaux de créatinine dans le sérum et I’urine peuvent étre mesurés par une variéte
de tests (réaction de vitesse de Jaffe, méthode de la créatininase, méthode de chromatographie
liguide a haute performance (HPLC)). Cependant, la HPLC est la méthode la plus sensible
pour évaluer les taux de creatinine et n’est pas affectée par les interférences chromogénes. La
clairance de la créatinine est I’une des évaluations les plus courantes de la fonction rénale,
mais elle manque de sensibilité lorsque I’insuffisance rénale est légere et peut étre affectee par
la sécretion tubulaire de créatinine lorsque le taux de filtration glomérulaire diminue (Curhan,
2005).

La cystatine-C est récemment apparue comme un biomarqueur alternatif fiable de la
fonction rénale. La cystatine-C est un inhibiteur de la protéase a cystéine qui est constamment
produit par les cellules nucléées et libéré dans le sang, ou il est normalement réabsorbé et
catabolisé par les tubules rénaux sans réintégrer la circulation sanguine. Les taux sériques de
cystatine-C peuvent actuellement &tre mesurés par immunonéphélométrie ou dosage immuno-
enzymatique (ELISA) et sont affectés par I’utilisation de stéroides ou un dysfonctionnement
thyroidien. La cystatine-C est particulierement sensible pour détecter les modifications de la
fonction rénale lorsque I’insuffisance rénale est l1égeére, et est meilleure que la créatinine pour
I’évaluation des Iésions rénales aigués en raison de sa demi-vie plus courte (Herget-
rosenTHAL et al., 2004).
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Certains autres biomarqueurs potentiels de la fonction rénale méritent également d’étre
notés. L’acide urique est normalement excrété par le rein, mais les niveaux circulants
augmentent pendant I’insuffisance rénale en cas d’IRC. Des études ont montré des niveaux
accrus d’acide urique sérique ont été détectés chez les patients atteints d’IRC par dosage
colorimétrique et prédisent un risque accru d’insuffisance rénale terminale (Feig, 2009).

Les niveaux urinaires d’angiotensinogéne détectés par ELISA ont été rapportés comme
étant un indice spécifique du systéeme rénine-angiotensine intra-rénal et corrélés avec la
pression artérielle et le taux de filtration glomérulaire dans I’IRC. Par conséquent,
I’angiotensinogene urinaire semble étre un biomarqueur potentiel de la fonction rénale dans

les maladies rénales dépendantes de I’hypertension (Deekajorndech, 2007).

L’excrétion fractionnée de magnésium (FE Mg) est considérée comme une mesure de la
fonction tubulaire car les tubules réabsorbent normalement le magnésium filtré par les
glomérules. Les niveaux de magnésium peuvent étre mesurés dans le serum et I’urine par
spectroscopie d’absorption atomique. Les élévations du FE Mg indiquent la perte de flux

capillaire péritubulaire résultant de lésions tubulo-interstitielles (Tesch, 2010).

2.3. Maladies cancéreuses

En 1948 Mandel et Métais ont identifié pour la premiere fois des acides nucléiques
circulants dans le sang; toutefois, ce n’est qu’en 1994 que I’on a pris conscience de leur utilité
potentielle en tant que biomarqueurs pour la détection et le suivi du cancer (Tivey et al.,
2022). Au cours de la derniére décennie, une attention croissante a été accordée aux ADNc
(tels que ’ADN, I’ARNmM et les micro ARN (miARN)) qui sont présents a des concentrations

élevées dans le sang des patients atteints de cancer (Schwarzenbach et al., 2011).

Les CTC sont des cellules issues de la tumeur primitive ou secondaire qui entrent dans la
circulation sanguine par une intravasation active ou passive. Certaines de ces cellules pourront
étre a I’origine de métastases aprés avoir acquis de nombreux avantages leur permettant
I’extravasation, la survie et la prolifération dans le tissu cible. Chez les patients atteints d’un
cancer, I’ADNtc correspond a une trés petite fraction de I’ADN libre circulant représentant

parfois moins de 0.01 % et souvent moins de 1 % (Dolfus et al., 2016).
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Dans le cas d’un individu atteint de cancer la concentration en ADN circulant pouvait étre
plus importante que pour un individu sain. Ainsi I’analyse de la qualité de I’ADN total
circulant a travers sa concentration et le contrdle de son intégrité est susceptible d’étre utilisé
comme biomarqueur du cancer (Malbec et al., 2016).

Il a été estimé que pour un patient dont la tumeur de 100 g, ce qui correspond a 3x10%°
cellules tumorales, jusqu’a 3,3% de I’ADN tumoral peut passer dans le sang chaque jour. En
moyenne, la taille de cet ADN varie entre de petits fragments de 70 a 200 paires de bases et

des grands fragments d’environ 21 kilobases.

La détection de I’ADNc dans le plasma ou le sérum pourrait servir de "biopsie liquide",
ce qui serait utile pour de nombreuses applications diagnostiques et permettrait d’éviter les
biopsies de tissus tumoraux. L’utilisation d’une telle biopsie liquide offre la possibilité de
prélever des échantillons de sang répetes, ce qui permet de suivre les changements de I’ADNc
au cours de I’evolution naturelle de la maladie ou pendant le traitement du cancer
(Schwarzenbach et al., 2011).

Parmi la famille des cytokines, plusieurs interleukines peuvent étre considérées comme
essentielles au développement et a la progression du cancer. Comme pour les autres cytokines,
le mécanisme d’action dans le cancer est spécifique pour chaque interleukine qui active un
sous-ensemble de cellules avec le récepteur correspondant. Parmi les 33 cytokines évaluées,
dix interleukines (IL-2, 1L-4, 1L-10, IL-12, IL-15, IL-16, IL-18, IL-21, IL-22, IL-33) étaient
plus fréquemment associées a la surface ou a I’intérieur des vesicules extracellulaires (VE)
(Souza and Colli, 2022).

2.3.1. Cancer du pancreas

Un autre intérét de la biopsie liquide réside dans la détection précoce du cancer du
pancréas. Pour 80% des patients, la détection du cancer du pancréas a un état avancé alors que
I’intervention chirurgicale n’est plus possible explique le taux élevé de mortalité (pres de
100% de déces 5 ans apres le diagnostic). Par conséquent le traitement efficace du cancer du
pancréas nécessite des méthodes de détection précoce qui permettent la prise en charge rapide
du patient avant I’apparition de métastases. La stratégie consiste a cibler la surexpression de
marqueurs spécifiqgues comme le miARN21 dans le cas du cancer du pancréas. Les miARNs

sont une classe de courts nucléotides simple brins de type ARN non codant jouant un réle de
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régulation dans divers mécanismes cellulaires a travers la dégradation ou la répression des
ARNSs messagers (ARNm) (Malbec et al., 2016).

2.3.2. Cancer du poumon

L’ADNCc est un ADN qui circule librement dans le sang et qui est constitué de fragments
d’une longueur moyenne de 140 a 170 paires de bases (pb). Il est présent dans la circulation
sanguine de sujets sains a une concentration moyenne de 2 ng/ml (fourchette de 1 a 6 ng/ml) et
chez les patients atteints d’un cancer du poumon, a une concentration moyenne de 8 ng/ml
(fourchette de 1 a 41 ng/ml) (Schwarzenbach et al., 2011).

2.3.3. Cancer des ovaires

Les méthodes de traitement traditionnelles du cancer de I’ovaire et les biomarqueurs tels
que I’antigene cancéreux-125 comme outil de dépistage du cancer manquent de spécificité et
ne peuvent pas offrir des schémas de thérapie combinatoire personnalisés. L’ADN tumoral
circulant (ADNCc) est un biomarqueur prometteur du cancer de I’ovaire et peut étre détecté a

I’aide d’une biopsie liquide non invasive (Yang et al., 2021).
2.3.4. Cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est le cancer masculin le plus freguemment diagnostiqué dans le
monde occidental. 1l touche principalement les hommes agés, I’age médian au moment du
diagnostic étant de 72 ans. Il a besoin de nouveaux biomarqueurs, d’autant plus que les
avantages du test antigéne prostatique spécifique PSA restent incertains. Les acides nucléiques
peuvent desormais étre deétectés de maniere précise et sensible dans le sang humain.
Récemment, les recherches sur I’utilité des miARN, ADN et ARNm circulants sans cellules
comme nouveaux biomarqueurs se sont développées de maniere exponentielle (Sita-Lumsden
et al., 2013).
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Matériel et Méthodes

Rappelons que I’objectif de cette étude est de comparer les valeurs obtenues de quelques
paramétres biochimiques entre la salive et le sang chez des individus sains sans antécédents

médicaux.
1. Echantillonnage et collecte des données

1.1. Période et lieu d’étude

Cette étude a été effectuée durant la période allant du 15/03/2022 jusqu’au 11/05/2022 au
niveau de laboratoire de Biochimie du Centre Hospitalo-Universitaire Ibn Rochd a Annaba.

1.2. Population d’étude

L’étude a été portée sur 31 personnes saines ; hommes et femmes agés entre 18 et 37 ans a
qui, une fiche de renseignement a été donnée. Cette fiche (annexe 1) est un questionnaire

utilisé pour vérifier 1’état de santé des sujets et de définir la population d’étude.
1.3. Recueil des données

Le recueil des données a ¢été réalisé¢ a I’aide d’une fiche de renseignement contenant les

informations suivantes (pour plus de détails voir annexe 1) :

e ldentification du patient (nom, prénom, age, sexe et profession).

e Date, lieu et le numéro du prélevement salivaire et sanguin.

e Renseignements cliniques : poids, taille et indice de masse corporelle (IMC).

e Antécédents personnels médicaux et chirurgicaux.

e Traitement médicamenteux en cours.

e Toxiques : tabac et alcool.

e Antécédents familiaux médicaux : insuffisance rénale (IR), insuffisance hépatique (IH) et

insuffisance cardiaque (1C).
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2. Matériel et méthodes

2.1. Collecte de la salive

La collecte salivaire a été effectuée au niveau d’un laboratoire d’analyses médicales a

Guelma. L’heure optimale de collecte est a 8-10 heure du matin.

La méthode de collecte de la salive est la méthode de crachat qui consiste a laisser la
salive s’accumuler dans le fond de la bouche puis le sujet la crache dans un tube sec (Figure
08). Cette collecte se fait aprés un jetine d’une durée de 8 heures au minimum. Les sujets
doivent s’absentir d’avoir tout geste d’hygiéne bucco-dentaire pendant au moins 1 heure avant

la collecte de la salive.

Figure 8 : Prélevement salivaire
2.2.  Prélévement sanguin
Le prélevement sanguin a été effectué au niveau d’un laboratoire d’analyses médicales a
Guelma. Le prélévement est effectué, sur du sang veineux a partir de la veine superficielle du

pli du coude (Figure 09) et ce, aprés un jeline d’une durée de 8 heures au minimum. Le sang

est prélevé ainsi est mis dans un tube hépariné.
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Figure 9 . Prélévement sanguin
2.3. Equipements et réactifs
e Une centrifugeuse Eppendorf® Centrifuge 5702/5702R/5702 RH (Figurel0),

réfrigérée, avec rotor A-4-38 a eté utilisée pour la séparation de sérum du reste des

constituants sanguins et la salive des debris salivaires.

Figure 10 : Centrifugeuse Eppendorf® Centrifuge 5702/5702R/5702 RH

 Un automate multiparamétrique COBAS INTEGRA® 400 Plus de biochimie (Figure) a
été utiliseé pour le dosage du lactate déshydrogénase (LDH), phosphatase alcaline (PAL),
I’urée, et des protéines totales.

« Un analyseur d’électrolyte Diamond Smartlyte® Plus de biochimie (Figure 11) a été

utilisé pour le dosage du sodium (Na*) et du potassium (K™).
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Figure 11 : COBAS INTEGRA® 400 Plus / Analyseur Smartlyte® Plus

o Les réactifs de dosage utilisés sont récapitulé dans le tableau leurs fiches techniques

respectifs sont présentés dans les annexes (2.3.4.5)

Tableau 3 : Réactifs de dosages utilisés (Détails dans les annexes 2.3.4.5.6)

Paramétres

Réactifs

Lactate déshydrogénase LDH

Test LDHI2, test ID 0-607.

Phosphatase alcaline PAL

ALP2S : ACN 158
ALP2L : ACN 683

Urée

Test UREL, test ID 0-003

Protéines totales

COBAS INTEGRA Total Protein
Gen.2 (TP2) Test TP2, test ID 0-
027.

Protéines salivaires

COBAS INTEGRA Total Protéine
Urine/CSF Gen.3 (TPUC3).

Sodium Na*

Fluid pack (solutions Standard A,

B, C et Solution de référence)

Potassium K*

Fluid pack (solutions Standard A,

B, C et Solution de référence)
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2.4.  Méthodes de dosage de LDH, PAL, I’urée et protéines totales
La centrifugation du sang et de la salive & 3000 RPM pendant 10 min a été effectuée afin
de séparer le sérum du reste des constituants sanguins et la salive des débris salivaires.

Apreés la centrifugation des échantillons (salive, sang), les surnageants sont déplacés dans
des godets d’automate (modele 900008, Polyéthyléne haute densité PEHD) (Figure12).

Figure 12 : Préparation des échantillons pour analyse par I’automate COBAS INTEGRA 400 Plus

Le systtme de commande de I’automate muni d’un ordinateur dans lequel est installé un
logiciel d’exploitation de I’automate est ajusté en saisissant : nom/prénom, age, sexe, code de

’analyte.

Les godets sont déposés dans un portoir qui est ensuite placé dans 1I’automate. Notons que
le systeme Roche/Hitachi Cobas C calcule automatiquement la concentration en analyte de

chaque échantillon et les résultats sont envoyés automatiquement a I’ordinateur (Figure 13).

Figure 13 : Systéme de commande de I’automate COBAS INTEGRA 400 Plus
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2.4.1. Dosage de Lactate deshydrogénase LDH
Principe

Le dosage de lactate déshydrogénase LDH du plasma sanguin et de la salive est réalisé
par une méthode cinétique (Annexe 2). La lactate déshydrogénase catalyse la transformation
du L-lactate en pyruvate. Le NAD+ est réduit en NADH.

LDH
L-Lactate + NAD* ——— Pyruvate + NADH + H*

La vitesse de formation du NADH est directement proportionnelle a I’activité catalytique de la
LDH. Elle est déterminée en mesurant I’augmentation de 1’absorbance a 340 nm (Bais and

Philcox, 1994).
Expression des résultats
L’activité enzymatique de la LDH dans I’échantillon est exprimée en UI/L.
2.4.2. Dosage de la Phosphatase alcaline PAL

Principe

Le dosage de la Phosphatase alcaline PAL du plasma sanguin et de la salive est réalise par
une méthode cinétique colorimétrique selon une méthode standardisée (Annexe 3). En
présence d’ions magnésium et zinc, le p-nitrophénylPhosphate est scindé par les phosphatases

alcalines en Phosphate et p-nitrophén ol.

p-nitrophénylphosphate + H,0 i phosphate + p- nitrophénol
La quantité de p-nitrophénol libéré est proportionnelle a I’activité de la phosphatase alcaline.
Elle est déterminée en mesurant 1’augmentation de 1’absorbance a 480/450 nm. (cobas C
311/C 501) (Tietz et al., 1983) .
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Expression des résultats

L’activité enzymatique de la PAL dans I’échantillon est exprimé en UI/L (Facteur de
conversion : U/Lx 0.0167 = pkat/L).

2.4.3. Dosage de I’urée
Principe

Le dosage d’urée du plasma sanguin et d’urée salivaire est réalisé par un test cinétique
utilisant I'uréase et la glutamate déshydrogénase (Annexe 4). Sous I’action de I'uréase, I'urée
est hydrolysée en ammoniac et carbonate. Lors d’une seconde réaction, le 2-oxoglutarate
réagit avec I’ammoniac en présence de glutamate deshydrogénase (GLDH) et de la coenzyme
NADH pour former du L-glutamate. Dans cette réaction, deux moles de NADH sont oxydees

en NAD* pour chaque mole d’urée hydrolysée. Selon la réaction suivante :
; Uréase
Urée + 2H,0 —— 2NH] + CO%

GLDH
NH; + 2-oxoglutarate + NADH —— L-glutamate + NAD* + H,0

La vitesse de diminution du NADH est directement proportionnelle a la concentration en uree
de I’échantillon. Elle est déterminée en mesurant 1’absorbance a 340 nm (Talke and

Schubert, 1965).
Expression des résultats
La concentration de 1’'urée dans 1’échantillon est exprimée en mmol/L.
2.4.4. Dosage des protéines totales
Principe

Le dosage des protéines totales du plasma sanguin est réalisé par un test colorimétrique
(Annexe 5). Les ions cuivriques réagissent en solution alcaline avec les liaisons peptidiques
des protéines avec formation d’un complexe violet caractéristique. Le tartate de potassium et
de sodium empéchent la précipitation de ’hydroxyde de cuivre et I'iodure de potassium

empéche I’autoréduction du cuivre.

