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Résumé

La technique de radioimmunodosage RIA de compétition est une méthode immunologique,
préconisée pour le dosage direct de la progestérone. Du fait de sa haute sensibilité, spécificité,
reproductibilité et facilité d’utilisation, les trousses commerciales radioimmunologiques se
sont accréditées dans le monde de I’endocrinologie.

Cependant, ces analyses sont souvent astreintes a de nombreuses interférences susceptibles
d’affecter la performance du dosage et engendrer des résultats erronés. Dans cette étude nous
avons traité de I’impact généré sur les performances analytiques et cliniques de la trousse RIA
commerciale, validée pour les tests sériques de progestérone humaine, suite a son utilisation
pour un dosage direct de la progestérone dans des échantillons de sérum de vaches.

Nous avons aussi comparé les résultats du test clinique obtenus, a ceux aprés remplacement
de la gamme d’étalons fournie dans la trousse, par d’autres gammes d’étalons préparées dans
une matrice serum bovin.

Les résultats obtenus montrent que 1’usage intégral de la trousse commerciale dans le dosage
de sérums de vaches a affecté sensiblement les performances analytiques (sensibilite,
précision et exactitude) et cliniques (concentrations en progestérone a différents stades
physiologiques) de la trousse commerciale, particulierement pour la zone des faibles
concentrations.

De plus, la substitution de la gamme d’étalons de la trousse par une gamme d’étalons préparée
dans un tampon, calibrée et reconstituée dans un sérum bovin déplété, constitue une trés

bonne alternative pour I’emploi de ces trousses commerciales non validées pour I’animal.

Mots clés : Progestérone, validation, trousse RIA, interférences, vaches.



Abstract

The competitive RIA radioimmunoassay technique is an immunological method
recommended for the direct assay of progesterone .Due to its high sensitivity, specificity,
reproducibility and ease for use, commercial radioimmunoassay kits have gained accreditation
in the world of endocrinology. However, there are often many interferences in these assays,
which can affect assay performance and lead to erroneous results.

In this study, we dealt with the impact generated on the analytical and clinical performances
of the commercial RIA kit, validated for progesterone serum human tests, following its use
for a direct assay of progesterone in cows’ serum samples. We also compared the results of
the clinical test obtained, with those after replacing the range of standards provided in the Kit,
by other ranges of standards prepared in a bovine serum matrix.

The results obtained show that the full use of the commercial kit in the assay of cow sera
significantly affected the analytical (sensitivity, precision and accuracy) and clinical
(progesterone concentrations at different physiological stages) performances of the
commercial kit, particularly for the area of low concentrations. In addition, the substitution of
the range of standards in the kit by a range of standards prepared in a buffer, calibrated and
reconstituted in a depleted bovine serum, constitutes a very good alternative for the use of

these commercial kits not validated for the animal.

Keywords: Progesterone, RIA Kit; validation, interference, cows.
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Introduction

La gestion de la reproduction est un objectif technique majeur dans un élevage laitier et
constitue un atout primordial conditionnant sa rentabilité économique. Pour optimiser le
potentiel reproductif d’un élevage, deux indicateurs essentiels sont a prendre en considération
et a surveiller constamment, tant a I’échelle animale que troupeau, il s’agit de la fertilité et de
la fécondité (Zineddine et al., 2010)

Pour pallier aux pertes engendrées par I’absence de la fécondation, la mortalité embryonnaire
précoce ou toutes autres défaillances de la fonction de reproduction, divers moyens de
diagnostic ont été mis au point. Parmi ces outils de diagnostic efficaces et modernes qui
existent, le dosage de la progestérone dans le lait ou le sang des femelles, a montré son
efficacité (Thimonier, 2000).

Ce stéroide dont la variation de la concentration représente un bon bio indicateur de I’activité
ovarienne chez la femelle, a permis d’affirmer nos connaissances dans le domaine de la
physiologie de la reproduction et a contribué a mieux gérer les performances de la
reproduction des troupeaux, a travers la détermination des périodes d’activité sexuelle des
femelles, de caractériser les cycles ovariens et la détection du moment de 1'cestrus et le
diagnostic précoce de non gestation (Thimonier, 2000).

Les méthodes de dosage de la progestérone les plus utilisées sont les immunodosages. Elles
regroupent 1’ensemble des méthodes analytiques quantitatives mettant en jeu la réaction
antigene-anticorps. La nature des anticorps et leur liaison avec les antigénes étant bien
caractérisées, cette réaction est devenue un outil performant d’exploration et de quantification.
Le radioimmunodosage RIA de compétition ou par défaut d’anticorps est le seul qui est
préconisé pour le dosage de la progestérone a cause de sa faible masse moléculaire.

De par leur haute sensibilité, spécificite, reproductibilité et facilité d’utilisation, les trousses
commerciales radioimmunologiques ont révolutionnées le monde de I’endocrinologie.
Cependant, ces analyses restent sujettes a des interférences ou des effets de substance présente
dans D’échantillon susceptible d’affecter [’obtention de la valeur correct du résultat
(Schiettecatte et al., 2012).

Parmi les interférences rencontrés lors du dosage immunologique, en plus de celles liées a

I’anticorps (défauts de spécificité), nous avons 1’effet matrice, conséquence d’une différence



de composition entre la matrice de la gamme des étalons et celle des échantillons a analyser
(Sapin, 2008).

Or en Algérie, en raison de I’indisponibilit¢ de trousses immunologiques de dosage de la
progestérone dans le sérum ou le lait des animaux d’¢élevage, les utilisateurs au niveau des
universités et du secteur de la production animale, par souci d’avancer dans leurs travaux, ont
été trés souvent contraint a utiliser les seules trousses disponibles sur le marché local, a savoir
les trousses radioimmunologiques RIA/progestérone ‘Immunotech’, bien que celles-ci soient
validées pour le sérum humain.

Pour cette raison et sachant au préalable les problémes d’interférences qui peuvent surgir lors
de I'utilisation de ce type de trousse pour le dosage de la progestérone dans les sérums
d’animaux, nous avons initié cette premiére étude, dont 1’objet est d’essayer d’évaluer
I’impact d’un tel dosage sur 1’exactitude des résultats obtenus.

Notre travail consistera dans une premiere partie, a réaliser une étude bibliographique portant
sur des rappels en physiologie sexuelle de la vache, étayant les événements ovariens et
hormonaux du cycle de la vache, I’intérét de doser la progestérone pour la détermination des
stades physiologiques, a des fins de maitrise de la reproduction ; L’immunodosage et le
principe du dosage radioimmunologique de la progestérone, les critéres d’une validation
analytique et clinique d’une trousse immunologique et en abordera les problemes
d’interférences liées a I’immunodosage.