42



Matériel et Méthodes

.. pH alcalin ..
Protéines + CU?** ——— Complexe Cu-Protéines

L’intensité de la couleur est directement proportionnelle a la concentration en protéines. Elle

est déterminée en mesurant 1’augmentation de 1’absorbance a 552 nm (Weichselbaum, 1946).
Expression des résultats
La concentration des protéines dans le plasma sanguin est exprimée en g/L.
2.4.5. Dosage des protéines salivaires
Principe

Le dosage des protéines salivaire est réalisé par une méthode turbidimétrique (Annexe 6).
L’échantillon est pré-incubé dans une solution alcaline contenant de ’EDTA qui dénature les
protéines et ¢élimine I’interférence des ions magnésium. Apres addition de chlorure de

benzéthonium, il se produit une turbidité qui est mesurée a 512 nm (Tietz, 1987).
Expression des résultats
La concentration des protéines dans la salive est exprimee en g/L.
2.5.  Meéthode de dosage des ions Na*, K*

Le dosage de Sodium Na* et Potassium K* a été effectué par I’analyseur d’électrolyte le
plus avancé SmartLyte PLUS apres une centrifugation de la salive a 3000 RPM pendant 10
min afin de séparer la salive des débris salivaires.

L’échantillon (salive ou plasma) est aspiré du tube vers ’automate. Cette étape et suivie
par I’essuie de la sonde apres chaque recharge. Apres un moment, les résultats s’affichent sur

I’écran de I’appareil (Figure 14).
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Figure 14 : Etapes du dosage des ions Na* et K* par 1’analyseur Smartlyte® Plus

Principe

Le dosage de sodium Na * et potassium K * plasmatique et salivaire est réalisé par

1’analyseur Smartlyte® Plus qui contient un Fluid Pack, ce dernier est composé de :

e Standard A —350 mL - active ingrédients : Sodium 150.0 mmol/L, Potassium 5.0 mmol/L,
Chlorure 115.0 mmol/L, Calcium 0.9 mmol/L, Lithium 0.3 mmol/L.

e Standard B — 85mL - active ingrédients : Sodium 100.0 mmol/L, Potassium 1.8 mmol/L,
Chlorure 72.0 mmol/L, Calcium 1.5 mmol/L, Lithium 0.3 mmol/L.

e Standard C — 85mL — active ingrédients : Sodium 150.0 mmol/L, Potassium 5.0 mmol/L,
Chlorure 115.0 mmol/L, Calcium 0.9 mmol/L, Lithium 1.4 mmol/L Solution de référence

100mL — active ingrédients : Potassium Chlorure 1.2 mol/L.

Inclus également d’autres ingrédients non-réactifs qui sont nécessaires pour une opération

de systéme optimale.
Expression des résultats
Le taux des ions Na* et K* dans 1’échantillon est exprimé en mmol/L
2.6.  Analyse statistique

La saisie des données a été effectuée dans un tableur Microsoft Excel et ’analyse finale a
¢été réalisée a ’aide de GraphPad Prism 5. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne

+ écart-type (m + SD).
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La vérification de la distribution normale des variables a été verifiée par le test Shapiro-
Wilk. La comparaison des moyennes de données quantitatives a distribution normale a éeté
analysée par le t-test de student (test non paramétrique), tandis que la comparaison des

variables a distribution non normale a été analysée a I’aide du test de Mann-Whitney.

La corrélation selon Pearson a été uniquement utilisée pour corréler I’acide urique
salivaire (mmol/L) et Il’acide urique sérique (mmol/L). Pour le reste des paramétres

biochimiques (LDH, PAL, Protéines, Na*, K*) la corrélation a été effectuée selon Spearman.

Pour la signification statistique, les valeurs p inférieures a 0,05 ont été considérées

comme statistiquement significatives.
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Résultats et Interprétation

1. Comparaison et corrélation de I’activité de la LDH dans le sang et la salive
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Figure 15 : Comparaison entre le taux de la LDH dans le sang et la salive.

Chaque barre représente la moyenne + SD du taux de la LDH dans le sang et la salive. La
différence entre les résultats de comparaison des moyennes a été analysee par le test Mann-Whitney (p
<0,05).

D’aprés la représentation de la figurelb, il est clair que I’activité de la LDH estimée dans
le sang a 212,0 + 123,7 U/L, est inférieure a celle de la salive qui est estimé a 267,5 £ 190,5

U/L. cependant, cette différence est non significative (P =0,6843).
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Figure 16 : Corrélations de taux de la LDH entre le plasma et la salive
(Corrélation de Spearman, * p <0,05).
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La figurel6 montre le résultat de la corrélation entre 1’activité¢ de la LDH dans le plasma
sanguin avec son activité¢ dans la salive. On note une corrélation négative (R = -0,083) et

statistiquement non significative (p = 0,6646).
2. Comparaison de ’activité de la (PAL) entre le plasma et la salive

D’apres la représentation de la figurel7, I’activité de la PAL estimée dans le sang a 83,68
+ 41,41 U/L, est supérieure a celle de la salive qui est égale a 26,10 + 37,26 U/L. Cette
différence est significative (*P<0,0001).
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Figure 17 : Comparaison entre le taux de la (PAL) dans le plasma et la salive

Chagque barre représente la moyenne + SD du taux de [’activité de la PAL dans le sang et la
salive. La différence entre les résultats de comparaison des moyennes a été analysée par le test Mann-
Whitney (*P<0.05).

Par ailleurs, la figurel8 représente le résultat de la corrélation entre la concentration de la

PAL dans le plasma sanguin avec sa concentration dans la salive. On observe que cette

association est positive (R = (), 1443) et statistiquement non significative (*p = 0,4387).
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Figure 18 : Corrélation de I’activité de la (PAL) entre le plasma et la salive

(Corrélation de Spear

man, * p <0,05).

3. Comparaison et corrélation de I’activité de ’urée dans le sang et la salive
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Figure 19 : Comparaison entre le taux d

Salive

‘urée dans le sang et la salive.

Chagque barre représente la moyenne + SD du taux d’urée dans le sang et la salive. La différence entre

les résultats de comparaison des moyennes a été analysée par le t-test de student (*p <0,05).

La figure19, montre que le taux de la moyenne d’urée dans le sang qui est égal a 3,936 +

1,14 mmol/L, est inférieur a celui de la salive qui est éstimé a 5,48 + 1,947mmol/L. Cette

différence est hautement significative (*p= 0,0003).
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Figure 20 : Corrélation des taux de I’urée entre le plasma et la salive

(Corrélation de Pearson, * p <0,05).

D’apres la figure 20, le taux de 1'urée plasmatique est positivement et significativement
associé au taux de I’acide urique dans la salive (R = 0,3835, p = 0,0332).

4. Comparaison et corrélation de taux des protéines dans le sang et la salive
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Figure 21 : Comparaison entre le taux des protéines dans le sang et la salive.

Chaque barre représente la moyenne + SD du taux des protéines dans le sang et la salive. La différence

entre les résultats de comparaison des moyennes a été analysée par le test Mann-Whitney (*p <0,05).
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La représentation graphique de la figure21 illustre que la concentration des protéines
totales dans le sang (75,38 + 4,45 g/L), est significativement supérieure (*p<0,0001) a celle de
la salive qui est estimé a 7,92 + 19,64 g/L.
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Figure 22 : Corrélation du biomarqueur Protéines totales dans le plasma sanguin et dans la salive

(Corrélation de Spearman, * p <0,05).

Le résultat de la corrélation entre la concentration des protéines dans le plasma sanguin
avec sa concentration dans la salive a ¢été représenté par la figure22. On note que cette

corrélation est négative (R = - 0,01976) et statistiquement non significative (*p <0,916).

5. Comparaison et corrélation de Sodium (Na*) / Potassium (K*) dans le sang et la

salive

Selon la figure23, le taux de Sodium (Na*) dans le sang égal a 140,90 + 2,50 mEq/L est
supérieur a celui de la salive qui est apprécié a 12,32 + 5,80 mEqg/L, Par contre le taux de
Potassium (K*) apprécié dans le sang a 6,22 + 8,39 mEq/L est inférieur a celui de la salive qui
est appréecié a 22,47 + 6,62 mEqg/L. Les deux différences entre moyennes sont hautement
significatives (p***<0,0001).
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Figure 23 : Comparaison entre les taux de Sodium (Na*) et Potassium (K*) dans le sang et la salive.

Chaque barre représente la moyenne + SD du taux de Sodium (Na*) / Potassium (K*) dans le
sang et la salive. La différence entre les résultats de comparaison des moyennes a été analysée par le
test Mann-Whitney (p <0,05).

D’une autre part, la figure 24 représentant les résultats des corrélations entre les

concentrations de Sodium Na® et Potassium K" dans le plasma sanguin avec leurs
concentrations dans la salive montre respectivement des associations négatives R = —0,07787

et R = -0,01019 et statistiquement non significatives avec P = 0,6771 et P = 0,9566.
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Figure 24 : Corrélations des taux du biomarqueur Na+ et K+ dans le plasma sanguin et dans la salive

(Corrélation de Spearman, * p <0,05).
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* La lactate déshydrogénase est une famille d’au moins six isoenzymes dépendantes.
Elle appartient a la classe des oxydoréductases et est caractéristique de 1’étape finale de la
glycolyse anaérobie. La LDH catalyse la conversion réversible du pyruvate en lactate avec
I’oxydation/réduction concomitante du NADH en NAD* (Forkasiewicz et al., 2020) . Lorsque
le stress oxydatif ou un dommage oxydatif se produit dans le corps, la LDH peut étre libérée,
ce qui augmente son niveau dans le sérum et la salive. Le site fuite extracellulaire de cette
enzyme indique un dommage ou la mort cellulaire (Pandarathodiyil et al., 2021). De
nombreuses entités pathologiques telles que I'infarctus du myocarde, I’hépatite toxique, les
anémies mégaloblastiques, la pyélonéphrite, le lymphome de Hodgkin, le cancer de ’labdomen
et du poumon, le tératome, les métastases hépatiques, la leucémie, la dystrophie musculaire
progressive et I’embolie pulmonaire reflétent une augmentation du taux sérique de la LDH

(Panda et al., 2020).

Notre étude a montré que la valeur moyenne de la LDH plasmatique (212,0 + 123,7 U/L)
était inférieure a celle de la LDH salivaire (267,5 = 190,5 U/L), contrairement a 1’étude de
Sivaramakrishnan et ses collaborateurs (2015) dans laquelle, un total de soixante sujets a été
divisé en deux groupes ; le groupe des trente patients ayant une fibrose sous-muqueuse orale
(diagnostiqués cliniqguement et histopathologiquement) est comparé a un groupe de de sujets
témoins. lls ont trouvé que les niveaux de I’activité enzymatique de la LDH sérique et salivaire
étaient significativement plus élevés chez les patients atteints de fibrose sous-muqueuse orale
(LDH sérique = 521.0 = 27.30 U/L ; LDH salivaire = 606. 83 + 60.09 U/L) que chez les témoins
sains (LDH serique = 289.43 £ 26.86 U/L ; LDH saivaire = 80.73 £ 12.06 U/L).

Une autre étude de Goyal (2020), a montré que le taux de LDH sérique était 194 U/L
contre un taux de 115 U/L dans la salive, ce résultat n’est pas en accord avec le résultat de

notre étude.

Par ailleurs, nos résultats ne sont pas en accord avec 1’étude de Shetty et ses associes
(2012) qui ont analysé les taux de LDH salivaires chez des patients atteints de leucoplasie
orale comparés a ceux des témoins sains. Ils ont trouvé une différence significative entre eux

et ont conclu que la LDH pourrait étre un futur marqueur de transformation maligne.
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L’étude de Panda et ses collaborateurs (2020) a montré une bonne corrélation entre les
taux de la LDH sériques et salivaires chez les patients atteints de fibrose sous-muqueuse orale,
tandis que chez les patients atteints de leucoplasie, une corrélation positive élevée a été
observée. Ainsi, I’estimation du niveau de LDH salivaire peut étre la meilleure alternative non

invasive a ’analyse de la LDH sérique.

e La phosphatase alcaline appartient au groupe des enzymes hydrolases qui sont des
biocatalyseurs synthétisés dans les cellules vivantes. Elle fonctionne en catalysant 1’hydrolyse
des monoesters de I’acide phosphorique et également la réaction de transphosphorylation en
présence de grandes concentrations d’accepteurs de Phosphate. Les niveaux normaux de la
PAL dans la salive se situent entre 5,50 et 12,58 U/L. La source de cette enzyme dans la cavité
buccale comprend les neutrophiles, les bactéries et les cellules épithéliales buccales (Menaka
et al., 2019). Les taux sériques de la PAL sont élevés chez les patients atteints de tumeurs
primaires et métastatiques du foie et des os, telles que les métastases hépatiques du cancer

colorectal et les atteintes osseuses et hépatiques (Acharya et al., 2017).

Dans notre étude, il y avait une corrélation linéaire positive entre les taux de la PAL
plasmatique et salivaire avec un coefficient de Pearson R=0,1443. On a trouvé que le taux de
la PAL dans le plasma sanguin 83,68 + 41,41 U/L était significativement supérieur a celui de

la salive qui est égale a 26,10 = 37,26 U/L.

Dans une étude de Goyal (2020), I’activité de la PAL a été déterminée chez 500 sujets
divisés en cinq groupes ; groupe de contrdle saints, groupe d’individus fumeurs, groupe de
patients présentant des I€sions buccales bénignes, groupe de patients fumeurs et présentant des
lIésions précancéreuses apparentes (leucoplasie, érythroplasie) et le groupe de patients
présentant un cancer buccal franc. Chez tous les groupes d’étude, I’activité de la PAL sérique
est largement supérieure a celle de la salive. Dans le groupe contréle, la valeur de la PAL
sérique est de 120 U/L contre une valeur de 5 U/L dans la salive. Ces résultats concordent avec

les résultats de notre étude.

e Le sang ou les composants du sérum peuvent passer dans la salive par diffusion
passive, transport actif ou ultrafiltration des liquides extracellulaires induite par la pression
hydrostatiqgue a travers les jonctions serrées entre les cellules acineuses. Dans des

circonstances normales, la dégradation métabolique de produits tels que I'urée, est excrété par
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les reins dans I'urine. En cas de maladie rénale, ce composé s’accumule dans la circulation
systémique et passent dans la salive, soit directement, soit en étant excrété par les glandes
salivaires. Chez les patients atteints d’IRC (Insuffisance rénale chronique), la forte
augmentation de taux de I'urée dans le sérum conduit a la disparité du gradient entre le sérum

et la salive, ce qui augmente la capacité de diffusion du sérum vers la salive (Pham, 2017).

On a trouvé que le taux de I'urée plasmatique 3,936 + 1,14 mmol/ L était inférieur au
salivaire 5,480 + 1,947mmol/L, ces résultats sont cohérents avec les résultats de Yajamanam
et ses collaborateurs (2016),Dans leur étude ; soixante patients atteints d’insuffisance rénale et
soixante témoins sains ont ¢t€ appari€s selon I’age et le sexe ont été étudiés. L’urée et d’autres
paramétres biochimiques ont été mesurés dans le sérum et la salive. lls ont trouvé que la
moyenne de I'urée sérique (3,65 £ 0,66 mmol/L) est inférieure a celle de la salive (4,48 + 1,33

mmol/L).

Yajamanam et ses associés (2016), ont trouvés que les niveaux d’urée salivaire étaient
inférieurs au serum dans le groupe de patients (IRC) (P = 0,001) mais plus élevés dans le
groupe témoin, Cependant, cette constatation peut ne pas avoir de pertinence clinique car les
valeurs sont proches (13,61 + 0,50 mmol/L dans le sérum et 11,62 £ 0,50 mmol/L dans la

salive) et dans la plage normale attendue.

Dans notre étude, il y avait une corrélation linéaire positive entre les taux de 1'urée
plasmatique et salivaire avec un coefficient de corrélation (R= 0,3835%), ce résultat était en
accord avec 1’étude de Pham (2017), dans laquelle des échantillons de sang et de salive ont
¢té prélevés chez 112 patients atteints d’IRC et 108 sujets témoins pour une analyse
quantitative de l'urée et de la créatinine. Une corrélation linéaire positive a été trouvé entre
I’urée sérique et salivaire (R = 0,73 ; p < 0,001). Bien que les résultats soient différents, ce
résultat est cohérent avec des études antérieures telles que la recherche de Lasisi et al (2016),
et Yajamanam et al (2016). Dans la méme étude, Pham a montré que les concentrations
salivaires d’urée sont significativement plus ¢élevées chez les patients atteints d’IRC (23,60
mmol/L) que chez les sujets témoins (13,89 mmol/L ; P < 0.001), et augmentaient en fonction

des stades de gravité de la maladie.

En faisant une autre comparaison avec 1’é¢tude de Lasisi et ses collaborateurs (2016), une

étude cas-témoins a été réalisée, impliquant 50 patients atteints d’IRC au stade avancé et 49
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individus sains comme témoins. Ils ont trouvé que les concentrations de 1'urée plasmatique et
salivaire sont proches, 24,50 mg/dL et 20,50 mg/dL respectivement. Bien que les résultats
soient différents par rapport aux notres, ils ont montré qu’il y avait une corrélation positive

entre I’'urée sanguin et salivaire

Les résultats de notre étude et des études précédentes concernant la corrélation positive
entre les concentrations de I'urée sanguin et salivaire, suggérent que I’analyse de 1’urée
salivaire chez les patients qui ont une IRC refléte leurs niveaux dans le sang, et que la
concentration salivaire de 1'urée pourrait étre utile pour le dépistage, le diagnostic, la

surveillance d’IRC.

e Les protéines sont les précurseurs de nombreux composés biologiques importants,
essentiels au fonctionnement normal de 1’étre humain. Nombre de ces composés peuvent étre
utilisés comme marqueurs pour I’identification d’états pathologiques spécifiques. Ces
composes peuvent non seulement étre impliqués dans la pathogenése, mais aussi étre utilises
comme outil de prédiction de nombreuses maladies. L’hypoprotéinémie peut entrainer un
cedéme, parfois une ascite, et des épanchements pleuraux ou cardiaques. L’entéropathie avec
perte de proteines se caractérise par une perte de protéines dans le tractus gastro-intestinal et
se développe comme une complication rare de diverses maladies, le plus souvent gastro-

intestinales ou cardiaques (Koscielniak et al.,2012 ; Braamskamp et al., 2010).

Les résultats de notre étude ont révelé, qu’il y avait une corrélation négative entre la
concentration des protéines totales dans le plasma sanguin et dans la salive avec un coefficient
de correlation de Spearman (R= - 0,01976). Cette association est inférieure au résultat de
Mirzaii-Dizgah et ses collaborateurs (2020) (R = 0,078). Les niveaux sériques des protéines

totales n’étaient pas significativement corrélés avec les niveaux salivaires non stimulés.

Nos résultats ont montré également que la concentration des protéines totales plasmatique
(75,38 * 4,45 g/L) était supérieures a sa concentration salivaire (7,92 + 19 ,64 g/L). Ces
résultats trouvés s’opposent aux résultats de I’étude iranienne de MirZaii, qui a été menée sur
30 femmes en bonne santé comme cas-témoins et 30 femmes atteintes de sclérose en plaques
(SEP) comme groupe de cas hospitalisées. Le taux des protéines totales a été dosé dans le

plasma sanguin et la salive entiere stimulée et non stimulée.
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Mirzaii-Dizgah et ses associés (2020), ont trouvé que la concentration sérique moyenne
des protéines totales chez les patientes était plus faible que celle du groupe témoins.
Cependant, il n’y avait pas une différence significative dans les concentrations salivaires non
stimulées 50.1 + 3.0 ng/L contre 496 + 89 ng/L dans le sérum. Le taux sérique des protéines
totales est plus faible dans la SEP et il peut étre considéré comme un biomarqueur potentiel
dans la sclérose en plaques. Cependant, il semble que les protéines totales dans la salive ne
soit pas un biomarqueur approprié pour la détection de la SEP.

Al-Muhtaseb (2014) a réalisé une étude pour évaluer la variation de la teneur en
protéines totales entre le sérum et la salive 40 patientes atteintes d’un cancer du sein et chez 40
femmes en bonne santé, avec une fourchette d’age de 50-70 ans. Cette étude a montré que les
proteines seriques totales etaient plus elevees (6,14+1,84 g/dl) chez les patientes atteintes d’un
cancer du sein, alors que les niveaux dans la salive étaient plus faibles (0,25+0,09 g/dl) par
rapport au groupe de femmes en bonne santé. Ces résultats ne sont pas en accord avec les

notres.

* Le sodium et le potassium jouent des roles clés dans le développement et le maintien
de fonctions cellulaires essentielles au cours de plus de deux millions d'années d'évolution
humaine. La Na "/K" adénosine triphosphatase (pompe de sodium) présente dans toutes les
cellules humaines génére un gradient de potassium a travers la membrane cellulaire, qui
détermine le potentiel membranaire de repos. En général, les variations de la concentration
plasmatique de potassium sont inversement li€es aux variations de la tension négative a travers
les membranes cellulaires, ce qui influe sur de nombreuses fonctions cruciales de 1'organisme,

en particulier sur les tissus excitables comme les nerfs et les muscles (Castro and Raij, 2013).

Les ions sodium sont les principaux cations du liquide extracellulaire, tandis que les ions

potassium sont les principaux cations du liquide intracellulaire (Sigel et al., 2013) .

L’¢tude de Bagalad et ses associés (2017) était de déterminer l'efficacité de la salive

comme un moyen de diagnostique chez les patients souffrant d'insuffisance rénale chronique.

Notre étude a montré que la valeur moyenne de Na™ plasmatique (140,90 + 2,50 mEq/L)
est supérieure a celle de la salive (12,32 + 5,80 mEq/L) et que le taux de K dans le sang
estimé a 6,22 + 8,39 mEq/L est inférieur a celui de la salive estimé a 22,47 + 6,62 mEq/L. Nos
résultats concordent avec les résultats de 1’étude de Bagalad et ses collaborateurs ayant comme
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objectif de comparer plusieurs paramétres biochimiques, y compris le sodium le potassium, chez 41
patients souffrant d'insuffisance rénale récemment diagnostiquée et subissant une dialyse pour
la premiere fois, contre 41 individus sains considérés comme témoins. Ils ont montré que le
taux de Na wige (140.87+9.52 mmol/dl) est supérieur a celui de la salive (127.57+13.68
mmol/dl). Alors que le taux de K sique (4.47+0.56 mmol/dl) est inférieur a celui de la salive

(8.74 £ 4.43 mmol/dl).

Par ailleurs et dans la méme étude, une corrélation significativement positive a été trouvée
entre le taux de Na * salivaire et sérique (R na+ = +0.402, P no+ = 0.009%) tandis qu’une
corrélation positive et non significative a été obtenue pour le K* salivaire et sérique qui ont été
comparés et corrélés Rx+= +0.286 et Px+=0.073. Ces résultats n’étaient pas en accord avec
nos résultats dans laquelle des corrélations négatives ont €té trouvées entre les concentrations

de Na" et K* sérique et salivaire (Ry,+ = —0,07787 et Rg+ = —0,01019).

En faisant une deuxiéme comparaison avec 1’étude de Yajamanam et ses collaborateurs
(2016), nous avons trouvé des résultats similaires. Cette étude est portée sur soixante patients
atteints d'insuffisance rénale et soixante témoins sains appariés selon 1'dge et le sexe. Le Na *
et le K " ont été mesurés dans le sérum et la salive ainsi que d’autres paramétres biochimiques.
Ils ont trouvé la moyenne de sodium plasmatique supérieure de celle de sodium salivaire (Na
sanguin 140 = 3.4 mmol/L, Na livaire19.5 + 5.6) et la moyenne de potassium plasmatique est

inférieure a celle de la salive (K sanguin4.2 = 0.3 mmol/L, K saivaire 18.6 =+ 6.4).

L’inexistence de corrélation significative entre le sérum et la salive en ce qui concerne le
sodium et le potassium pourrait étre di a des facteurs tels que la réabsorption active du sodium
et la sécrétion active de potassium par les symporteurs Na-K-Cl en dehors de la diffusion
passive (Chiappin et al., 2007). Le Na " et le K * ne sont probablement pas utiles pour

surveiller les patients insuffisants rénaux (Yajamanam et al., 2016).

* La salive présente des avantages distinctifs en tant qu’échantillon biologique alternatif
au sang pour le suivi de I’état de la santé des patients. Bien que la composition salivaire soit
sous l'influence de la méthode de collecte, 1’état d’hydratation, la posture du corps,
I’éclairage, le rythme circadien, les variations saisonnicres, la taille des glandes, le tabagisme,
les stimulants et les médicaments, elle est non invasive et cause moins d’inconvénients aux

participants lors d’analyses repétées d’échantillons. 11 est proposé que 1’estimation de 1’urée
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dans la salive soit susceptible d’étre utiles comme marqueurs biochimiques pour différencier
entre les malades et les sujets sains. En ce qui concerne les autres paramétres salivaires, des

études complémentaires sont nécessaires pour établir leur réle (Yajamanam et al., 2016).
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Conclusion

Le diagnostic salivaire est extrémement prometteur pour l’objectif a long terme de

développer des tests basés sur la salive cliniqguement validés pour la surveillance de la santé.

L’objectif de notre travail est d’explorer la possibilité que pourrait avoir la salive comme
une source fiable de biomarqueurs biochimiques qui sont capables de détecter certaines
maladies par rapport au sang. Nos résultats ont montré qu’il y avait une corrélation négative
entre tous les parametres plasmatiques et salivaires sauf que pour la PAL et I’'urée qui ont une
corrélation positive et statistiquement significative uniquement pour I'urée. Les taux moyens
de la LDH, de I'urée et de potassium €taient plus €élevés dans la salive par rapport au plasma,
ainsi que les taux de la PAL, des protéines totales et de sodium étaient plus faibles dans la
salive par rapport au plasma. Ces différences sont considérées comme significatives (p<0,05)

contrairement a la LDH.

Puisque les taux de I’'urée plasmatique et salivaire sont positivement corrélés, on conclue
qu’il est possible d’utiliser 1'urée salivaire pour le diagnostic et la surveillance de 1’état de

santé général et surtout de la fonction rénale.

Nos résultats montrent que les autres parametres ; LDH, PAL, protéines totales, Na™ et K*
nécessitent des études complémentaires. Les limites de notre travail ont fait que nous ne
pouvons pas tirer des conclusions définitives concernant la fiabilité des parametres
biochimiques étudiés dans le diagnostic médicale. Ces limites sont la taille de I’échantillon,

I’étude sur des sujets sains uniquement, I’étude sur une seule méthode de collecte de la salive.

Notre travail n’est que le début d’une étude qui mérite d’étre complétée par 1’utilisation
d’un échantillon plus large qui permet une meilleur extrapolation des résultats sur la
population. Une comparaison des parametres biochimiques doit se faire sur deux ou plusieurs
groupes de patients ayant des maladies cardiaque, rénale et hépatique et méme la comparaison
peut se faire a différents stades de la maladie. L utilisation d’autres méthodes de collecte de la
salive (salive stimulée / non stimulée) peut avoir un effet sur résultats. Par ailleurs, I’étude de
I’impact de quelques facteurs, comme le tabagisme, permet de tirer des conclusions plus

pertinentes.
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Annexe 1 : Fiche de renseignement des participants a I’étude
Etude des biomarqueurs dans la salive des sujets considérés sains
SERVICE DE BIOCHIMIE CHU ANNABA

Dosage de ’urée, protides, LDH, PAL, Na+/K+

4+ Identification du patient 4+ Prélévement
®  NOM fiiiiceceecreeee e e e e e r e e datedu préléevement:...../ .../ .......
®  Prénom i s e Numéro de prélevement :
O AL i e e O SANBUIN...eoiteteere e
e Sexe:femme [I homme [ ° Salivair,e.\ ..........................................
e Profession ... o Lieude prélevement :......coceeeeuennee

4+ Renseignements cliniques
Le poids : .ocevveceennne kg lataille : .o m IMC = ....ccc.e.

+ Les antécédents personnels
e Médicaux
Avez-vous présenté ou présentez vous une de ces maladies ?

-les maladies bucco dentaires :........cceveeveveieinveneneeneenenas oul o NON O
carie dentaire 0 parodontite 0 gingivite 0 pulpite dentaire o abces dentaire O les

aphtes O xérostomie (secheresse buccale) o

-les traumatismes bucco dentaires :.......cccovevevrrecerereennn oul o NON O

-les maladies endoCriniENNES : ....ccoveveveveveieee e oul o NON O
diabete o hypothyroidie o insuffisance des glandes surrénales o

-les maladies rénales:.......ccveveveeirvenenceene e Oul i NON O

glomérulonéphrite o IRC o lithiase O néphropathie O

-les maladies hépatiques :........cccceveieiecceccecceee e, oul o NON O

hépatite O cirrhose 0O stéatose o cholécystite o cancer du foie o IHO

-les maladies auto IMMUNES : ....ccovvveieie e, oul o NON o

syndrome sec O

-les maladies du systéme digestif :.........cocoveevniniieececcennne. oul o NON ]
cancer de la bouche etlagorge O

-les maladies respiratoires et ORL :.......cccceoeeecveceeecceiereee. oul o NON ]
sarcoidose O

-la maladie cardiaque et vasculaire :.......ccoceoeeeeeececrennnnee. oul | NON ]
HTA o IC o infarctuso Avc o embolie pulmonaire o angine de poitrine o

-les maladies hématologiques :........ccoeceeeececneineieeeenene. oul o NON ]

-les maladies iINfeCtiIBUSES .......oovvveivveeie e e oul O NON O
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VIH O oreillons O la mononucléose o

-les maladies syStémIiquUES :......cccevvireceerenese s Ooul O NON 1

-les maladies rhumatologiques :.......cccceevvvecececee e, Oul O NON [l

-les maladies du pancréas :........ceeeeeeeeveniesesecesce s oul O NON O

-les maladies neuromusculaires :.......ccococevvevveeeeieerrveennne. oul O NON O

-les maladies 0SSEUSES ......ccueveveerinierirecrereee e oul O NON O
maladie de Paget [0 rachitisme [0 arthrose (1 ostéosarcome [

-les maladies des YEUX i....ccuvvireceeeecere et oul O NON ]
-les maladies de la peau :...ccveveceeceeeee e oul O NON 1

Chirurgie maxillo-faciale :.......cccooeveiveeieveceeeceeereeeees oul O NON O

» Traitement en cours
les antidépresseurs [1 les antihistaminiques [1 les antipsychotiques [ les antiparkinsoniens [
les sédatifs (I la métyldopa O les diurétiques I la méthamphétamine [ la chimiothérapie [
la radiothérapie [0 I'iode radioactif (1 les antiépileptiques [ les hypolipémiants [ les

cestrogenes [ les anticoagulants oraux (1 Les AINS [0 bétabloquants [ les corticoides [

» Toxique
Tabac : OUI O NON O
Alcool : OUI O NON O

4+ Les antécédents familiaux

R O H O (= "
4+ Les donnés biologiques
+ Le prélévement sanguin : + Le prélévement salivaire :
® U@ i mmol/I ®  Urée e mmol/I
o Protides e, gr/l e Protides i....cccoeverrereerneenenn 81/
®  LDH it u/l ® IDH e U/
®  PAL ot u/l ® PAL v U/
L I = T mmol/I L I T TR mmol/I
L (G O mmol/I LI R mmol/I
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Annexe 2 : Fiche technique du kit de dosage du lactate déshydrogénase LDH

0003004732122COINV7.0

LDHI2

Lactate Dehydrogenase acc. IFCC ver.2
Références de commande

cobas’

Enzymes

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

suivants PRl W i
03004732 122 | Lactate Dehydrogenase acc. to IFCC ver.2 (300 tests) System-ID 07 6607 0 gggﬁg miggm ggg plus

1075935 190 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) System-ID 07 3718 6

1075935 360 Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 3718 6

12149435 122 | Precinorm U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 7999 7

12149435 160 | Precinorm U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 7999 7

12149443 122 | Precipath U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 8000 6

12149443 160 | Precipath U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 8000 6

10171743 122 | Precinorm U (20 x 5mL) System-ID 07 7997 0

10171735122 | Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0

10171778 122 | Precipath U (20 x 5mL) System-ID 07 7998 9

10171760 122 | Precipath U (4 x 5 mL) System-ID 07 7998 9

05117003 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05947626 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05947626 160 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pour les USA) ~ System-ID 07 7469 3

05117216 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05947774 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) System-ID 07 7470 7

05947774 160 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5mL, pour les USA)  System-ID 07 7470 7
Francais SR NAD: 62 mmol/L; stabilisateurs; conservateur

Informations techniques

Test LDHI2, test ID 0-607.