La seconde partie de notre manuscrit, qui est expérimentale, portera sur la validation de la
trousse et consistera dans une premiére étape, en une évaluation des performances analytiques
de la trousse commerciale RIA/progestérone ‘Immunotech’, pourvue d’une gamme d’étalons
progestérone préparés dans une matrice sérique humaine, lors d’un dosage direct de la
progestérone de sérums bovins.

Cette étape sera suivie d’une évaluation clinique, réalisée sur un lot d’échantillons de sérums
bovins, a différents stades physiologiques. Ces échantillons seront dosés par cette trousse
commerciale sans aucune modification. Aussi, ils subiront des lectures sur trois autres
gammes d’étalons préparées au laboratoire, a savoir, une gamme tampon phosphate
supplémentée de sérum bovin déplété et deux autres gammes constituées a 50% et 90% de
sérum bovin déplété, en replacement a la gamme d’étalons fournie dans la trousse RIA
‘Immunotech’ commerciale ; Une conclusion générale avec des perspectives vient cléturer ce

travail.
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CHAPITREL : Synthese bibliographique

I. Caractéristiques générales du cycle eestral de la vache

1. Définition

Le cycle cestral peut se définir comme I'ensemble des modifications cycliques d’ordre
comportementales (éleveur), anatomiques (clinicien) et hormonales (laboratoire) que subit
une génisse de maniere réguliere, des la puberté, qui débute a I’age de 6-18 mois. La durée du
cycle du cycle chez la vache est en moyenne de 21 jours * 4 jours.

Les cycles cestraux peuvent s’interrompre en cas d’une gestation, en période post-partum
(interruption de 3 & 6 semaines), en période de forte production laitiére et en cas de
pathologies (ancestrus permanent, carences alimentaires, etc.) (Barbry, 2012).

2. Les étapes du cycle

Le cycle cestral décrit la suite des événements qui se déroulent entre deux ovulations.
On distingue deux phases (Figure 1) .

2.1 La phase folliculaire

Elle comprend une période du cycle dite « pro-cestrus », ou précede «l’cestrus», durant
laguelle a lieu la croissance folliculaire terminale et une période appelée « cestrus »,
correspondant & la fin de la maturation folliculaire et de 1’ovulation. C’est au cours de cette
période que la vache manifeste des chaleurs, qui sont le signe d’acceptation du male.
(DesCoteaux et Vaillancourt, 2012).

2.2 Laphase lutéale

Elle débute aprés 1’ovulation et s’achéve avec la régression du ou des corps jaunes (phases de
metoestrus et de dicestrus).

Au cours de la période « «metcestrus », on assiste a la formation d’un corps jaune a partir du
follicule qui a ovulé, suivi de la période « di-cestrus », durant laquelle le corps jaune formé
croit et se maintien et s’acheve, en I’absence de fécondation par une lutéolyse.

Dans ce cas le corps jaune régresse environ 17 jours aprés les chaleurs, les animaux
retournent en pro-cestrus et un nouveau cycle débute. Le corps jaune peut se maintenir plus
longtemps en cas de gestation (CJ gestatif) ou en cas de pathologies (CJ persistant).

Le tableau (Tableau 1) définis les durées des différentes périodes de chaque phase du cycle

cestral chez la vache.( DesCoteaux et Vaillancourt, 2012).
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Tableau 1 : Durées des différentes périodes du cycle sexuel chez la vache et moment de
I’ovulation par rapport a I’cestrus (Barbry, 2012).

Espéce Pro- Estrus Metcestrus Dicestrus  Durée Moment de
estrus cycle I'ovulation
Vache 2-3jours  12-18 2 jours 15 jours 21 jours 10-12 h post
heures cestrus

9
*c
[=¥)
= 3
=}
=}
1.4l

Phase : Es
Folliculaire™ Phase

>\ Dunstru? ,/

— Lutéolyse ,

Figurel : Cycle cestral chez la vache (Gayrard, 2007).
3. Changements hormonaux au cours du cycle sexuel

e Les hormones responsables :

La régulation du cycle sexuel est complexe. Elle est sous la dépendance hormonale qui fait

intervenir le systéme nerveux central (axe hypothalamo-hypophysaire) et I’appareil génital
(ovaires et utérus), qui interagissent entre eux (Tableau?2) :
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Tableau 2 : Récapitulatif des principaux réles hormonaux dans le cycle sexuel de la
Vache (Bryyner et al, 1990 ; Derivaux et Ectors,1980).

Hormones Organe de Principaux roles
production

GnRH hypothalamus Stimule 1’activité de ’hypophyse

FSH hypophyse Stimule la folliculogenese
Stimule 1’apparition de récepteurs a la LH

LH hypophyse Maturation folliculaire
Responsable de I’ovulation
lutéinisation
(Responsable de la transformation des cellules
folliculaires en cellules lutéales)

Progestérone Ovaire (corps jaune) Bloque la cyclicité (rétrocontrdle négatif sur
I’hypothalamus), pas d’ovulation possible
Bloque les contractions utérines
Prépare I’endométre & la nidation
Développement de la mamelle

(Estrogenes Ovaire (follicule) Comportement de chaleur
Stimulation des contractions de [’utérus
(meilleure diffusion de la semence lors de
I’insémination)

PgF2alpha utérus Lyse du corps jaune de I’ovaire
Stimulation des contractions de 1’utérus

Inhibine Ovaire (follicule | Inhibition de la production de la FSH

tertiaire)

4. Mécanismes hormonaux de régulation du cycle

e Ce mécanisme est illustré par les figures 2 et 3 :

En début de la phase lutéale, aprés I’ovulation du follicule dominant mure suite a une

décharge de la LH, celle-ci assure la transformation de la theque interne et de la granulosa du

follicule en corps jaune (Derivaux et Ectors,1980).
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L’action de I’hormone hypophysaire (LH) persiste au niveau du corps jaune en stimulant la
sécrétion de la progestérone, qui atteint des taux maximum au environ du 5*™jour et & un
degré moindre I'cestradiol. Les taux ¢élevés de progestérone secrétés (dicestrus), par
rétrocontrble négatif sur l'axe hypothalamo-hypophysaire, inhibent les sécrétions pré-
ovulatoires de gonadotrophines (LH) (Derivaux et Ectors,1980).

Parallélement, comme la croissance folliculaire est un phénoméne continu, méme
pendant la gestation, toujours aprés 1’ovulation, I’augmentation de la concentration en FSH
stimule la croissance d’une vague folliculaire et augmente la capacité de liaison des cellules
folliculaires vis-a-vis de la LH (Saumande, 1991).

Elle débute par le recrutement de follicules tertiaires sensibles a la FSH, c’est a dire possédant
des récepteurs a la FSH. Sous I’action de la FSH qui stimule la conversion d’androgénes en
cestrogénes, en association avec la LH, les follicules recrutés produisent de 1I’cestradiol et de
I’inhibine (Drion et al., 1996).