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la détermination quantitative de I'activité catalytique de la
LDH (EC 1.1.1.27; L-lactate: NAD* ox dorédudase{j&\ans le sérum et le
plasma humains sur les analyseurs COBAS INTEGRA.
Caractéristiques?234

La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme trés répandue dans les
tissus, en particulier dans le myocarde, le foie, les muscles et les reins. La
LDH se trouve dans le sérum sous forme de cinq isoenzymes qui peuvent
éire séparées par électrophorése. Chaque isoenzyme est un tétramere
composé de deux sous-unités différentes. Ces deux sous-unités ont été
dénommées coeur et muscle, selon leur chaine polypeptidique. On compte
deux homotétrameres, la LDH-1 (cceur) et la LDH-5 (muscle), et trois
isoenzymes hybrides.

Des taux élevés de LDH sont observés dans différentes maladies. Les taux
les plus élevés se rencontrent en cas d'anémie mégaloblastique, de cancer
avec métastases et de choc. Des augmentations modérées sont observées
en cas d'affections musculaires, de syndrome néphrotique et de cirrhose.
De faibles augmentations dactivité de la LDH ont été signalées en cas
dinfarctus du myocarde ou d'infarctus pulmonaire, de leucémie, d'anémie
hémolytique et d’hépatites d'origine non virale.

La méthode décrite ci-aprés est conforme aux recommandations de la
Fédération Internationale de Chimie Clinique (IFCC).3

Principe
Test UV
La lactate déshydrogénase catalyse la transformation du L-lactate en
pyruvate. Le NAD+ est réduit en NADH.
LDH

L-Lactate + NAD* > Pyruvate + NADH + H*

La vitesse de formation du NADH est directement proportionnelle a I'activité
catalytique de la LDH. Elle est déterminée en mesurant l'augmentation de
l'absorbance a 340 nm.

Réactifs - composition et concentrations

R1 N-méthyl-D-glucamine: 400 mmol/L, pH 9.4 (37 °C); lactate de
lithium: 62 mmol/L; stabilisateurs; conservateur

R1 est en position B et SR est en position C.

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1 / Introduction du présent Recueil de méthodologies.
Préparation des réactifs

Prét a l'emploi.

Conservation et stabilité

Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir date de péremption

sur l'étiquette du

cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus
Sur I'analyseur, entre 10 et 15 °C 12 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur I'analyseur, a 8 °C 12 semaines

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

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

Sérum (exempt dhémolyse

Plasma (exempt d'hemolyse) sang total recueilli sur héparinate de lithium,
de sodium ou d'ammonium

Ne pas utiliser d'autres anticoagulants. Le plasma peut étre contaminé par
des plaquettes qui contiennent des concentrations élevées de lactate-
déshydrogénase; son utilisation est donc & éviter 57 Pour les utilisateurs
ayant obtenu des résultats erronés dus & un gradient de
lactate-déshydrogénase dans les tubes primaires de plasma, I'application
LDIP2 (0-507; non disponible aux USA) est disponible.

Séparer immédiatement le sérum ou le plasma du caillot et le doser
rapidement.®

Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d’une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont
pas tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer F résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires

2014-04, V 7.0 Francais
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}zﬁt;mmes de prélévement du sang), suivre les instructions données par le
Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre centrifugés avant
l'analyse.
Stabilité:¢ 7 jours entre 15 et 25 °C. Les échantillons
peuvent étre conservés 4 jours entre 2 et 8 °C
ou 6 semaines & -20 °C. Dans certaines
affections (hépatopathie, maladie du muscle
squelettique, tumeurs malignes, par ex.), les
isoenzymes LDH-4 et LDH-5 sont augmentées
et instables dans les échantillons réfrigérés et
congelés. La valeur de LDH obtenue dans les
échantillons de patients présentant de telles
affections peut alors étre incorrecte.

Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux instructions
relatives a l'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les
instructions spécifiques de I'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprié.

Application pour le sérum et le plasma

COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

cobas’

Enzymes

Calibration
Calibrateur Calibrator f.a.s.

Utiliser de I'eau désionisée pour le
calibrateur zéro.

Type calibration
Nombre de répliques

Fréquence des calibrations

Régression linéaire

Duplication recommandée

A chaque lot et si le contréle de
qualité I'exige

Tragabilité: La méthode a été standardisée manuellement par rapport a la
formulation originale de I'IFCC (1994).

Contréle de qualité

Valeurs de référence Precinorm U, Precinorm U plus ou

PreciControl ClinChem Multi 1

Limites pathologiques Precipath U, Precipath U plus ou
PreciControl ClinChem Multi 2

Fréquence des controles 24 heures recommandé

Séquence de controle Au choix de I'utilisateur

Controle apres calibration Recommandé

Pour le controle de qualité, utiliser les matériaux de contréle indiqués dans
la section « Références de commande ». D'autres controles appropriés
peuvent également étre utilisés.

Mode de mesure Absorbance Lg;réquenoe des contrélgs e[:ttl)%s IimilesLde coniilailnceddoivent étre i
gk adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent se situer dans
Mode de caloul Cinétique les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra étabir la
Mode réactionnel R1-S-SR procédure a suivre si les résultats se situent en dehors des limites définies.
Sens de la réaction Croissant Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux directives
Lsngueir:cfondis A 340/659 nm locales en vig’ueur relatives au controle de qualité.
) . Calcul des résultats
Calc. premier/demier 48064 Les anag/eseurs COBAS INTEGRA calculent automatiquement I'activité en
Unité UL analyte de chaque échantillon. Pour plus de détails, se référer a la partie
Données analytiques de I'Aide en ligne (pour les analyseurs
Paramétres de pipetage COBAS INTEGRA 400 plus/800).
Diluant (H,0) Facteur de conversion: UL x 0.0167 = pkat/L
R 100 L Limites d'utilisation - interférences
; Critére d'acceptabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.
Echantillon 4L 4L ”
Sérum/plasma
SR 204L 10pL Ictére:® Pas diinterférence significative jusqu'a un indice | de 60 pour la
Volume total 138 L bilirubine conjuguée et non conjuguée (concentration approximative en
bilirubine conjuguée et non conjuguée: 1026 pmol/L ou 60 mg/dL).
COBAS INTEGRA 800 Définition du test Hémolyse: 1 Pas d'interférence significative jusqu'a un indice H de 10
fids domese Asobarice (concentration approximative d'hémoglobine: 6 pmol/L ou 10 mg/dL).
. Lipémie (Intralipid):'° Pas d'interférence significative jusqu'a un indice L de
Mode de calcul Cinetique 000. Il n'y a pas de concordance satisfaisante entre l'indice de turbidité L
Mode réactionnel R1-S-SR etla concentration en triglycérides.
B Bloer Médicaments: Aucune interférence n'a été trouvée aux concentrations
ENsice lareacton rolssan thérapeutiques dans un panel de médicaments fréquemment administrés "
Longueur d'onde A/B 340/659 nm L
; i Dans de frés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
Ca!c: e T8 (macroglobulinémie de Waldenstrom), peut conduire a des résultats
Unité UL erronés.™®
p . Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux
Paramétres de pipetage données de I'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats
Diluant (H0) d'autres examens.
R 100 Ul ACTION NECESSAIRE
: H Programmation de lavages spéciaux: Sur les analyseurs
Echantillon 4L 4L COBAS INTEGRA, certaines combinaisons de tests nécessitent la
SR 200l 10Ul programmation d'étapes de lavage spéciales. Pour de plus amples
H H informations, se référer a la fiche technique CLEAN et la derniere version
Volume total 138 L de la liste des cycles de lavage spéciaux (EWC).
Le cas échéant, des lavages spéciaux/de prevention des
contaminations doivent étre implémentés avant d'établir un rapport
avec ce test.
LDHI2 2/4 2014-04, V7.0 Francais
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Limites et intervalles

Domaine de mesure

10-1000 U/L (0.167-16.7 pkat/L)

Déterminer les échantillons ayant des activités plus élevées via la fonction
Réanalyse. La dilution des échantillons déterminés par la fonction
réanalyse est de 1/10. Les résultats des échantillons dilués pour la
réanalyse sont automatiquement multipliés par le facteur 10.

Limites inférieures de mesure

Limite inférieure de détection du test:

10 U/L (0.167 pkat/L)

La limite inférieure de détection correspond a la plus faible concentration
mesurable en analyte pouvant étre distinguée de zéro. Elle est obtenue par
le calcul et correspond au triple de I'€cart-type du standard zéro

(standard zéro + 3s, répétabilité, n =21).

Valeurs de référence

Selon I'lFCC, mesure 4 37 °C:*

Femmes 135-214 UL (2.25-355 pkatll)

Hommes 135-225 UL (2.25-375 pkat/L)

Enfants (2 a 15 ans) 120-300 UL (2.00-5.00 pkat/lL)

Nouveau-nés (4 a 20j) 225-600 UL (3.75-10.0 pkat/L)

Valeurs consensuelles:®

Hommes et femmes Jusqu'a (jusqu'a 4.2 pkat/L)
250 UL

Les intervalles de référence pour la population pédiatrique n'ont pas été
évalués par Roche.

Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au
besoin ses propres domaines de référence selon la population examinée.

Performances analytiques

Les résultats indiqués ci-dessous ont été obtenus avec des analyseurs
COBAS INTEGRA. Les résultats obtenus au laboratoire peuvent différer de
CeUX-Ci.

Précision

La précision a été déterminée a I'aide d'échantillons humains et de
contrdles selon un protocole intemne: répétabilité (n = 21) et précision
intermédiaire (1 aliquote par série, 1 série par jour sur 10 jours).

Les résultats suivants ont été obtenus:

Répétabilité Niveau 1 Niveau 2
Moyenne 149 UL 236 UL

(2.5 pkatlL) (3.9 pkatlL)
cv 10% 06%
Précision intermédiaire Niveau 1 Niveau 2
Moyenne 155 UL 246 UL

(2.6 pkat/lL) (4.1 pkatlL)
cv 11% 11%
Comparaison de méthodes

Les taux de LDH dans le sérum et le plasma humains obtenus avec le
réactif COBAS INTEGRA Lactate Dehydrogenase acc. to IFCC ver.2
(LDHI2) (y) sur un analyseur COBAS INTEGRA 700 ont été comparés aux
taux obtenus avec le réactif correspondant sur un anaHseur
Roche/Hitachi 917 (x) et avec le réactif précédent (LDHI) sur un analyseur
COBAS INTEGRA 700 (x).

cobas’

Enzymes

Les activités des échantillons étaient situées entre 66 et 1465 U/L (1.10 et
245 pkat/L).

Analyseur COBAS INTEGRA 700

Passing/Bablok' Régression linéaire
y=1.017x-2.89 UL y=1.003x-0.316 U/L
1=0.985 r=1.000

SD (md 95) =8.45 Syx=4.35

Les activités des échantillons étaient situées entre 66 et 1419 U/L (1.10 et
237 pkat/L).
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y=1.032- 357 UL y=0.995x +6.86 UL Roche Diagnostics utilise les signes et les symboles suivants en plus de
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Alkaline Phosphatase acc. to IFCC Gen.2

cobas’

Références de commande

REF ggis::tg pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs
03333752190 | Alkaline Phosphatase acc. to IFCC Gen.2 ALP2S 200 tests System-ID 07 6761 1 | Roche/Hitachi cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502
03333701 190 | Alkaline Phosphatase acc. to IFCC Gen.2 ALP2L 400 tests System-ID 07 6760 3 | Roche/Hitachi cobas ¢ 311, cobas ¢ 501/502
10759350 190 | Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL) Code 401

10759350 360 | Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL, pour les USA) Code 401

12149435122 | Precinorm U plus (10 x 3 mL) Code 300

12149435160 | Precinorm U plus (10 x 3 mL, pour les USA) Code 300

12149443 122 | Precipath U plus (10 x 3 mL) Code 301

12149443 160 | Precipath U plus (10 x 3 mL, pour les USA) Code 301

10171743122 | Precinorm U (20 x 5 mL) Code 300

10171735122 | Precinorm U (4 x 5 mL) Code 300

10171778 122 | Precipath U (20 x 5 mL) Code 301

10171760 122 | Precipath U (4 x 5 mL) Code 301

05117003 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) Code 391

05947626 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL) Code 391

05947626 160 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5 mL, pour les USA) Code 391
105117216 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) Code 392

05947774190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL) Code 392

05947774 160 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5 mL, pour les USA) Code 392

04489357 190 | Diluent NaCl 9 % (50 mL) System-ID 07 6869 3
Frangais les performances analytiques et la stabilité ont été optimi§ées. Le test a été
Informations techniques Z?snsﬁr.dlse par rapport a la formulation de référence de I'lFCC indiquée ci-

Pour les analyseurs cobas ¢ 311/501:
ALP2S: ACN 158

ALP2L: ACN 683

Pour 'analyseur cobas ¢ 502:
ALP2S: ACN 8158

ALP2L: ACN 8683

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la détermination quantitative de la phosphatase alcaline
dans le sérum et le plasma humains sur les systemes

Roche/Hitachi cobas c.

Caractéristiques’23:456

La phosphatase alcaline sérique est constituée de quatre types différents
de phosphatase alcaline codés par quatre genes structuraux différents: la
phosphatase alcaline d'origine hépatique, osseuse et rénale, la
phosphatase alcaline intestinale, la phosphatase alcaline placentaire et la
phosphatase alcaline des cellules germinales. La phosphatase alcaline se
trouve dans les ostéoblastes, les hépatocytes, les leucocytes, le rein, la
rate, le placenta, la prostate et l'intestin gréle. La phosphatase alcaline
d'origine hépatique, osseuse et rénale présente une importance toute
particuliére.

Une augmentation du taux de phosphatase alcaline se rencontre dans
toutes les formes de cholestase, en particulier en cas d'ictere par
obstruction. Elle est également augmentée dans les maladies osseuses
(maladie de Paget, hyperparathyroidie, rachitisme, ostéomalacie) ainsi
qu'en cas de fractures et de tumeurs malignes. Une augmentation
importante de l'activité de la phosphatase alcaline peut étre observée
temporairement chez les enfants et les adolescents; elle est due a une
activité accrue des ostéoblastes par suite d'une accélération de la
croissance osseuse.

La méthode de dosage de la phosphatase alcaline a été décrite pour la
premiére fois par King et Armstrong; elle a ensuite été modifiée par Ohmori,
puis par Bessey, Lowry et Brock et améliorée par Hausamen et coll. En
1983, la Fédération Internationale de Chimie Clinique (IFCC) a
recommandé une méthode standardisée de détermination de I'activité de la
phosphatase alcaline avec une concentration optimisée de substrat et
utilisation d’amino-2 méthyl-2 propanol(-1) avec des cations magnésium et
zinc comme tampon. Le test décrit ici est fondé sur cette recommandation;

Principe®

Test colorimétrique selon une méthode standardisée.

En présence d'ions magnésium et zinc, le p-nitrophénylphosphate est
scindé par les phosphatases alcalines en phosphate et p-nitrophénol.