Les concentrations de ces deux hormones augmentent progressivement tout au long de la
vague folliculaire avec I’augmentation de la taille des follicules qui les produisent pour
exercer un rétrocontrole négatif sur le complexe hypothalamo-hypophysaire, qui induit une
diminution de la FSH circulante (Drion et al., 1996).

La concentration en FSH devenue insuffisante pour assurer le développement de tous les
follicules recrutés, seul le follicule dominant, qui posséde des récepteurs LH pourra subsister.
Ce dernier, contrairement aux autres follicules, passera d’un statut FSH-dépendant & un statut
LH-dépendant et poursuivra ainsi sa croissance et sa maturation grace a la LH produite
(Drion et al., 1996).

A ce stade de développement, le sort du follicule dominant dépend plus de la fréquence des
pulses de la LH plasmatique que de la FSH. Si le follicule dominant croit en présence de taux
élevés de progestérone plasmatique (maintien le rétrocontrdle négatif sur I'hypothalamus), en
raison d'une faible fréquence des pulses de LH, il perd sa dominance et sa capacité de
stéroidogeneése, en plus d’une accumulation d’androgenes a cause du faible niveau de FSH, il
décroit et devient atrétique (Drion et al., 1996).

Les concentrations plasmatiques en oestrogenes et en inhibine deviennent faibles, entrainant
une augmentation de la FSH plasmatique suivie d'une nouvelle vague folliculaire. Par contre,
en absence de la progestérone (régression du CJ du cycle précédent), la fréquence des pulses
de LH devient élevée, avec la FSH, ils stimulent le développement et la maturation du
follicule dominant, qui secréte des concentrations ¢levées en cestrogeénes induisant les

chaleurs et déclenchent la décharge ovulatoire de LH (Drion et al., 1996).
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En I’absence d’une fécondation, un nouveau cycle ne peut commencer que lorsque le corps
jaune du cycle précédant n'est plus fonctionnel. En effet, L’ocytocine, d’origine
majoritairement post hypophysaire, intervient dans la lutéolyse cyclique, en synergie avec la
prostaglandine F2a et les cestrogenes folliculaires.

L’ocytocine, synthétisée par les grandes cellules du corps jaune en fin de phase
lutéale, se fixe a ses récepteurs sur I’endomeétre utérin, dont la synthése a été initiée par les
cestrogénes sécrétés par le follicule pré ovulatoire, elle induit la production et la libération de
la prostaglandine par I'utérus ; il en résulte la lutéolyse (Peters et Ball, 1995).

Dans le cas d’une gestation, le trophoblaste formé commence a secréter a environ 15 jours de
la gestation de la trophoblastine, dont le rdle est d’inhiber la sécrétion de la PGF2a. Le corps
jaune formé (lutéale) se transforme en CJ gestatif, secrétant de la progestérone pendant toute
la durée de la gestation. Celle-ci inhibe toute décharge de LH et il ya atrésie du follicule
dominant (Peters et Ball, 1995).

Cycle des
hormones
gonadotropes
Cycle des
hormones E2 et INH
stéroides
sexuelles
Cycle ovarien CJ insensible PGF2a
A \ A g % y " ‘.: "\f vocyEe -
- ‘ ds o
114 17 121
Ovulation Lutéolyse Ovulation
10 117 121

Figure 2 : Evolution de la concentration des hormones au cours du cycle (E2 : Oestradiol
178 ; INH : inhibine ; P4 : progestérone) (Mauffré et al., 2016)


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

CHAPITREL1 : Synthése bibliographique

HYPOTHALAMUS
/ -
GnRH
2N
HYPOPHYSE
LH FSH progestérone
+
follicule T Corps jaune
OVARE _= UTERUS
s Phase lutéale ;
18 19 20 jours
7 —
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Figure 3 : Régulation neuro- endocrinienne du cycle sexuel de la vache (UNCEIA, 2006).
5. Lagestation
La gestation commence avec la fixation de I’ceuf dans 1I’endomeétre et se termine par la
parturition. La durée de gestation varie de 275 a 290 jours (DesCoteaux et Vaillancourt,
2012). Elle commence par la période embryonnaire définie comme la période comprise entre
la fécondation et la fin de I’organogenése (au environ du 42ieme jour de gestation) et elle est
suivi par la période feetale. Sur le plan hormonal, le maintien de la gestation est assuré par la
persistance du corps jaune lutéale en gestatif et la production de progestérone en quantité plus
élevée. Le placenta constitue organe endocrine transitoire qui produit un grand nombre
d’hormones, dont les hormones stéroidiennes (progestérones, cestrogénes) et des hormones
protéiques (hormones lactogéne placentaire, protéines spécifiques de la gestation), ainsi que
des facteurs de croissance (Paul et al., 2012).
6. L’activité ovarienne post-partum
La période immédiate aprés le vélage est suivie d’une inactivité ovarienne (absence
d’ovulation). Cette inactivité est liée aux taux élevés d'cestrogenes foetaux et de progestérone
maternelle secrétés avant le vélage, qui inhibent la sécrétion de LH et de FSH par l'axe
hypothalamo-hypophysaire réduisant I'activité ovarienne (Grimard et Disenhaus, 2005).
Cette infertilité est liée a involution utérine, cycles cestraux courts, absence ou insuffisance

du développement folliculaire (Short et al., 1990).
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I1. Gestion de la fonction de reproduction

Bien gerer ou maitriser la reproduction d’un élevage laitier, représente la clé de la réussite de
ce dernier. Cette maitrise consiste en 1’application de techniques qui visent a réduire au
maximum la période improductive des vaches, faciliter et mieux organiser les différentes
taches liées a la gestion de 1’élevage et veiller a la bonne prophylaxie des animaux.

Or, I’évaluation de certains paramétres de reproduction (fertilité et prolificité) de certains
élevages laitiers Algeériens, montrent malheureusement des performances tres au-deca des
seuils espérés, qui sont relatives a une gestion aléatoire et défectueuse de la reproduction
(mauvaise détection des chaleurs, les moments d’insémination et de saillie inopportuns, le non
prise en charge des cas d’infertilité et autres) (Bouzebda et al 2008).

Tableau 3 : Paramétres de fécondité et de fertilité de quelques troupeaux algériens des vaches

laitieres.
Miroud et Saidiet @ Zineddine Bouzebda
Auteurs al., 2014 al., 2012 et al., et al., 2008
2010 Normes :
P Hanzen et
Régions d’Algérie Nord-est Centre Ouest Est
al
(1990)
Paramétres de
reproduction
Criteres de féconditeé (j) :
Int V-V 430+ 75 @ 461+ 16,1 470+111 434-461 365-385
Int V-11 72,3+24,8 106+ 85,4 159+89 96-66.5 60-65
Int V-IF 148 + 96,2 185+ 137 193 +108 164-181 85
Int 11-1F 69 + 50,4 79 32+66 68-114.5 23-30
Criteres de fertilité (%) :
Taux de réussite en 11 25 411 67 47.16-23.05 >60
Taux vaches a + de 3 | 43,5 39,3 6 20.46-42.96 <15

Pour remédier a cette situation, des techniques modernes de gestion et de maitrise de la

reproduction, a savoir I’insémination artificiel, le transfére embryonnaire, la maitrise et

10
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I’induction hormonale des cycles sexuels, ont été mises au point pour aider aussi bien
I’¢éleveur que le vétérinaire a mieux geérer la fonction de reproduction de ce potentiel animal et
a augmenter sa rentabilité (Zineddineet al., 2010) .