ALP
p-nitrophénylphosphate + H,0O — phosphate + p-nitrophénol
La quantité de p-nitrophénol libéré est proportionnelle a I'activité de la

phosphatase alcaline. Elle est déterminée en mesurant I'augmentation de
I'absorbance.

Réactifs - composition et concentrations

R1  amino-2 méthyl-2 propanol(-1) 1.724 mol/L, pH 10.44 (30 °C);
acétate de magnésium: 3.83 mmol/L; sulfate de zinc:
0.766 mmol/L;
acide N-(hydroxy-2 éthyl)-éthylénediaminetriacétique: 3.83 mmol/L
R2  p-nitrophénylphosphate: 132.8 mmol/L, pH 8.50 (25 °C);

conservateurs
R1 est en position B et R2 en position C.

Précautions d’emploi et mises en garde

Pour diagnostic in vitro.

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

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

Ce coffret contient les substances suivantes classées selon la directive
européenne 1999/45/CE:

R1 contient de I'amino-2 méthyl-2 propanol(-1).

X| x

R 36/38

Irritant

Irritant pour les yeux et la peau.
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S 24/25 Eviter le contact avec la peau et les yeux.
Contact tél.: tous pays: +49-621-7590, USA: +1-800-428-2336
Préparation des réactifs

Prét a I'emploi.

Conservation et stabilité

ALP2S, ALP2L

Avant ouverture, entre 2 et 8 °C: Voir date de
péremption sur
I'étiquette du
cobas c pack.

A bord, en cours d'utilisation et réfrigéré sur 8 semaines

I'analyseur:

Diluent NaCl 9 %

Avant ouverture, entre 2 et 8 °C: Voir date de
péremption sur
I'étiquette du
cobas ¢ pack.

A bord, en cours d'utilisation et réfrigéré sur 12 semaines

I'analyseur:

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

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

Sérum

Plasma: Plasma recueilli sur héparinate de lithium.

Les différents types d’échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d'une sélection de tubes de prélévement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélévement des différents fabricants n'ont
pas tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
(systémes de prélevement du sang), suivre les instructions données par le
fabricant.

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre centrifugés avant
I'analyse.
Stabilité:” 7 jours entre 15 et 25 °C
7 jours entre 2 et 8 °C
2 mois entre -15 et -25 °C
Matériel fourni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».
Matériel auxiliaire nécessaire

= Voir paragraphe « Références de commande ».
Equipement habituel de laboratoire

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux instructions
relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les
instructions spécifiques de I'analyseur, se référer au manuel d'utilisation
approprié.

En cas d'utilisation de tests non validés par Roche, les performances
analytiques ne sont pas garanties et doivent étre définies par I'utilisateur.

Applications pour le sérum et le plasma

cobas c 311 Définition du test
Mode de mesure Cin. A

Temps de dosage/points de 10/ 13-31
mesure

Longueur d'ondes (sec/princ) 480/450 nm
Sens de la réaction Croissant
Unités U/L (ukat/L)

cobas’

Pipetage des réactifs Diluant (H,0)

R1 75 UL 25 L

R2 17uL 21 L

Volumes échantillon Echantillon Dilution échantillon

Echantillon  Diluant (NaCl)

Normal 28 L - -

Diminué 2.8 L 20 UL 80 L

Augmenté 28 1L - - |

cobas c 501 Définition du test

Mode de mesure Cin. A

Temps de dosage/points de 10/ 19-48

mesure

Longueur d'ondes (sec/princ) 480/450 nm

Sens de la réaction Croissant

Unités UL (pkat/L)

Pipetage des réactifs Diluant (H,0)

R1 75 L 25 L

R2 17L 21 L

Volumes échantillon Echantillon Dilution échantillon
Echantillon  Diluant (NaCl)

Normal 2.8 L - -

Diminué 28 L 20 L 80 L

Augmenté 28 4L - - |

cobas c 502 Définition du test

Mode de mesure Cin. A
Temps de dosage/points de 10/ 19-48
mesure
Longueur d'ondes (sec/princ) 480/450 nm
Sens de la réaction Croissant
Unités UL (pkat/L)
Pipetage des réactifs Diluant (H,0)
R1 75uL 25 L
R2 17 uL 21 L
Volumes échantillon Echantillon Dilution échantillon
Echantillon  Diluant (NaCl)
Normal 2.8 L - -
Diminué 2.8 L 20 UL 80 L
Augmenté 5.6 L - -
Calibration
Calibrateurs S1: H.0
S2:Cfas.
Type calibration Linéaire

Fréquence des calibrations ~ Calibration 2 points
* a chaque nouveau lot de réactifs
*si le controle de qualité I'exige

Tragabilité: La méthode a été standardisée manuellement par rapport a la
formulation originale de I'FCCS (utilisation de pipettes calibrées et d'un
photométre manuel donnant des valeurs absolues, et calcul de Iactivité
enzymatique a l'aide du coefficient d’absorbance € spécifique du substrat).
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Contréle de qualité

Pour le controle de qualité, utiliser les matériaux de contrdle indiqués dans
la section « Références de commande ».

D'autres contrles appropriés peuvent également étre utilisés.

La fréquence des controles et les limites de confiance doivent étre
adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent se situer dans
les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la
procédure a suivre si les résultats se situent en dehors des limites définies.

Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relatives au contrdle de qualité.

Calcul des résultats

Les systémes Roche/Hitachi cobas ¢ calculent automatiquement la
concentration en analyte de chaque échantillon.

Facteur de conversion: U/L x 0.0167 = pkat/L

Limites d’utilisation - interférences
Critére d'acceptabilité: recouvrement + 10 % par rapport & la valeur initiale
a une activité de phosphatase alcaline de 100 U/L (1.67 pkat/L).

Ictére:® Pas d'interférence significative jusqu'a un indice | de 60 pour la
bilirubine conjuguée et non conjuguée (concentration approximative en
bilirubine conjuguée et non conjuguée: 1026 umol/L ou 60 mg/dL).
Hémolyse:® pas d'interférence significative jusqu'a un indice H de 200
(concentration approximative d’hémoglobine: 124 umol/L ou 200 mg/dL).
Lipémie (Intralipid):® Pas d'interférence significative jusqu'a un indice L de
2000. Il n'y a pas de concordance satisfaisante entre la turbidité (indice L)
et la concentration en triglycérides.

Médicaments: Aucune interférence n'a été trouvée aux concentrations
tgérapeutiques dans un panel de médicaments fréquemment administrés.®:
1

Dans de tres rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macroglobulinémie de Waldenstrom), peut conduire a des résultats
erronés.'!

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux
données de 'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats
d'autres examens.

ACTION NECESSAIRE

Programmation de lavages spéciaux: Sur les analyseurs
Roche/Hitachi cobas c, certaines combinaisons de tests nécessitent la
programmation d'étapes de lavage spéciales. La derniére version de la liste
de prévention des contaminations (Carry over evasion list) figure dans les
fiches de méthodes NaOHD/SMS/Multiclean/SCCS ou
NaOHD/SMS/SmpCIn1+2/SCCS. Pour de plus amples instructions, se
référer au manuel de I'utilisateur. Analyseur cobas ¢ 502: Toutes les
programmations de lavages spéciaux pour la prévention des
contaminations se font via cobas link. Aucune entrée manuelle n'est
nécessaire.

Le cas échéant, la programmation des lavages spéciaux/de prévention
des contaminations doit étre implémentée avant d'effectuer le rapport
de ce test.

Limites et intervalles

Domaine de mesure

5-1200 U/L (0.084-20.0 pkat/L)

Déterminer les échantillons ayant des activités plus élevées via la fonction
Réanalyse. La dilution des échantillons déterminés par la fonction
réanalyse est de 1/5. Les résultats des échantillons dilués pour la réanalyse
sont automatiquement multipliés par le facteur 5.

Limites inférieures de mesure
Limite inférieure de détection du test
5 U/L (0.084 pkat/L)

La limite inférieure de détection correspond a la plus faible concentration
mesurable en analyte pouvant étre distinguée de zéro. Elle est obtenue par
le calcul et correspond a la valeur située 3 écarts-type au-dessus du taux le
plus faible de la gamme de standards (standard 1 + 3s, répétabilité, n = 21).
Valeurs de référence

(mesure a 37 °C)

Adultes'

cobas’

Hommes (n = 221) 40-129 U/L (0.67-2.15 pkat/L)
Femmes (n = 229) 35-104 U/L (0.58-1.74 pkat/L)
Valeurs consensuelles'®

Hommes 40-130 UL (0.67-2.17 pkat/L)
Femmes 35-105 U/L (0.58-1.75 pkat/L)
Enfants?)

1 jour <250 UL (< 4.17 pkat/L)
de2ab5jours <231 UL (< 3.84 pkat/L)
de 6 jours a 6 mois <449 UL (< 7.49 pkat/L)
de7moisa1an <462 U/L (< 7.69 pkat/L)
detal3ans <281 UL (< 4.67 pkat/L)
de4a6ans <269 UL (< 4.48 pkat/L)
de7ai2ans <300 UL (< 5.00 pkat/L)
de 13217 ans (f) <187 UL (< 3.1 pkat/L)
de 13217 ans (m) <390 UL (< 6.51 pkat/L)

a) Valeurs calculées a partir des domaines de référence publiés pour la
méthode ALP opt. DGKC (Société Allemande de Chimie Clinique)'¥, en
utilisant le facteur 0.417 issu d'une comparaison de méthodes.

Les intervalles de référence pour la population pédiatrique n'ont pas été
évalués par Roche.

Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au
besoin ses propres domaines de référence selon la population examinée.

Performances analytiques

Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont représentatives.
Les résultats obtenus au laboratoire peuvent différer de ceux-ci.
Précision

La précision a été déterminée a I'aide d'échantillons humains et de
contréles selon un protocole interne: répétabilité (n = 21) et précision
intermédiaire (3 aliquotes par série, 1 série par jour sur 21 jours).

Les résultats suivants ont été obtenus:

Répétabilité Moyenne SD cv

U/L (ukat/L) UL (ukatlL) %
Precinorm U 99.2 (1.65) 0.7 (0.01) 0.7
Precipath U 241 (4.02) 1(0.02) 0.6
Sérum humain 1 54.6 (0.912) 05(0.008) 0.9
Sérum humain 2 648 (10.8) 4(0.1) 0.7
Précision intermédiaire Moyenne SD cv

UIL (ukat/L) UL (ukatlL) %
Precinorm U 92.8 (1.56) 2.2 (0.04) 2.4
Precipath U 224 (3.74) 4(0.06) 1.7
Sérum humain 3 822 (1.37) 1.8 (0.03) 21
Sérum humain 4 1025 (17.1) 9(0.2) 0.9

Comparaison de méthodes

Les taux de phosphatase alcaline obtenus dans des échantillons de sérum
et de plasma humains sur un analyseur Roche/Hitachi cobas ¢ 501 (y) ont
été comparés a ceux obtenus avec le réactif correspondant sur un
analyseur Roche/Hitachi 917 (x).

n =203

Passing/Bablok'® Régression linéaire
y=0.988x+ 1.31 UL y=0.991x + 0.799 UL
7=0.961 r=0.997

Les activités des échantillons étaient situées entre 50.0 et 1002 U/L (0.835
et 16.7 pkat/L).
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Annexe 4 : Fiche technique du kit de dosage de I’urée

UREAL

cobas’

Urea/BUN Substrats
Références de commande

REF [CONTENT] cobas ¢ pack(s) utilisable(s) sur les analyseurs suivants
04460715190 | Urea/BUN (500 tests) System-1D 07 63030 | SO0 mgggﬁ o] g

10759350 190 | Calibratorf.a.s. (12 x 3 mL) System-ID 07 37186

10759350 360 | Calibrator f.a.s. (12 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 37186

12149435122 | Precinorm U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 7999 7

12149435 160 | Precinorm U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 7999 7

12149443 122 | Precipath U plus (10 x 3 mL) System-ID 07 8000 6

12149443 122 | Precipath U plus (10 x 3 mL, pour les USA) System-ID 07 8000 6

10171743 122 | Precinorm U (20 x 5mL) System-ID 07 7997 0

10171735122 | Precinorm U (4 x 5 mL) System-ID 07 7997 0

10171778 122 | Precipath U (20 x 5mL) System-ID 07 7998 9

10171760 122 | Precipath U (4 x 5 mL) System-ID 07 7998 9

05117003 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (20 x 5 mL) System-ID 07 7469 3

05947626 190 | PreciControl ClinChem Multi 1 (4 x 5mL) System-ID 07 7469 3

05117216 190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (20 x 5 mL) System-ID 07 74707

05947774190 | PreciControl ClinChem Multi 2 (4 x 5mL) System-ID 07 74707
Francais Réactifs - composition et concentrations
Informations techniques R1  Tampon TRIS: 220 mmol/L; 2-oxoglutarate: 73 mmollL;

Test UREL, test ID 0-003 pour le sérum et le plasma

Test URELU, test ID 0-004 pour l'urine

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la détermination quantitative de lurée et de l'azote

uréique dans des échantillons de sérum, de plasma et d'urine humains sur
les analyseurs COBAS INTEGRA.

Caractéristiques’

L'urée est le principal produit final du métabolisme azoté des protéines. Elle
est synthétisée par le cycle de ['urée dans le foie & partir de 'ammoniac qui
est produit par la désamination des acides aminés. L'urée est
principalement excrétée par les reins mais des quantités minimes sont
également excrétées dans la sueur et dégradées au niveau intestinal sous
[action de bactéries.

La détermination de ['azote uréique sanguin est la méthode la plus
largement utilisée pour lexploration de la fonction rénale. Utilisée
conjointement aux déterminations de créatinine sérique, elle peut étre une
aide pour le diagnostic différentiel de trois types d'azotémies: pré-rénale,
rénale et post-rénale.

On observe une augmentation de la concentration d'azote uréique dans le
sang lors de dialyse non adéquate, de choc, de volume sanguin diminué
(causes pre-rénales), de néphrite chronique, de néphrosclérose, de
nécrose tubulaire, de glomérulonéphrite (causes rénales) et d'obstruction
des voies urinaires (causes post-rénales). Des augmentations transitoires

peuvent également étre observées lors de périodes ol I'apport protéique
est élevé. Des taux inattendus apparaissent lors de troubles hépatiques.
Principe

Test cinétique utilisant I'uréase et la glutamate déshydrogénase 2345
Sous l'action de furéase, I'urée est hydrolysée en ammoniac et carbonate.
Lors d'une seconde réaction, le 2-oxoglutarate réagit avec 'ammoniac en
présence de glutamate déshydrogénase (GLDH) et de la coenzyme NADH
pour former du L-glutamate. Dans cette réaction, deux moles de NADH
sont oxydées en NAD* pour chaque mole d'urée hydrolysée.

Uréase
Urée +2 H,0 > 2 NH;* + COg*
GLDH
NH,* + 2-oxoglutarate + NADH — L-glutamate + NAD* + H,O

La vitesse de diminution du NADH est directement proportionnelle a la
concentration en urée de I'échantillon. Elle est déterminée en mesurant
l'absorbance a 340 nm.

NADH: 2.5 mmol/L; ADP: 6.5 mmol/L; uréase (de Canavalia
ensiformis): > 300 pkat/L; GLDH (bovin): > 80 pkat/L; stabilisateurs;
pH8.6

R1 est en position B.

Précautions d’emploi et mises en garde
Observer toutes les précautions d'emploi et mises en garde indiquée dans
le Chapitre 1/ Introduction du présent Recueil de méthodologies.

Préparation des réactifs
Prét a l'emploi.
Conservation et stabilité
Avant ouverture, entre 2 et 8 °C Voir date de péremption
sur ['étiquette du
cobas ¢ pack.
Analyseur COBAS INTEGRA 400 plus
Sur I'analyseur, entre 10 et 15 °C 8 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur l'analyseur, a 8 °C 8 semaines

Prélévement et préparation des échantillons

Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser uniquement
des tubes ou récipients de recueil appropriés.

Seuls les types d'échantillons suivants ont été testés et peuvent étre
utilisés.

Sérum

Plasma: sang total recueilli sur héparinate de lithium, EDTA ou fluorure. Ne
pas utiliser d'héparinate dammonium.

Urine: Une croissance bactérienne dans I'échantillon ainsi qu'une
concentration d'azote atmosphérique élevée et une contamination par des
lolns ammonium peuvent conduire a I'obtention de résultats faussement
élevés.

Les différents types d'échantillons indiqués ci-dessus ont été testés a l'aide
d'une sélection de tubes de prélevement disponibles dans le commerce au
moment du test: les tubes de prélevement des différents fabricants n'ont
pas tous été testés. Les systémes de prélévement du sang de divers
fabricants peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains cas,
influencer le résultat du test. En cas d'utilisation de tubes primaires
} gstemes de prélévement du sang), suivre les instructions données par le
abricant
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Urea/BUN Substrats
:y.es el’zchantillons qui contiennent un précipité doivent étre centrifugés avant Volume total 245 L
analyse.
i Calibration
o 7 " . o
Stabilité dans le sérum/plasma: 7 purs entre 15 et 205 C Galibraleui Calibratorf a.s.
7joursentre 2 et 8 (i Utiliser de I'eau désionisée pour le
1anentre-15et-25°C calibrateur zéro.
Stabilité dans I'urine.s 2 jours entre 15 et 25 °C Type calibration Regression linéaire
7jours entre 2 et 8 °C Nombre de répliques Duplication recommandée
1 mois entre 15 et -25 °C Fréquence des calibrations A chaque cobas ¢ pack, toutes les
2 5 4 semaines et si le controle de
Matériel fourni qualité I'exige

Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Réalisation du test
Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer aux instructions

Tragabilité: La méthode a été standardisée par rapport a la DI/SM. |
Contrdle de qualité

relatives a I'analyseur utilisé indiquées dans le présent document. Pour les Sérum, plasma Precinorm U, Precinorm U plus ou
instructions spécifiques de I'analyseur, se référer au manuel d'utilisation PreciControl ClinChem Multi 1
approprié.

Precipath U, Precipath U plus ou

Application pour le sérum, le plasma et I'urine PreciControl ClinChem Multi 2

COBAS INTEGRA 400 plus Définition du test

Urine Pour le contrdle de qualité de

Mode de mesure Absorbance routine, utiliser de préférence des
Mode de calcul Cinétique contréles urinaires quantitatifs.
Sens de la réaction Décroissant Fréquence des controles 24 heures recommandé
Longueur donde AB 340/409 nm Séquence de controle Au choix de l'utilisateur
Calc. premier/dernier 2328 Contrdle apres calibration Recommandé
Unité mmol/L Pour le controle de qualité, utiliser les matériaux de contréle indiqués dans

. la section « Références de commande ». D'autres contrdles appropriés
Sérum, plasma peuvent également étre utilisés.

Mode réactionnel R-S La fréquence des contréles et les limites de confiance doivent étre

adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent se situer dans

Urine les limites de confiance définies. Chaque laboratoire devra établir la
Mode réactionnel D-R-S procédure a suivre si les résultats se situent en dehors des limites définies.
Facteur de prédilution 50 Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux directives
locales en vigueur relatives au controle de qualité.
Paramétres de pipetage Calcul des résultats
Sérum/blasma/urine Diluant (H Les analyseurs COBAS INTEGRA calculent automatiquementla
2 (50) concentration en analyte de chaque échantillon. Pour plus de détails, se
R 50 pL 95 pL référer a la partie Données analytiques de FAide en ligne (pour les
Echantillon 2 UL 08 UL anaryseurs COBAS !NTEGRA 400 plus/800).
Volirmaisil 245 L Facteurs de conversion:
mmol durée/l x 6.006 = mg d'urée/dL
COBAS INTEGRA 800 Définition du test mmol durée/l x 2.801 = mg d'azote uréique/dL |
Mode de mesure Absorbance mmol d'urée/L = mmol d'azote uréique/L
Mode de calcul Cinétique mg g:“’?e;:t X glg; 5 ""“g! d'“t’ée’L,. -
Sens de la réaction Décroissant ng |urz?e X230, = az’o ¢ urelq’ge
; B SRR mg durée/dL x 0.167 = mmol d'azote uréique/L |
Longuenr:donocih OG0 Limites d'utilisation - interférences
Calc. premier/dernier 21136 Critére d'acceptabilité: Recouvrement + 10 % par rapport a la valeur initiale.
Unité mmol/L Sérum/plasma
Sérum, plasma Ictére:” Pas d'interférence significative jusqu'a un indice | de 60 pour la
- bilirubine conjuguée et non conjuguée (concentration approximative en
Mode réactionnel RS bilirubine conjuguée et non conjuguée: 1026 pmol/L ou 60 mg/dL).
Urine Hémolyse:7 Pas d'interférence significative jusqu'a un indice H de 1000
Mode réactionnel D-R-S (concentration approximative d'hémoglobine: 621 pmol/L ou 1000 mg/dL).
- Les échantillons hémolytiques peuvent étre a l'origine d'une alarme
Facteur de prédilution 50 signalant une absorbance trop élevée. Sélectionner la réanalyse
. . automatique aprés dilution de I'échantillon.
Paramétres de pipetage Lipémie (Intralipid)7 Pas d'interférence significative jusqua un indice L de
Sérum/plasmalurine Diluant (H;0) 2000. Il n'y a pas de concordance satisfaisante entre ['indice de turbidité L
et la concentration en triglycérides. )
R 50 pL 150 pL Les échantillons lipémiques peuvent étre & l'origine d'une alarme signalant
Echantillon 2L 3L une absorbance trop élevée. Sélectionner la réanalyse automatique aprés

dilution de I'échantillon.
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Urea/BUN

Anticoagulants: Ne pas utiliser d'héparinate d'ammonium comme
anticoagulant.

Les interférences médicamenteuses ont été testées selon les
recommandations du VDGH.2) Aucune interférence avec le test n'a été
observée.

Les ions ammonium peuvent induire des résultats faussement élevés.

Dans de trés rares cas, la gammapathie, en particulier de type IgM
(macrpgl.f)bulinémie de Waldenstrom), peut conduire a des résultats
erronés.

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés aux
données de I'anamnése du patient, au tableau clinique et aux résultats
d'autres examens.

4) Verband der Diagnostica und Di: tica Gerate Hersteller. Une liste des médicaments testés
avec leur oonogmration figure dans le Manuel de méthodes, section A.

ACTION NECESSAIRE

Programmation de lavages spéciaux: Sur les analyseurs

COBAS INTEGRA, certaines combinaisons de tests nécessitent la
programmation d'étapes de lavage spéciales. Pour de Flus amples
informations, se référer a la fiche technique CLEAN et la derniere version
de la liste des cycles de lavage spéciaux (EWC).

Le cas échéant, des lavages spéciaux/de prévention des
contaminations doivent étre implémentés avant d'établir un rapport
avec ce test.

Limites et intervalles

Domaine de mesure

Sérum/plasma

0.5-40 mmol/L (urée 3.0-240 mg/dL, azote uréique 1.4-112 mg/dL)

Déterminer les échantillons ayant des concentrations plus élevées via la
fonction Réanalyse. La dilution des échantillons déterminés par la fonction
réanalyse est de 1/10. Les résultats des échantillons dilués pour la
réanalyse sont automatiquement multipliés par le facteur 10.

Urine
1.0-2000 mmol/L (urée 0.006-12 g/dL, azote uréique 2.8-5600 mg/dL)

Déterminer les échantillons ayant des concentrations plus élevées via la
fonction Réanalyse. La dilution des échantillons déterminés par la fonction
réanalyse est de 1/3. Les résultats des échantillons dilués pour la réanalyse
sont automatiquement multipliés par le facteur 3.

Déterminer les échantillons ayant des concentrations plus basses via la
fonction Réanalyse. Pour les échantillons dont les concentrations sont
inférieures a 40 mmol/L, la fonction Réanalyse rédutt le facteur de
prédilution de |'échantillon a 2 (dilution finale 1 + 1 sur les analyseurs
COBAS INTEGRA 400 plus) ou a 1 (aucune dilution sur les analyseurs
COBAS INTEGRA 800). Les résultats sont automatiquement multipliés par
le facteur de prédilution réduit.

Limites inférieures de mesure

Sérum/plasma

Limite inférieure de détection du test:

0.5 mmol/L (urée 3.0 mg/dL, azote uréique 1.4 mg/dL)

La limite inférieure de détection correspond a la plus faible concentration
mesurable en analyte pouvant étre distinguée de zéro. Elle est obtenue par
le calcul et correspond au triple de I'écart-type du standard zéro

(standard zéro + 3s, répétabilité, n = 30).

Urine

Limite inférieure de détection du test:

1.0 mmol/L (urée 0.006 g/dL, azote uréique 2.8 mg/dL)

La limite inférieure de détection correspond a la plus faible concentration
mesurable en analyte pouvant étre distinguée de zéro. Elle est obtenue par
le calcul et correspond au triple de I'¢cart-type du standard zéro

(standard zéro + 3s, répétabilité, n = 30).

Valeurs de référence
Urée

Sérum, plasma®

Adultes 2.76-8.07 mmollL  (16.6-48.5 mg/dL)

cobas’

Substrats

Urine'

Urines de 24 heures 428-714 mmol/24 h (25.7-42.9 g/24 h),
soit

286-595 mmol/L (1.71-3.57 g/dL)®

b) Sur la base d'un volume d'urine moyen compris entre 1.2 et 1.5 L/24 h.

Azote uréique (BUN)

Sérum/plasma'®

Adulte (18 a 60 ans) 2.14-714mmolL  (6-20 mg/dL)
Adulte (60 a 90 ans) 2.86-821 mmoll.  (8-23 mg/dL)
Nourrisson (< 1 an) 1.43-6.78 mmollL. (419 mg/dL)
Nourrisson/enfant 1.79-6.43 mmol/L (5-18 mg/dL)
Urine™®

Urines de 24 heures 428-714 mmol/24 h (12-20 g/24 h),

soit

286-595 mmol/L (801-1666 mg/dL)c)
c) Sur la base d'un volume d'urine moyen compris entre 1.2 et 1.5 Li24 h.
Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs et établir au
besoin ses propres domaines de référence selon la population examinée.
Performances analytiques

Les résultats indiqués ci-dessous ont été obtenus avec des analyseurs
COBAS INTEGRA. Les résultats obtenus au laboratoire peuvent différer de
Ceux-Ci.

Précision
La précision a été déterminée a l'aide d'échantillons humains et de
contrdles selon un protocole interne: répétabilité et précision intermédiaire

(2 aliquotes par série, 2 séries par jour sur 20 jours). Les résultats suivants
ont été obtenus:

Sérum/plasma
Niveau 1 Niveau 2
Moyenne 4.08 mmol/L 31.0 mmol/lL
(24.6 mg/dL) (186 mg/dL)
CV répétabilité 2.3% 0.9%
CV précision intermédiaire 39% 28%
Urine
Niveau 1 Niveau 2
Moyenne 421 mmol/L 679 mmol/L
(253 g/dL) (4.08 g/dL)
CV répétabilité 1.3% 1.2%
CV précision intermédiaire 1.8% 1.8%
Comparaison de méthodes
Sérum/plasma

Les concentrations en urée dans le sérum et le plasma humains obtenues
avec le réactif COBAS INTEGRA Urea/BUN sur I'analyseur

COBAS INTEGRA 700 9/) ont été comparées avec celles déterminées avec
des réactifs pour I'urée du commerce sur I'analyseur

COBAS INTEGRA 700 (x) et un analyseur de chimie clinique d'un autre
fabricant (x). Les échantillons ont été déterminés en double. La taille de
['échantillon (n) correspond a I'ensemble des répliques.

Analyseur COBAS INTEGRA 700

Taille de I'échantillon () 236

Coeff. de corrélation (r) 0.999

(rs) 0.999
y =1.004x + 0.071 mmol/L
y=1.001x + 0.014 mmollL

Régression linéaire
Passing/Bablok "
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Autre analyseur

Taille de 'échantillon (n) 236

Coeff. de corrélation (r) 0.999

(rs) 0.999
y =0.983x + 0.176 mmol/L
y =0.995x + 0.041 mmol/L

Régression linéaire
Passing/Bablok '

Les concentrations des échantillons étaient situées entre

1.1 et 38.1 mmol/lL (6.61 et 229 mg/dL).

Urine

Les concentrations en urée dans ['urine humaine obtenues sur I'analyseur
COBAS INTEGRA 700 avec le réactif COBAS INTEGRA Urea/BUN (y) ont

été comparées a celles obtenues avec un test de détermination de l'urée du
commerce sur I'analyseur COBAS INTEGRA 700 (x).

Analyseur COBAS INTEGRA 700

Taille de 'échantillon (n) 120

Coeff. de corrélation (r) 0.999

(rs) 0.98
y =1.000x + 1.30 mmol/L
y =0.999x + 3.47 mmol/L

Régression linéaire
Passing/Bablok '

Les concentrations des échantillons étaient situées entre
56.6 et 796 mmol/L (0.340 et 4.78 g/dL).
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Annexe 5 : Fiche technique du kit des protéines totales

COBAS
INTEGRA 400/800

Total Protein Gen.2

Roche)

Protéines totales, 2éme génération

Références de commande

COBAS INTEGRA 300 tests
Total Protein Gen.2
Calibrator f.a.s. 12x3mL
Calibrator f.a.s. (pour les USA) 12 x3mL
Precinorm U 20 x 5mL
Precipath U 20 x 5mL
Precinorm U plus 10 x 3 mL
Precinorm U plus (pour les USA) 10 x 3mL
Precipath U plus 10 x 3 mL
Precipath U plus (pour les USA) 10 x 3mL
Precinorm Protein 3x1mL
Precinorm Protein (pour les USA) 3x1mL
Precipath Protein 3x1mL
Precipath Protein (pour les USA) 3x1mL
PreciControl ClinChem Multi 1 20 x 5mL

PreciControl ClinChem Multi 1 (pour les USA) 4 x 5mL

PreciControl ClinChem Multi 2 20 x 5mL
PreciControl ClinChem Multi 2 (pour les USA) 4 x 5mL

Informations techniques
COBAS INTEGRA Total Protein Gen.2 (TP2)
Test TP2, test ID 0-027

Domaine d'utilisation
Test in vitro pour la détermination quantitative des
protéines totales dans le sérum et le plasma sur les

analyseurs COBAS INTEGRA.

Caractéristiques®

Les protéines plasmatiques sont principalement synthétisées
dans le foie, les cellules sanguines, les ganglions lymphatiques,
la rate et la moelle osseuse. Lors de maladie aussi bien la
concentration en protéines totales que la proportion respective
des différentes fractions protéiques peuvent considérablement
s'écarter de la normale. Une hypoprotéinémie peut étre due a des
maladies ou a des troubles tels que le syndrome néphrotique,
une perte de sang importante, la sprue (trouble de 'absorption
des protéines), des briilures graves, des syndromes de rétention
sodée et le lawashiorkor (déficit aigu en protéines).

Une hyperprotéinémie peut étre observée en cas de déshydratation

importante et de maladies comme le myélome multiple. Des
modifications dans les proportions des différentes protéines
plasmatiques peuvent étre dues a une seule fraction protéique.

Reéf. 03183734 190 @ cobas c pack utilisable sur les analyseurs

System-ID 07 6827 8 suivants:

RéF. 10759350 190 oG TIT
st INTEGRA | INTEGRA
System-ID 07 3718 6 400/400 plus 800

Réf. 10171743 122
System-1D 07 7997 0
Réf. 10171778 122 L ®
System-ID 07 7998 9
Réf. 12149435 122
Réf. 12149435 160
System-ID 07 7999 7
Réf. 12149443 122
Réf. 12149443 160
System-ID 07 8000 6
Réf. 10557897 122
Réf. 10557897 160
System-ID 07 9105 9
Réf. 11333127 122
Réf. 11333127 160
System-1D 07 9106 7
Réf. 05117003 190
Réf. 05947626 160
System-ID 07 7469 3
Réf. 05117216 190
Réf. 05947774 160
System-ID 07 7470 7

Dans ce cas, la concentration en protéines totales n’est pas
modifiée. On utilise souvent le rapport albumine/globulines
comme index de la répartition des fractions albumine et
globulines. Des modifications importantes de ce rapport se
rencontrent en cas de cirrhose du foie, de glomérulonépluite, de
syndrome néphrotique, ’hépatite aigué, de lupus érythémateux
ainsi que de certaines affections inflammatoires aigués ou
chroniques. Les dosages de protéines totales sont utilisés

dans le diagnostic et le suivi d'une série de maladies du

foie, des reins et de la moelle osseuse ainsi que d’autres
maladies métaboliques ou nutritionnelles.