Cependant, T’utilisation efficiente de toutes ces techniques, requiere au préalable, la
connaissance de 1’activité ovarienne des vaches et la détermination exacte de leur stade
physiologique.

Parmi les moyens existant de détermination de I’activit¢ ovarienne, en plus d’observer
directement 1’état des ovaires par les différentes techniques connues des vétérinaires, le
dosage des hormones stéroides, telles que la progestérone (Mann et al., 2005) et les
cestrogénes (Kiyoshi et al., 2001) et certaines glycoprotéines telles que les protéines
specifiques ou associées a la gestation (Shahim, 2013) et le suivi de leur évolution,

permettent de déterminer 1’activité ovarienne et placentaire.

I11.Détermination de I’état physiologique de la vache par le dosage de la

Progestérone
1. Structure de la progestérone :
o Propriété biologique et physique

La progestérone, appelée 4 pregnene 3,20-dione, est une hormone stéroidienne & 21 atomes
de carbone, de formule C,;H3,0, (Figure 4).
C’est une substance cristalline, incolore, sa masse moléculaire est de 314,46g/mol et sa demi-
vie est de dix a 15 minutes (Taieb, 2011). La progestérone est peu soluble dans I’eau, mais
soluble dans certains solvants organiques (Edqvist, 1993). Elle possede une bande
d’absorption dans I’ultraviolet, avec un pic d’absorption situé a 240 nm et une fluorescence

en milieu alcalin (Gabeur, 1989).

Figure. 4: Structure moléculaire de la progestéerone (Bensegueni, 2006).

11
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e Biosynthése
La progestérone est synthétisee a partir du cholestérol (C27), fourni par les lipoprotéines
(LDL). Elle est un précurseur jouant le role dintermédiaire dans la biosynthese
des estrogeénes et des corticoides (Taieb et Lachgar-Keltoum, 2011).
Elle est formée a titre d’intermédiaire dans la biosynthése de diverses hormones stéroidiennes
comme les hormones surrénaliennes, dans ce cas, ce stéroide ne sort pas des cellules
formatrices. Par contre, au niveau des cellules de la granulosa de 1’ovaire, la progestérone est
secrétée dans la circulation sanguine (Bayard, 1981).

e Transport
La progestérone est une structure apolaire, elle est par conséquent toujours sous forme liée.
Dans le sang, la progestérone est transportée liée a la corticosteroid binding globulin (CBG) et
I’albumine (approximativement 98%) et sous la forme libre (Wood et Gower, 2010).

e Catabolisme et Elimination
Elle est métabolisée dans le foie par des hydrogénations successives de la double liaison 4-5
et des fonctions cétone en 3 et 19 d’ou la formation du prégnandiol, qui sera conjugué par le
foie avec I’acide glucuronique et ¢liminé par voie de la bile (30%) ou par voie urinaire (60
%), d’ou elle repasse dans un cycle entérohépatique (Borel et al., 1997).
2. Evolution de la progestérone au cours d'un cycle sexuel de la vache :
L’évolution progestéronémique au cours du cycle cestral est témoin de I'activité sexuelle. Elle
refléte assez bien les périodes secrétrices et I’involution du corps jaune (Yenikoye et al.,
1981).
Elle est & son niveau inférieur pendant la période péri-ovulatoire (phase folliculaire), puis
augmente graduellement pendant les premiers jours qui suivent 1’ovulation correspondant au
stade metcestrus, pour atteindre un plateau, qui persiste pendant le stade dicestrus de la phase
lutéale. A 1’état gravide, le taux de progestérone reste élevé pendant toute la gestation, alors
que pendant I’anoestrus vrai, il est a son niveau le plus bas (Thimonier, 2000).
Le tableau 4, illustre la variation du taux de progestérone telle qu’elle est rapportée par
(Meyer et Yesso, 1991).
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Tableau. 4 : Evaluation du niveau plasmatique de la progestérone (ng/ml) chez la vache au

cours du cycle cestral (Meyer et Yesso, 1991).

Jours du cycle JO J8/J9 J15-J17 J20
Taux de 0.6 1-1.4 9.5+0.4 <1
progestérone

Quant aux seuils en progestérone dans le sang et le lait écrémé de référence, déterminant les
différents états physiologiques des femelles, ils sont illustrés par le tableau5. Ils sont
communs a toutes les bibliographies.

Tableau 5: Niveau de progestérone (ng/ml) dans le sang ou le lait écrémé en fonction de
1’état physiologique de la femelle (Thimonier, 2000).

Espéces Phase Phase Gestation Inactivité

folliculaire lutéale ovarienne

Vache, Brebis | Sang Lait sang Lait Sang Lait Sang Lait

Cheévre, Jument écrémeé écrémé écrémé écrémeé

051 |[<1-2 >1 >1-2 >2 <1

Les concentrations de progestérone mesurées dans le sang reflétent fortement celles mesurées
dans le lait écrémé (Meisterling et Dailey, 1987) (r=0.95). Cependant, étant donné sa nature
lipophilique, la progestérone est présente en concentration plus élevée dans le lait entier par
rapport au lait écrémé (Meurant, 1995).
3. Intérét du dosage de la progestérone chez les femelles d’élevage
La progestérone est une hormone dite de la reproduction. Sa variation chronologique au cours
du cycle cestral, a fait de son dosage un outil fiable de suivi et de détermination du statut
physiologique des femelles d’élevage (figures 5). Elle peut étre dosée dans plusieurs milieux
biologiques (Groschl ,2009).
Cependant en médecine vétérinaire, le sang et le lait représentent les fluides les plus utilisés
en immunodosage, avec une préférence pour la matrice lait chez les femelles en lactation, en
raison de la facilité du prélévement qui n’engendre aucun stress a 1’animal. Quant au choix
judicieux du nombre de préléevements et de leurs intervalles, il détermine 1’état physiologique
de la femelle prélevée (Thimonier, 2000).