Principe®

Test colorimétrique

Les ions cuivriques réagissent en solution alcaline avec les
liaisons peptidiques des protéines avec formation d’un complexe
violet caractéristique. Le tartate de potassium et de sodium
empéchent la précipitation de I'hydroxyde de cuivre et 'iodure
de potassium empéche lautoréduction du cuivre.

PpH alcalin

s

i 2+ o
Protéines + Cu' complexe Cu-protéines
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INTEGRA 400/800

Lintensité de la couleur est directement proportionnelle a la
concentration en protéines. Elle est déterminée en mesurant
l'augmentation de l'absorbance a 552 nm.

Reéactifs - position et t
Composants Concentrations

R1 SR Test
Hydroxyde de sodium 400 400 321 mmol/L
Tartrate de potassium et de sodium 89 89 71 mmol/L
Todure de potassium 61 13 mmol/L
Sulfate de cuivre 243 5 mmol/L
pH 134 132 133

R1 est en position B et SR est en position C.

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d’emploi et mises en

garde indiquée dans le Chapitre 1/ Introduction du
présent Recueil de méthodologies.

Ce coffret contient les substances suivantes classées selon

la directive européenne 1999/45/CE:

R1 et R2 contiennent de I'hydoxyde de sodium.
Corrosif

R35 Provoque des brilures.

S 26 En cas de contact avec les yeux, laver immédiatement
et abondamment avec de ’eau et consulter un
médecin.

$36/37/39  Porter un vétement de protection approprié, des

gants et un appareil de protection des yeux/du

visage.

S45 En cas daccident ou de malaise, consulter
immeédiatement un médecin (si possi.ble, lui montrer
Pétiquette).

Contact tél.: tous pays: +49-621-7590,

USA: +1-800-428-2336

Préparation des réactifs
Les réactifs sont préts a I'emploi.

Conservation et stabilité

Avant ouverture entre 15 et 25 °C  Voir date de péremption sur
Pétiquette du cobas c pack.
Analyseurs COBAS INTEGRA 400/400 plus
Sur lanalyseur, entre 10 et 15°C 4 semaines
Analyseur COBAS INTEGRA 800
Sur lanalyseur, a 8 °C 4 semaines
Prélévement et préparation des échantillons
Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser
uniquement des tubes ou récipients de recueil appropriés.
Seuls les types d’échantillons suivants ont été testés
et peuvent étre utilisés:
Sérum
Plasma recueilli sur héparinate de lithium ou EDTA tripotassique.
La concentration en protéines totales d'un échantillon prélevé
chez un patient en position allongée est de 0.4 2 0.8 g/dL plus faible
a celle d'un échantillon prélevé chez un patient en station debout.’

Les différents types d’échantillons indiqués ci-dessus ont

été testés a 'aide d'une sélection de tubes de prélévement
disponibles dans le commerce au moment du test: les tubes de
prélevement des différents fabricants n’ont pas tous été testés.
Les systemes de prélévement du sang de divers fabricants
peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains
cas, influencer le résultat du test. En cas d’utilisation de
tubes primaires (systemes de prélevement du sang), suivre
les instructions données par le fabricant.

Dans de rares cas, les tubes primaires de plasma hépariné, méme
manipulés correctement, peuvent contenir des aggrégats de
cellules conduisant, a 659 nm (longueur d’onde secondaire),

4 une augmentation spécifique de I'absorption et, de ce fait,

a l'obtention de résultats faussement bas. Linterférence

peut étre évitée en transférant le surnageant de I'échantillon
dans un tube secondaire ou, ’il s'agit d’un tube contenant

un gel, en mélangeant soigneusement I'échantillon par
retournements successifs du tube avant l'analyse.

Stabilité:>>* 1 mois entre 2 et 8 °C

6 mois entre -15 et -25 °C
Les échantillons qui contiennent un précipité doivent
étre centrifugés avant lanalyse.
Matériel foumni
Voir paragraphe « Réactifs - composition et concentrations ».

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer
aux instructions relatives a l'analyseur utilisé indiquées dans la
présente notice. Pour les instructions spécifiques de 'analyseur,
se référer au manuel d’utilisation approprié.

Application pour le sérum et le plasma

Analyseurs COBAS INTEGRA 400/400 plus Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Point final
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A/B 552/659 nm
Calc. premier/dernier 33/52
Unite g/L
Paramétres de pipetage

Diluant (H,0)
R1 90 uL 0uL
Echantillon 2ul 28 uL
SR 32l 0 puL
Volume total 152 uL

COBAS INTEGRA 800 Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Point final
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant

Longueur donde A/B 552/659 nm
Calc. premier/dernier 44/78
Unité g/L

Paramétres de pipetage
Diluant (H,0)

R1 90 uL 0 puL
Echantillon 2ul 28 uL
SR 32 ul 0 uL

Volume total 152 uL

Calibration

Calibrateur Calibrator fa.s.
Utiliser de I'eau désionisée pour le
calibrateur zéro.

Type calibration Régression linéaire

Calibration, réplique Duplicntion recommandée
A chaque lot et si le contréle de

qualité I'exige

Fréquence des calibrations

Tragabilité: la méthode a été standardisée par rapport au SRM 927.

TP2
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Contréle de qualité

Valeurs de référence Precinorm U, Precinorm U plus,
Precinorm Protein ou
PreciControl ClinChem Multi 1
Precipath U, Precipath U plus,
Precipath Protein ou
PreciControl ClinChem Multi 2
24 h recommandé

Au choix de l'utilisateur

Recommandé

Limites pathologiques

Fréquence des contréles
Séquence de contrdle

Contréle apres calibration

Pour le contréle de qualité, utiliser les matériaux de contréle
indiqués dans la section « Références de commande ». D'autres
contréles appropriés peuvent également étre utilisés.

La fréquence des contréles et les limites de confiance doivent
étre adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent
se situer dans les limites de confiance définies.

Chaque laboratoire deyra établir la procédure a suivre si les
résultats se situent en dehors des limites définies.

Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux
directives locales en vigueur relatives au contréle de qualité.

Calcul des résultats

Les analyseurs COBAS INTEGRA calculent automatiquement

la concentration en analyte de chaque échantillon. Pour plus de
détails, se référer a la partie Données analytiques de [Aide en ligne
(pour les analyseurs COBAS INTEGRA 400/400 plus/800).
g/Lx0.1=g/dL

Factewr de conversion:

Limites d'utilisation - interférences
Critere d'acceptabilité: Recouvrement + 10 % de la valeur initiale.

Sérum, plasma

Ictere” Pas d'interférence significative.

Hémolyse’ pas d'interférence significative jusqu’a
un indice H de 500 (concentration
approximative d’hémoglobine: 310 umol/L
ou 500 mg/dL).

Lipémie’ Pas d'interférence significative.

Dextran Pas d'interférence significative jusqu’a
30 mg/mL.

Médicaments Aucune interférence n’a été trouvée aux
concentrations thérapeutiques dans un
panel de médicaments fréquemment
administrés.*®

Autres Un faible taux de récupération peut étre du

a la formation daggrégats de cellules dans
certains échantillons de plasma hépariné.
Dans de trés rares cas, la gammapathie, en
particulier de type IgM (macroglobulinémie
de Waldenstrom), peut conduire a des
résultats erronés.

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés
aux données de 'anamnése du patient, au tableau clin.ique
et aux résultats dautres examens.

ACTION NECESSAIRE

Programmation de séquences de lavages spéciaux: sur les
analyselu‘s COBAS INTEGRA, certaines combinaisons de tests
nécessitent la programmation d’étapes de lavage spéciales. Pour
plus d'informations, se référer au Recueil de Méthodologies,
Introduction, Cycles de lavage supplémentaires.

Le cas échéant, la programmation des lavages spéciaux/de
prévention des contami doit étre implémentée

avant d’effectuer le rapport de ce test.

INTEGRA 400/800

Limites et intervalles

Domaine de mesure

2-120 g/L (0.2-12 g/dL)

Déterminer les échantillons ayant des concentrations

plus élevées via la fonction Réanalyse. La dilution des
échantillons déterminés par la fonction réanalyse est de 1/5.
Les résultats des échantillons dilués pour la réanalyse sont
automatiquement multipliés par le facteur 5.

Limites inférieures de mesure

Limite inférieure de détection du test:

2 g/L (0.2 g/dL)

La limite inférieure de détection correspond a la plus
faible concentration mesurable en analyte pouvant étre
distinguée de zéro. Elle est obtenue par le calcul et
correspond au triple de I'écart-type du standard zéro
(standard zéro + 3SD, répétabilité, n = 30).

Valeurs de référence

Valeurs de référence selon Josephson'®

Adultes 6.6-8.7g/dL  (66-87 g/L)
Valeurs de référence selon Tietz"

Cordon ombilical 4.8-8.0 g/dL

Prématurés 3.6-6.0 g/dL

Nouveau-nés 4.6-7.0 g/dL

1 semaine 4.4-7.6 g/dL

de 7moisa 1 an 5.1-7.3 g/dL

la2ans 5.6-7.5 g/dL

>3ans 6.0-8.0 g/dL

Adultes (en ambulatoire)  6.4-8.3 g/dL

Les intervalles de référence pour la population pédiatrique
n’ont pas été évalués par Roche.

Chagque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs
et établir au besoin ses propres domaines de référence
selon la population examinée.

Performances analytiques

Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont

représentatives. Les résultats obtenus au laboratoire

peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La précision a été déterminée a l'aide d’échantillons humains et

de contréles selon un protocole interne: répétabilité® (n =21) et

précision intermédiaire® (1 aliquote par série, 1 série par jour

sur 21 jours). Les résultats suivants ont été obtenus:

Répétabilité® Précision intermédiaire®

Moyenne SD CV  Moyenne SD cv
gl gL % g/L g/L %

Sérum humainl  70.1 08 1.1 65.4 14 2.2

Sérumhumain2 842 04 05 92.0 14 15

Precinorm U 480 02 05 52.6 0.5 1.0

Precipath U 5.7 03 05 51.2 0.9 1.7

a) Répétabilité = précision intra-série

b) Précision intermédiaire = précision totale/précision

inter-séries/précision inter-jours

Echantillon
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INTEGRA 400/800

Comparaison de méthod

Les taux de protéines totales dans le sérum humain obtenus
avec le réactif COBAS INTEGRA Total Protein Gen.2 sur un
analyseur COBAS INTEGRA 700 (y) ont été comparés a ceux
déterminés avec le réactif correspondant sur un analyseur
Roche/Hitachi 917 (x) et avec le réactif précédent (TP) sur
un analyseur COBAS INTEGRA 700 (x).

Analyseur Roche/Hitachi 917 n=114
Passing/Bablok' Régression linéaire
y=0979x +0.249 g/L y=0.978x + 0.452 g/L
T=0.947 r=0.998

SD (md 95) = 1.54 Sy.x=0.732

Les concentrations des échantillons étaient situées entre

32 et 100 g/L (3.2 et 10.0 g/dL).

Analyseur COBAS INTEGRA 700 n = 60
Passing/Bablol"” Régression linéaire
y=1.033x-0541 g/L y=1.031x-0372g/L
t=0.972 r=0.999

SD (md 95) = 0.984 Sy.x = 0.467

Les concentrations des échantillons étaient situées entre

24 et 113 g/L (2.4 et 11.3 g/dL).

Références bibliographiques

1. Brobeck JR. Physiologjcal Basis of Medical Practice. 9th ed.
Baltimore, MD: Wilkins and Wilkins 1973:4-7.

2.  Weichselbaum TE. Amer | Clin Path 1946;16:40.

3. Koller A. Total serum protein. Dans: Kaplan LA, Pesce AJ,
éds. Clinical Chemistry, theory, analysis, and correlation.
St. Louis: Mosby Company 1984:1316-1319.

4. Burtis CA, Ashwood ER, Burns, DE, editors. Tietz Textbook
of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics, gt oq
Elsevier Saunders, St. Louis, 2006:587.

5. Burtis CA, Ashwood ER (éditeurs). Tietz Fundamentals
of Clinical Chemistry, 5° édition. WB Saunders
Company, 2001:349.

6. Thomas L. Labor und Diagnose, Ped TH-Books,
Frankfurt, 2005:933.

7. Glick MR, Ryder KW, Jackson SA. Graphical Comparisons
of Interferences in Clinical Chemistry Instrumentation.
Clin Chem 1986;32:470-475.

8. Breuer J. Report on the Symposium “Drug Effects
in Clinical Chemistry Methods”. Eur J Clin Chem
Clin Biochem 1996;34:385-386.

9. Sonntag O, Scholer A. Drug interferences in clinical
chemistry: recommendation of drugs and their
concentrations to be used in drug interference studies.
Ann Clin Biochem 2001;38:376-385.

10. Josephson B, Gyllenswiird C. The Development of the
Protein Fractions and of Cholesterol Concentration in
the Serum of Normal Infants and Children. Scandinay
J Clin Lab Investigation 1957;9:29.

11. Tietz NW, éd. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3° édition.
Philadelphie, PA: WB Saunders Company 1995:518-522.

12. Passing H, Bablok W, Bender R, et al. A general regression
procedure for method transformation. J Clin Chem
Clin Biochem 1988 Nov;26(11):783-790.
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Annexe 6 : Fiche technique du Kit des protéines salivaires

COBAS
INTEGRA 400/800

Roche)

Total Protein Urine/CSF Gen.3

Protéines totales Urine/LCR, 3¢me génération

Références de commande

COBAS INTEGRA 150 tests Réf. 03333825 190 @ cobas c pack utilisable sur les analyseurs suivants:
Total Protein Urine/CSF Gen.3 System-ID 07 6763 8
Cfas. PUC 5x1mL Réf. 03121305 122
System-ID 07 6755 7 II\(I:'I(?]? (?;A H‘?’IQEB(%?A
Precinorm PUC 4x3mL Réf. 03121313 122 400/400 plus 800
System-ID 07 6756 5
Precipath PUC 4x3mL Réf. 03121291 122
System-ID 07 6757 3 L ®
NaCl Diluent 9 % 6x22mL Reéf. 20756350 322

System-ID 07 5635 0

Informations techniques

COBAS INTEGRA Total Protein Urine/CSF Gen.3 (TPUC3)
Test TPU3, test ID 0-163 (urine)

Test TPC3, test ID 0-263 (LCR)

Domaine d'utilisation

Test in vitro pour la détermination quantitative des protéines
totales dans les échantillons d'urine et de liquide céphalo-rachidien
(LCR) humains sur les analyseurs COBAS INTEGRA.

Caractéristiques
Le dosage des protéines dans I'urine est indiqué pour le diagnostic

précipitées par le chlorure de benzéthonium en milieu alcalin. La
turbidité qui en résulte est plus stable et plus uniforme que celle
obtenue apres précipitation par l'acide trichloracétique ou I'acide
sulfosalicylique. Le test montre un taux de recouvrement des
gammaglobulines d’environ 30 % inférieur a celui de lalbumine®.
Laddition d’EDTA élimine l'interférence par les ions magnésium.

Principe

Méthode turbidimétrique

Léchantillon est pré-incubé dans une solution alcaline contenant
de PEDTA qui dénature les protéines et élimine I'interférence des

ions Aprés addition de chlorure de benzéthonium,

et le traitement d'affections comme les maladies rénales ou
cardiaques, ou les troubles fonctionnels de la thyroide qui sont
caractérisés par une protéinurie ou une albuminurie.

Le dosage des protéines dans le LCR est indiqué pour le diagnostic
et le traitement d'affections telles que les méningites, les tumeurs
cérébrales et les infections touchant le systéme nerveux central.'

Lurine est formée par ultrafiltration du plasma a travers la
membrane basale glomérulaire. Les protéines de poids moléculaire
> 40000 sont presque entiérement retenues; les molécules plus
petites passent facilement dans le filtrat glomérulaire. La plus
grande partie des protéines du LCR sont issues du plasma

par diffusion a travers la barriére hémato-encéphalique. Une
augmentation des taux de protéines du LCR provient d’une
perméabilité accrue de la barriere hémato-encéphalique ou

d’une synthese locale accrue des immunoglobulines.