> pour étudier la cyclicité des femelles pendant les saisons (Christensen et al., 2014)

» déterminer I’entrée en puberté des jeunes femelles (Yu et Li, 2001)

13
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A\

la mise en évidence d’une activité ovarienne chez les femelles cyclées (Banu et al.,
2012)

suivi de la reprise de I’activité ovarienne postpartum (Mmbengwa et al., 2009)

appuis pour I’insémination artificielle et le transfert embryonnaire (Szelényi et al., 2015)

diagnostic précoce de non gestation et suivi de la gestation (Regal et al., 2012)

Y V V V

évaluation de I’efficacité des traitements hormonaux (Bisinotto et al., 2015)

Cyclicité ovarienne normale

P4 ng/ mL
= Y

a ) 14 i 28 L] 42 40 56 B3 o T Bd

Phase lutéale prolongée (corps jaune persistant)

4
-l
.E E
2
a i
[ + + + + + + -+ + -+ + i
1] T 14 2 28 a5 42 44 58 (2] 0 7 a4
Inactivité ovarienne (anoestrus)
. 4
Ea
g 3
i 1
P S e L S —pt
a

0 T 14 21 28 35 42 44 56 63 o T B4

Phases lutéales courtes (cycles courts)

P ng' mL
O = MW

0 7 14 21 2B 35 4z 49 58 63 70 ki a4

Cessation de la cyclicité

0 T 14 21 8 5 4z 43 56 63 o 7 g4

P4 ng mL

=R T

Jours post-partum
Figure 5 : Exemples typiques des profils progestéronimiques chez la vache. (Shrestha et al.,
2004)
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V. Les techniques de dosage de la progestérone

1. Les dosages immunologiques

Depuis 1960, I’immunoanalyse par sa sensibilité, sa spécificité et sa praticabilité supérieures a
celles des méthodes chimiques ou biologiques, a révolutionné I’endocrinologie (Sapin, 2008).
Elle fait partie des outils analytiques les plus performants mis a la disposition du biologiste.
Elle permet la détection et la quantification des molécules d’intérét biologique (hormones,
marqueurs tumoraux ou métaboliques, médicaments,...) dans le diagnostic et les suivis des
maladies (Cohen, 2006).

Sa premiere utilisation remonte & la mise au point, en 1953, par les chercheurs (Yalow et
Berson, 1959), de I’'immunodasage avec marqueur, utilisant un radio-isotope, le dosage radio-
immunologique par compétition pour le dosage de I’insuline.

Par la suite, les contraintes engendrées par 1’utilisation de radio¢léments ont poussé les
scientifiques, a rechercher I’utilisation d autres marqueurs non radioactifs. Le commencement
des années 1980, a vu apparaitre des trousses d’immunoanalyses (réactifs préts a I’emploi),
utilisées d’abord manuellement puis sur automates (Bador et al., 1992), utilisant comme
marqueurs, les enzymes (EIA) (Colazo et al., 2008), la fluorescence (FIA) (Oku et al., 2011)
et la chimiluminescence (CLIA) (Lee et al., 2010).

Malgré tout, les dosages RIA restent encore les plus utilisés pour des raisons de codt et de
simplicité (Benoist et al., 2011).

2. Bases physico-chimiques du systéme antigene-anticorps

Les techniques immunologiques sont basées sur la formation de complexes antigénes
anticorps (figure 6). Le premier élément clé des immunodosages est 1’anticorps (Ac) ou
immunoglobulines (Ig). Ces glycoprotéines sont les récepteurs d’antigéne, dont le site de
liaison a 1’épitope s’appelle le paratope (Barbier, 1989a)

Les antigenes sont des molécules complexes (naturelles ou synthétiques), pouvant étre de
nature protéique ou non unitaire, complets, pouvant stimuler la production des anticorps
spécifiques (immunogénicité) et interagir avec ces derniers (réactivité) ou incomplets, de
faible poids moléculaire, comme les hapténes (Béné et al 2014)

Ces derniéres possedent la propriété de réactivité antigénique, mais sont non
immunogéniques, a moins d'étre couplés a des proteines porteuses (carriers). Les parties
antigéniques d'un antigéne complet sont appelées déterminants antigéniques ou épitopes
(Latapie, 1989).
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paratope._
épitopes . ©

4 Antigéne ‘)
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anticorps

Figure 6 : Interaction entre un antigéne et différents anticorps (WIKIPEDIA).
Le systeme antigéne-anticorps obéit aux mémes principes de ’interaction ligand-récepteur. Il
est caractériseé par la capacité de liaison réversible, par conséquent, non covalentes et de faible
énergie (varie entre 4 et 30 kJ/mol). Ces forces mises en jeu entre les acides aminés des
anticorps et de 1’antigéne sont de quatre types : hydrogénes, hydrophobes, de Van der Walls,
ou ioniques (Figure 7) (Barbier, 1989b)

Anticorps

CH, —Otlses Liaison hydrogéne

Liaison ionique

(- §

Liaisons
hydrophobes

Forces de
CH -~ CHy ¢ Van der Waals

CH ' Liaison ionique

Figure.7 : Schéma des liaisons entre un antigéne et un anticorps (Goldsby et al 2000)

La stabilité¢ de toutes ces liaisons non covalentes est influencée, du point de vue
thermodynamique, par la force de liaison entre 1’épitope et son paratope (I’affinité et la
spécificité de I’Ac pour Ag), la concentration de ces deux entités et par les conditions

physico-chimiques du milieu réactionnel (Barbier, 1989b).
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L’affinité de I’interaction peut €tre caractérisée quantitativement par la constante d’affinit¢ Ka

(constante a 1’équilibre, en M-1), dont 1’écriture découle d’un équilibre réactionnel :

ktli.?
Act+Ag — AcAg
K,z

i

Kon : constante de vitesse d’association, koff : constante de vitesse de dissociation.
La constante d’affinité Ka d’un site de liaison pour un site antigénique est définie par les

relations :

- [Ac][Ag] v k
' [ Ag - Ac :| K,z

o

Cette affinité sera d’autant meilleure que les interactions au niveau moléculaire seront
nombreuses et que leur agencement spatial sera le plus approprié pour assurer une parfaite
complémentarité entre 1’antigéne et 1’anticorps (modéle de la clé dans la serrure), donc une
meilleure stabilité (Barbier, 1989b)

Les facteurs essentiels qui influencent ces liaisons sont ceux que 1’on retrouve de manicre
générale pour toutes les interactions entre protéines ou entre protéines et ligands. Citons, en
particulier, une forte influence du pH, de la concentration ionique, et des solvants qui
perturbent les spheres de solvatation et déstabilisent les liaisons hydrogenes. (Bornet et
Charrie, 1998). On considére généralement qu’un anticorps posséde une bonne affinité pour
un antigéne lorsque son Ka est supérieur ou égal a 109 M-1 (Barbier, 1989b)

La spécificité d’un anticorps correspond a la capacité des anticorps a sélectionner entre des
especes chimiques proches (Janin, 1995). Idéalement, un anticorps « spécifique » ne
formerait des complexes stables qu’avec le seul antigéne contre lequel il a été produit.
Toutefois, il existe toujours des « réactions croisées », ’anticorps reconnaissant avec des
affinités plus ou moins fortes des antigénes analogues, de structure plus ou moins semblable a
celle de I’antigéne de référence (Latapie, 1989)

3. Le Radioimmunodosage (RIA) « Radio ImmunoAssay »

3.1 Principe des techniques

Lorsque on met en présence d’un anticorps (Ac) son antigéne (Ag) et ce méme antigéne
marqué (Ag*), il peut se créer deux types de complexe selon que ’anticorps se fixe a un des

antigenes : Ac-Ag et Ac-Ag* (Figure 8)
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Ag*+Ac » AgF-Ac

—+

Ag «—» Ag-Ac

Figure 8 : Les complexes Antigénes-Anticorps

En radioimmunodosage, selon la présence de 1’anticorps en quantité déficitaire ou en exces,
on parle respectivement, de radioimmunodosages par compétition (RIA de compétition) et de
radioimmunodosages non compétitifs ou Immunométriques (IRMA : Immuno Radio
MetricAssays)(Bourrel et Courriére,2003).

Ces dosages se réferent a une gamme d’étalonnage établie a 1’aide de cinq ou six étalons ou
standards de concentration connue en analyte a quantifier dans la matrice. La courbe
d'étalonnage décrivant la relation entre la concentration de l'analyte et la réponse doit étre
décrite par le modele mathématique le plus simple possible (relation linéaire pondérée ou non
pondérée ; quadratique ; log-linéaire....) (Nicolas et al., 2004).

Les principes de ces deux dosages sont schématisés sur les Figure 9et Figure 10.
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® Ag marqué
Ag a doser
“T T T sites anticorps

(B) signal (fraction liée)

[Ag]

Figure 9 : Méthode par compétition (RIA) (Bador et al., 1992).
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A : Représentation schématique de la compétition entre 1’antigéne (étalon ou échantillon) et
I’antigéne marqué vis-a-vis des sites anticorps en déficit : (1) en 1’absence d’antigéne a doser,
(2) et (3) en présence de quantités croissantes d’antigéne a doser. B* : concentration de
I’antigéne marqué lié a D’anticorps. F* : concentration de I’antigene marqué libre. B :
concentration de I’antigéne 1i¢ a I’anticorps. F : concentration de 1’antigeéne libre.

B : Représentation schématique d’une courbe d’étalonnage. La valeur portée en ordonnée est
I’intensité du signal (absorbance, nombre d’impulsions...) correspondant a la concentration
d’antigéne marqué lié (B*) en fonction de la concentration en antigéne non marqué, une
relation inversement proportionnelle entre le pourcentage de liaison Ag-Ac et la quantité
d’antigéne (Bador et al., 1992).

(A)
—
> o \
< D W— < Ol—
pe— Fi— —
; < > — KO
K — -
Ac liant Ag Ac marqué
B
()Signal \
(fraction liée)
[Ag]

Figure 10: Dosage non compétitif Immunométrique (IRMA) (technique sandwich) (Bador et
al., 1992).
A : principe de la méthode.

B : représentation schématique d’une courbe d’étalonnage.

Le principe du dosage par compétition est une compétition entre les deux formes de
I’antigéne (froid Ag et marqué Ag*) pour un nombre limité de site d’anticorps spécifiques
fixés sur une phase solide. Ces dosages utilisent un seul anticorps, le plus souvent polyclonal.
Le maintien de la concentration en anticorps et en molécule marquee fixe et

I’augmentation de la concentration en antigéene froid, entraine 1’augmentation de la
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concentration en complexe antigéne-anticorps, au détriment de la formation du complexe
(antigene marqué — anticorps).

Aprés la séparation des composés libres des complexés, sans modifier 1’équilibre de la
réaction, le signal émis par la fraction liée est mesuré et on procéde a I’établissement d’une
courbe d’étalonnage a 1’aide des concentrations des solutions étalons. Les concentrations des
échantillons inconnus et des contrbles sont déterminées par extrapolation sur la courbe
d’étalonnage .

Le principal avantage de cette méthode par compétition est qu’elle peut étre appliquée a tous
types d’antigénes, quelle que soit leur taille (cas des hapténes a un seul épitope : hormones
thyroidiennes et les stéroides). Cependant, une bonne sensibilité et une bonne précision de la
technique nécessitent une constante d’affinité ¢levée de I’anticorps pour son antigéne et un
traceur doté d’une haute activité spécifique (Barbier, 1989a).

Un deuxiéme élément limitant pour cette méthode a un seul site de liaison concerne les
métabolites et les interférents, qui sont susceptibles d’étre liés a I’anticorps, et donc
de générer un signal qui surestime la quantité d’antigéne. Ce manque de spécificité est
réduit dans les méthodes Immunométriques a deux sites, comme par exemple les méthodes de
type sandwich (Dubois, 2008).

Les dosages radioimmunométriques ou dosages sandwich (IRMA) sont destinés pour les
analytes de masse molaire élevée (TSH, LH, FSH, prolactine, et autres) et le traceur,
correspond & un anticorps marqué. L’analyte est reconnu, puis pris en sandwich par une paire
d’anticorps specifiques, présent en exces par rapport a I’Ag, dont I’un est marqué (traceur) et
I’autre est fixé sur une phase solide. Apres séparation des fractions libre et li¢e, le signal émis
par le traceur lié a la phase solide est mesuré. Il augmente avec la concentration de I’analyte.
Les avantages de cette technique sont liés a la fois a ’utilisation d’anticorps monoclonaux et
au principe méme de la méthode (sandwich), ce qui augmente la spécificité du dosage et
baisse la limite de détection par rapport aux dosages par compétition (Ekins, 1993 ; Massart,
2009).

3.2. Composition d’une trousse de radioimmunodosage

Tous les réactifs nécessaires a 1I’exécution d’un dosage RIA sont fournis sous la forme d’un
Kit ou trousse. Une trousse destinée au dosage radioimmunologique d’une molécule
biologique ou autre est composée essentiellement de produits préts a I’emploi soit sous formes
de solutés ou lyophilisés. Ces produits fournis sont représentés par :

1 -L’anticorps assurant un maximum de spécificité a la réaction. Il est livré fixé a une matrice

solide (tubes), pres a I’emploi dans le cas d’une trousse RIA solide.
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2 -Le traceur ou I’Ag marqué a I’iode radioactif (1125), ayant une totale identité avec 1’étalon
ou I’analyte.

3-Les standards ou étalons sont représentés par Ag froids, fournis & des concentrations
croissantes (gamme d’étalonnage), pour la réalisation d’une courbe d’étalonnage,

4 -Des étalons internes ou echantillons de controle, présentant des valeurs de concentrations
situées dans une fourchette déterminée par le fournisseur.

Les étalons doivent étre disponibles dans le temps et leur concentration doit rester stable au
cours de leur conservation, pour cela ils sont traités (bactériostatiques, anti protéases...),
répartis en aliquotes, lyophilisés, scellés et conservés a trés basse température (Massart,
2009).