Les méthodes turbidimétriques précipitent les protéines de
Péchantillon par lacide trichloracétique ou l'acide sulfosalicylique
en fonction de leur taille. La turbidité peut étre instable et présenter
une tendance a la floculation. Les réactifs utilisés dans les méthodes
colorimétriques (méthode au bleu de Coomassie ou au complexe
rouge de pyrogallol-molybdate) réagissent avec les protéines

en fonction de la composition des acides aminés mais peuvent
adhérer a la paroi de tubes en plastique ou en verre. En raison des
meécanismes de leur réaction, toutes les méthodes turbidimétriques
et colorimétriques présentent des sensibilités différentes vis-a-vis
de nombreux types de protéines, et particulierement vis-a-vis

des fragments de protéines tels que les protéines de Bence Jones’
et les petites protéines telles que I'al-microglobuline.

Le test Total Protein Urine/CSF Gen.3 de Roche Diagnostics
repose sur la méthode d'Twata et Nishikaze’, modifiée par Luxton,
Patel, Keir et Thompson.* Dans cette méthode les protéines sont

il se produit une turbidité qui est mesurée a 512 nm.

Réactifs - position et
Composants Concentrations
Rl SR Test
Hydroxyde de sodium 677 410  mmol/L
EDTA sodique 74 448 mmol/L
Chlorure de benzéthonium 32 7.75 mmol/L
R1 est en position B et SR est en position C. l

Précautions d’emploi et mises en garde

Observer toutes les précautions d’emploi et mises en

garde indiquée dans le Chapitre 1/ Introduction du

présent Recueil de méthodologies.

Ce coffret contient des substances classées de la maniére suivante
selon la Directive Européenne 1999/45/CE:

R1 contient de 'hydroxyde de sodium.
Ie) Corrosif

R34

Provoque des brilures.

$26-37/39-45 En cas de contact avec les yeux, laver
immédiatement et abondamment avec de I'eau et
consulter un médecin. Porter des gants appropriés
et un appareil de protection des yeux/du visage.
En cas d'accident ou de malaise, consulter
immédiatement un médecin (si possible, lui
montrer P'étiquette).

Contact tél.: tous pays: +49-621-7590

Préparation des réactifs
Les réactifs sont préts a I'emploi.
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Conservation et stabilité
Avant ouverture, entre 15 et 25 °C  Voir la date de péremption
surI'étiquette du cobas ¢ pack.
Analyseurs COBAS INTEGRA 400/400 plus
Sur Panalyseur, entre 10 et 15°C 12 semaines
Analyseu.l‘ COBAS INTEGRA 800
Sur l'analyseur, a 8 °C 6 semaines
Prélé t et prép des échantillons
Pour le prélevement et la préparation des échantillons, utiliser
uniquement des tubes ou récipients de recueil appropriés.
Seuls les types d’échantillons suivants ont été testés
et peuvent étre utilisés:

p

Urine: utiliser de I'urine recueillie en cours de miction ou les
urines de 24 h. Ne pas utiliser de conservateur. Conserver les
échantillons au réfrigérateur tout au long du recueil.
Liquide céphalo-rachidien (LCR): Lutilisation d’additifs
particuliers n’est pas nécessaire. La présence de sang dans le LCR
conduit a 'obtention de taux de protéines erronés.!
Les échantillons d’urine et de LCR doivent étre recueillis avant
ladministration de fluorescéine ou au moins 24 heures aprés.®
Les différents types d’échantillons indiqués ci-dessus ont
été testés a l'aide d’une sélection de tubes de prélevement
disponibles dans le commerce au moment du test: les tubes de
préléevement des différents fabricants n’ont pas tous été testés.
Les systemes de prélévement du sang de divers fabricants
peuvent contenir différents matériaux pouvant, dans certains
cas, influencer le résultat du test. En cas d’utilisation de
tubes primaires (systemes de prélévement du sang), suivre
les instructions données par le fabricant.
Stabilité”
Urine: 1 jour entre 15 et 25 °C
7 jours entre 2 et 8 °C
1 mois entre -15 et -25 °C
LCR: 1 jour entre 15 et 25 °C

6 jours entre 2 et 8 °C

> lanentre-15et-25°C

Les échantillons qui contiennent un précipité doivent étre
centrifugés avant Ianalyse. Les échantillons non centrifugés
peuvent conduire a 'obtention de résultats élevés.

Matériel founi
Voir paragraphe «Réactifs - composition et concentrations».

Matériel auxiliaire nécessaire

NaCl Diluent 9 %, Réf. 20756350 322, system-ID 07 5635 0 pour la
post-dilution automatique ou les séries de dilutions de standards.
NaCl Diluent 9 % est placé sur le rack a sa position

prédéfinie. La solution est stable 4 semaines sur les analyseurs
COBAS INTEGRA 400/400 plus/800.

Réalisation du test

Pour garantir le bon fonctionnement du test, se conformer
aux instructions relatives a lanalyseur utilisé indiquées dans la
présente notice. Pour les instructions spécifiques de 'analyseur,
se référer au manuel d'utilisation approprié.

Application pour I'urine et le LCR

COBAS INTEGRA 400/400 plus Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Point final
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A 512 nm
Calc. premier/dernier 33/40
Unité mg/L

Parameétres de pipetage
Diluant (H,0)

R1 100 uL
Echantillon 10 uL 15 uL
SR 40 uL

Volume total 165 pL
COBAS INTEGRA 800 Définition du test

Mode de mesure Absorbance
Mode de calcul Point final
Mode réactionnel R1-S-SR
Sens de la réaction Croissant
Longueur d'onde A 512 nm
Calc. premier/dernier 44/60
Unité mg/L

Parametres de pipetage
Diluant (H,0)

RI 100 uL
Echantillon 10 uL 15 uL

SR 40 uL

Volume total 165 uL

Calibration

Calibrateur C.fas. PUC

Type calibration Logit/log 4

Rapports de dilution du 1/1, 1/4, 1/8, 1/20, 1/40 et 0 mg/L
calibrateur Dilution automatique

Nombre de répliques Duplication recommandée

COBAS INTEGRA 400/400 plus:

A chaque cobas c pack, tous les

43 jours et si le contréle de qualité
exige.

COBAS INTEGRA 800: A chaque
lot et si le contréle de qualité 'exige.

Fréquence des calibrations

Entrer la valeur des protéines totales (urine et/ou LCR)
spécifique du lot du calibrateur non dilué indiquée sur

la notice du calibrateur C.f.as. PUC.

Tragabilité: la méthode a été standardisée par rapport a un
matériel de référence interne tracable selon le NIST.
Controle de qualité

Precinorm PUC

Precipath PUC

24 h recommandé

Valeurs de référence
Limites pathologiques
Fréquence des contrles
Séquence de controle Au choix de l'utilisateur

Controle aprés calibration ~ Recommandé

Pour le contréle de qualité, utiliser les matériaux de contréle
indiqués dans la section « Références de commande ». Dautres
contréles appropriés peuvent également étre utilisés.

La fréquence des contréles et les limites de confiance doivent
étre adaptées aux exigences du laboratoire. Les résultats doivent
se situer dans les limites de confiance définies.
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Chaque laboratoire devra établir la procédure a suivre si les
résultats se situent en dehors des limites définies.

Se conformer a la réglementation gouvernementale et aux
directives locales en vigueur relatives au contréle de qualité.

Calcul des résultats

Les analyseurs COBAS INTEGRA calculent automatiquement

la concentration en analyte de chaque échantillon. Pour plus de
détails, se référer a la partie Données analytiques de IAide en ligne
(pour les analyseurs COBAS INTEGRA 400/400 plus/800).

mg/L x 0.1 = mg/dL

Facteur de conversion:

Calcul de I'excrétion de protéines dans I'urine par 24 heures:
mg/L x volume total (litres/24 h) = mg/jour

Limites d'utilisation - interférences
Critere d'acceptabilité: recouvrement + 10 % de la valeur initiale

Urine
Ictere® Pas dinterférence significative par la
bilirubine conjuguée jusqu’a 599 pmol/L
(35 mg/dL).

Hémolyse® Lhémoglobine est génante.’

Aucune interférence n'a été trouvée aux
concentrations thérapeutiques sur un
panel de médicaments fréquemment
administrés.'

Exception: La lévodopa, la méthyldopa
et la céfoxitine sodique conduisent, aux

Médicaments

concentrations thérapeutiques, a des
interférences (taux de protéines totales
artificiellement élevés).

Les produits de contraste radio-opaques
contenant de 'iode organiquement lié
(Hexabrix) peuvent conduire a 'obtention
de résultats faussement élevés.

Autres

Des concentrations élevées d'acide
homogentisique dans les échantillons
d’wrine conduisent a I'obtention de résultats
erronés.
Dans de tres rares cas, la gammapathie, en
particulier de type IgM (macroglobulinémie
de Waldenstrom), peut conduire a des
LCR résultats erronés.”

Hémolyse Lhémoglobine est génante.’

Les substances suivantes, ajoutées a un pool d’urine
humaine normale ou pathologique, n’ont montré aucune
interférence significative:

Chlorure dammonium 187 mmol/L (10 g/L)
Citrate 10 mmol/L (190 mg/dL)
Créatinine 53 mmol/L (6g/L)
Glucose 194 mmol/L (35g/L)
Magnésium 75 mmol/L (1.8 g/L)
Oxalate 10 mmol/L (90 mg/dL)
Phosphate 39 mmol/L (1.2g/L)
Urée 833 mmol/L (50 g/L)
Acide urique 5 mmol/L (85 mg/dL)

Ladministration de succédanés du plasma a base de gélatine peut
conduire a des résultats de protéines totales dans I'urine par exces.

Les échantillons extrémement élevés, trés éloignés du domaine
de mesure, peuvent donner des résultats faussement bas.

Pour le diagnostic, les résultats doivent toujours étre confrontés
aux données de 'anamnése du patient, au tableau clinique
et aux résultats d'autres examens.

INTEGRA 400/800

ACTION NECESSAIRE

Programmation de séquences de lavages spéciaux: sur les
analyseurs COBAS INTEGRA, certaines combinaisons de tests
nécessitent la programmation d'étapes de lavage spéciales. Pour
plus d'informations, se référer au Recueil de Méthodologies,
Introduction, Cycles de lavage supplémentaires.

Le cas échéant, la programmation des lavages spéciaux/de
prévention des contaminations doit étre implémentée

avant d’effectuer le rapport de ce test.

IMPORTANT

Pour éviter les contaminations, il est recommandé de doser les
échantillons de LCR et d’urine dans des séries indépendantes
sur les analyseurs COBAS INTEGRA 800.

11 est recommandé de programmer un test pour cycle de
lavage supplémentaire (EWC-S, 0-989) avant les séries
d’échantillons de LCR, comme décrit dans le Manuel

de Méthodologies, Introduction.

N.B.: la contamination des dosages de TPUC par ceux de
fructosamine ne peut pas étre évitée avec le programme de
prévention des analyseurs COBAS INTEGRA 800.

Limites et intervalles

Domaine de mesure (urine et LCR)

40-2000 mg/L (4-200 mg/dL)

Déterminer les échantillons ayant des concentrations

plus élevées via la fonction Réanalyse. La dilution des
échantillons déterminés par la fonction réanalyse est de 1/3.
Les résultats des échantillons dilués pour la réanalyse sont
automatiquement multipliés par le facteur 3.

Limites inférieures de mesure

Limite inférieure de détection du test:

40 mg/L (4 mg/dL)

La limite inférieure de détection correspond a la plus
faible concentration mesurable en analyte pouvant étre
distinguée de zéro. Elle est obtenue par le calcul et
correspond au triple de I'écart-type du standard zéro
(standard zéro + 3SD, répétabilité, n = 21).

Valeurs de référence
de 24 h:

en cours de miction:

Urine:" < 140 mg/24 h*
< 150 mg/L*

* Valeurs obtenues avec des échantillons centrifugés

LCR:
Domaine de référence selon Tietz:"” 150-450 mg/L (15-45 mg/dL)
200-400 mg/L (20-40 mg/dL)

3 Z 4
Domaine de réf. selon Thomas:"

Chaque laboratoire devra vérifier la validité de ces valeurs
et établir au besoin ses propres domaines de référence
selon la population examinée.

Performances analytiques pour I'urine

Les performances analytiques indiquées ci-dessous sont
représentatives. Les résultats obtenus au laboratoire

peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La précision a été déterminée a l'aide d’échantillons humains et
de contréles selon un protocole interne: répétabilité® (n = 21) et
précision intermédiaire® (1 aliquote par série, 1 série par jour
sur 21 jours). Les résultats suivants ont été obtenus:
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INTEGRA 400/800

Répétabilité* Précision intermédiaire®

Moyenne SD  CV  Moyenne SD cv

mg/L mg/L % mg/L %
Precinorm PUC 245 1 0.5 329 3 0.9
Precipath PUC 789 3 0.3 792 3 0.4
a) Répétabilité = précision intra-série
b) Précision intermédiaire = précision totale/précision
inter-séries/précision inter-jours
Comparaison de méthod
Les taux de protéines totales dans I'urine humaine obtenus
avec le réactif COBAS INTEGRA Total Protein Urine/CSF
Gen.3 sur un analyseur COBAS INTEGRA 800 (y) ont été
comparés a ceux déterminés avec le méme réactif sur un analyseur
Roche/Hitachi 917 (x) et avec le réactif précédent (TPU-C)
sur un analyseur COBAS INTEGRA 800 (x).

Echantillon
mg/L

Analyseur Roche/Hitachi 917 n=113
Passing/Bablok'® Régression linéaire
y=0.981x + 6.61 mg/L y=0.970x + 20.9 mg/L
T=0.923 r=0.99%4

SD (md 95) = 56.4 Sy.x =292

Les concentrations des échantillons étaient situées entre
40 et 1788 mg/L (4.0 et 178.8 mg/dL).

Analyseur COBAS INTEGRA 800 n =137
Passing/Bablok' Régression linéaire

y =0.872x +22.6 mg/L y=0.770x + 35 mg/L
T=0.762 r=0.981

SD (md 95) = 87.9 Sy.x =351

Les concentrations des échantillons étaient situées entre

14 et 1675 mg/L (1.4 et 167.5 mg/dL).

Performances analytiques pour le LCR
Les résultats indiqués ci-dessous ont été obtenus avec des
analyseurs COBAS INTEGRA. Les résultats obtenus au

laboratoire peuvent différer de ceux-ci.

Précision

La précision a été déterminée a laide d’échantillons humains et
de contréles selon un protocole interne: répétabilité® (n = 21) et
précision intermédiaire? (1 aliquote par série, 1 série par jour
sur 21 jours). Les résultats suivants ont été obtenus:

Répétabilité Précision intermédiaire?
Echantillon Moyenne SD CV Moyenne SD cv
mg/L  mg/L % mg/L  mg/L %
Precinorm PUC 329 2 06 329 3 0.9
Precipath PUC 789 3 03 792 3 0.34

) Répétabilité = précision intra-série

d) Précision intermédiaire = précision totale/précision
inter-séries/précision inter-jours

Comparai de
Les taux de protéines totales dans le LCR humain obtenus avec
le réactif COBAS INTEGRA Total Protein Urine/CSF Gen.3
sur un analyseur COBAS INTEGRA 800 (y) ont été comparés
a ceux déterminés avec le méme réactif sur un analyseur
Roche/Hitachi MODULAR P (x) et avec le réactif précédent
(TPU-C) sur un analyseur COBAS INTEGRA 800 (x).

Analyseur Roche/Hitachi MODULARP n =28

cthad

Passing/Bablok'® Régression linéaire

y =0.976x +1.23 mg/L y=0.981x+2.01 mg/L
t=0.979 r=0998

SD (md 95) = 13.3 Syx=82

Les concentrations des échantillons étaient situées entre
43 et 952 mg/L (4.3 et 95.2 mg/dL).

Analyseur COBAS INTEGRA 800 n=24
Passing/Bablok' Régression linéaire
y=0.87x+135 mg/L y=0.86x - 0.48 mg/L
t=0.935 r =0.996

SD (md 95) = 28.1 Syx=154

Les concentrations des échantillons étaient situées entre
171 et 1296 mg/L (17.1 et 129.6 mg/dL).
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Dans cette fiche technique, le séparateur décimal pour partager
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signalées par une barre verticale dans la marge.
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