3.3. Validation d’une trousse radioimmunologique

Le terme validation selon la littérature fait référence a une verification ou une caractérisation
(Feinberg , 2012).

La validation d'une méthode en bioanalyse comprend une succession de procédures afin de
démontrer que la méthode utilisée permet de quantifier un analyte dans une matrice
particuliere pour une application précise. Différents paramétres permettent de définir
l'acceptation d'une méthode analytique : [I'exactitude, la précision (répétabilité, la
reproductibilité), la sélectivité et la spécificité, la robustesse et enfin la stabilité de I'analyte au
cours des différentes étapes de prétraitement et dans la matrice de dosage.

Cette validation doit se faire a deux niveaux, le premier est sur le plan technique (efficacité
analytique), son but est la vérification du matériels biologique et instrumental utilisé, le
second est sur le plan clinique (efficacité diagnostique), le biologiste doit vérifier le pouvoir
analysant de la technique utilisée (Bourrel et Courriere,2003).

3.3.1. Evaluation analytique de la trousse

a) La limite de détection

La limite de détection d’une technique est la plus petite concentration, dont la mesure donne
un signal significativement différent du blanc (standard zéro), avec un intervalle de confiance
de 95%.

Cette notion est différente de la notion sensibilité, qui s’intéresse a toutes les concentrations
différentes de zéro et signifie qu'une faible variation de la concentration provoque une
variation élevée de signale. La limite de détection se détermine par la répétabilite intra-essai
du standard zéro (matrice dépourvue de 1’analyte) et se calcule par la moyenne en CPM Bo +3
écarts-type (exprimé en concentration) (FAO/AIEA, 1997, Bourrel et Courriére, 2003 ;
Dingeon, 2005).
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b) Le test de précision

La précision par définition est la qualité de I’accord, dans une zone définie de concentration,
entre des mesures répétees, effectuées dans des conditions déterminées (Bourrel et
Courriére, 2003).

Ce controle est réalisé a partir de la reproductibilité intraessais et intéressais du dosage
d’échantillons a plusieurs niveaux de concentrations (faible, moyen et fort) et il est exprimé
en déterminant la moyenne (M), I’écart-type (S) et le coefficient de variation (CV%) des
résultats obtenus. La mesure est d’autant plus précise que 1’écart-type et le CV sont faibles
(CV< a 10%), elle permet de détecter les erreurs aléatoires (Bourrel et Courriére,2003)

¢) Le test d’exactitude

Une technique de dosage est d’autant plus exacte que la moyenne obtenue aprés une série de
mesures d’'un méme échantillon, permet de donner des résultats plus proches de la valeur
vraie, dans la mesure ou cette derniére peut étre déterminée par une méthode de référence.
Dans le cas contraire, on peut vérifier que la technique évaluée est apte a estimer au mieux la
valeur de I’analyte mesuré par des tests de dilution et de surcharge (Bourrel et
Courriéere,2003)

Ce test permet de mettre en évidence 1’existence d’une erreur systématique. Elle correspond
au pourcentage retrouvé par rapport a la concentration théorique : (concentration recalculée /
concentration theorique) x100. L'exactitude doit étre comprise entre 85 et 115 % (Nicolas et
al., 2004).

- Test de dilution

Ou test de linéarit¢é ou de parallélisme, il permet d’apprécier que I’estimation de la
concentration de I’analyte ayant subi des dilutions en cascade, par la méthode considérée est
proportionnelle a la valeur attendue. Dans le cas ou la méthode est exacte, le graphe
représentant la valeur estimée en fonction de la dilution est une droite linéaire passant par
’origine, d’équation y=a x, « a » étant la pente, égale a la concentration initiale . (Bourrel et
Courriére,2003)

- Test de surcharge

Il permet de vérifier que 1’analyte est dosé en totalité dans le milieu réactionnel biologique
(sérum ou autre) et cela quelle que soit la quantité connue et croissante de la substance a doser
ajoutée a 1’échantillon de sérum .

On parle de I’étroitesse, d’accord entre la valeur dosée et la valeur attendue. Ce test permet

d’évaluer la perturbation provoquée de certaines espéces physico-chimiques se trouvant dans
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le sérum sur le signale donné par 1’analyte a doser (effet matrice) (Beaudonnet et Cohen,
1994).

3.3.2. Evaluation clinique de la trousse

L’évaluation clinique d’une trousse développée, consiste a comparer les valeurs des
concentrations de 1’analyte dosé dans d’un lot d’échantillons correspondant a différents stades
physiologiques, par la trousse testée et par une autre trousse commerciale de méme type ou
autres (trousses immunologiques ou technigues connexes), validees.

I1 s’agit de vérifier la cohérence et la concordance des résultats obtenus lors du dosage avec
les états physiologiques ou les pathologies cliniques diagnostiquées chez 1’espéce prélevée.
Cette étape est importante, car elle détermine le diagnostic et le traitement qui en résulte.

4. Les interférences en immunodosages

L’interférence en immunodosage est définie comme étant I’effet de substances présentent
dans 1’échantillon susceptible d’affecter I’obtention de la valeur correct du résultat en un
analyte, généralement exprimé en concentration ou en activité (Schiettecatte et al., 2012).
Ces interférences peuvent augmenter (interférence positive) ou diminuer (interférence
négative) le résultat mesuré (Figure 11).

Elles se distinguent par des interférences dites dépendantes ou indépendantes de 1’analyte
(Sapin, 2008 ; schwickact et al., 2014, Gace et al., 2015).

Les interférences dépendantes regroupent tous les facteurs capables d’affecter directement la
détection de I’analyte, en premier ceux liees a I’anticorps tels que : le défaut ou 1’excés de
specificité de I’anticorps utilisé, la présence d’anticorps antihormone chez les sujets
présentant des maladies auto-immune, d’anticorps hétérophiles et d’anticorps anti animal et la
présence de facteurs rhumatoides et d’autres protéines. Les interférences indépendantes de
I’analyte, concernent les interférences pouvant générer des signaux en absence de 1’analyte ou
inhiber directement les réactifs du test (Sapin, 2008 ; schwickact et al., 2014, Gace et al.,
2015).

11 s’agit notamment des lipides, les force ionique, le pH, les cations, la viscosité, les protéines
sériques, les anticoagulants, les proteases, les protéines de liaison, de I'némolyse, d’ictére, de
lipémie, de I’effet des anticoagulants, du stockage simple des échantillons et de 1’effet crochet
(présence excessive en analyte/a I’anticorps en IRMA) (Burhol, 1984 ; Tate, 2004).
L’importance de D’interférence dépend de la concentration en facteur interférent dans le

sérum, mais il n’est pas nécessairement directement proportionnel (Tate, 2004).
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Le dosage de molécules de faible masse moléculaire (stéroides) est particulierement sensible
aux effets de matrice (Beaudonnet et Cohen, 1994). Quant a la présence d'interférences lors
d’un immunotest, elle est généralement révélée par le test d’exactitude, & savoir le test de

dilution et le test de surcharge (Beaudonnet et Cohen, 1994).
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Figure 11 : Les interférences matricielles en immunodosages (Schwickact et al., 2014)
HAMA: Human antimouse antibodies (anticorps humains antisouris);
Int.: Interfering molecule (molécules interférentes);
RF: Rheumatoid factor (facteurs rhumatoides).
Quant a I’étalon, il doit présenter une structure identique ou le plus proche possible de la
molécule a doser, il doit étre préparé dans un milieu (matrice) identique a celui de
I’échantillon a doser, afin de conserver son activité immunologique. Il doit étre stable, aussi
bien lors de sa préparation que sa conservation, il doit é&tre homogéne d’un flacon a 1’autre et

il doit étre préparé en quantité suffisante (Guéris et Ferriére, 1989).
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La dégradation de 1’étalon peut étre engendrée soit par une contamination aux enzymes et/ou
des bactéries, soit par un agent d’oxydation, soit par une adsorption sur les parois ou par la
température (Barbier, 1989c).

Afin d’assurer la stabilité de 1’étalon, il est important d’ajouter a la solution de dilution de ce
dernier une protéine pour éviter son adsorption, un agent bactériologique et des anti-protéases
pour inhiber 1’action des bactéries et des enzymes et enfin veiller a bien conserver cet étalon
en aliquotes, sous la forme lyophilisée de préférence, scellé et stocke a basses températures (<
4°C).

Les étalons une fois préparés doivent subir une calibration soit par immunodosages ; par
I’utilisation d’une trousse commerciale ; pour le méme analyte ; ou par I’utilisation d’une
technique connexe validée (Barbier, 1989c). .

De grands efforts ont été déployés pour optimiser les méthodes analytiques en utilisant des
étalons appropriés pour éliminer ou réduire les effets de matrice. Pour compenser ces
derniéres, les courbes d'étalonnage sont soit enrichies par une matrice d'échantillon ou
préparées dans une matrice neutre, tel que le tampon phosphate (Chiu, 2010 ; Lupi-chen et
al.,1999)
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CHAPITRE 2 : Matériels et Méthodes

1. Matériels et Réactifs
Les matériels et les réactifs utilisés lors de 1’exécution de cette étude sont consignés dans le
tableau 6.

Tableaux 6 : Récapitulatifs du Matériels et Réactifs utilises.

Matériels Réactifs

Préparation des etalons progestérone tampon phosphate

-Balance (Sartorius Basic) -Hydrogénophosphate di sodique anhydre

-Plaque chauffante +agitateur (IKA RET | (71639, FLUKA, Na2HPO4, Mr 141.96,

basic) >99.5%)

-pH-métre (HANNA instruments -Dihydrogénophosphate de sodium dihydrate

-Lyophilisateur (Christ alpha 1-2) (71505, FLUKA, NaH2P0O4, 2H20, Mr

- Flacons pénicilline+bouchons+capsules | >99%)

-Verrerie de laboratoire propre (béchers, -Hydroxyde de sodium (71691, FLUKA,

fioles) NaOH, Mr 40.00, >98%)

- barreaux magnétiques -Hydroxyde de sodium NaOH 6N (Fluka)

- Micropipettes (Eppendorf) -Eau distillée stérile

- Tubes en PVC -Acide Chlorhydrique HCI pure 37%

-Centrifugeuse réfrigérée JOUAN (CARLO ERBA)

-Vortex (genie2SCIENTIFIQUE - Ethanol 99,5%

INDUSTRIE) - Progestérone de pureté 99% (P0130, MW :
314,47)

-Azide de sodium NaNjz (conservateur),
fourni par Sigma (259)
- Charbon actif

Dosage de la progestérone (calibration des étalons et validation de la trousse)

Micropipettes (Eppendorf) -Trousses radioimmunologiques (RIA), de
Compteur a scintillation gamma dosage sérique de la progestérone humaine
Agitateur rotatif (IM1188) acquises auprés d’Immunotech
Tubes en PVC (Beckman Coulter).
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2. Le tampon phosphate (TP) a 0.5M, pH 7.4

Procédé de préparation d’un volume de 500mL

Faire dissoudre dans un bécher de 500mL, 24.843g de Na,HPO, et 11.70g de NaH,PO,, 2H,0
dans 300mL d’eau distillée (chauffer Iégérement si nécessaire).Apres refroidissement, sous
agitation magnétique, a I’aide d’un pH meétre, ajuster le pH a 7.4 avec de I’NaOH (6N).Verser
le mélange obtenu dans une fiole de 500mL et ajuster au volume final de 500mL avec de I’eau
bi distillée. La durée de stockage de ce tampon est de 6 mois.

Les tampons phosphate (0.005M, pH 7.4) est préparé a partir d’une dilution de la solution
mére de TP a 0.5M avec addition du conservateur Azide de Sodium NaNsza 0.1%, soit
0.1g/100mL (Mohan, 2003).

3. Protocole de dosage RIA de la progestérone

Les échantillons de sérums bovins sont dosés par RIA en utilisant une trousse
Immunotech/sérum humain (Code 1188). Le protocole de dosage est résumé dans le tableau
suivant :

Tableau 7 : Mode opératoire du dosage RIA progestérone de la trousse Immunotech sérum

humain (Appendix trousse immunotech, 2015)

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition Incubation Comptage
Dans les tubes recouverts Aspirer soigneusement le
d’anticorps, Distribuer Incuber pendant 1 heurea | contenu de chaque tube
successivement 18-25°C avec agitation (sauf les 2 tubes « cpm
50ul d’étalon ou (350 rpm) totaux »)
d’échantillon (en double) Compter les cpm liés (B)
et et cpm totaux (T) pendant
500ul de traceur™ 1 minute
Agiter

* Ajouter 500pl de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les cpm totaux

4. Evaluation analytique de la trousse commerciale ‘Immunotech’ pour le dosage de la
progestérone dans des échantillons sériques bovins
Les performances analytiques de la trousse Immunotech ont été évaluées en utilisant des

échantillons de sérum bovin. L’évaluation analytique concerne les parameétres suivants :
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a. Le test de preécision

La précision d’un dosage exprime la reproductibilit¢ des résultats de dosage de la
progestérone par la technique RIA , de trois (03) échantillons sériques bovins de
concentration en progestérone basse (0.55ng/mL), intermédiaire (11.84 ng/mL) et haute
(19.93 ng/mL) en intra-dosage (n=10) et en inter-dosages (n=10). Pour chaque sérum dose,
sont calculés la moyenne des concentrations obtenues, 1’écart-type et le coefficient de
variation (%).

b. Le test d’exactitude

- Test de dilution : trois (03) échantillons sériques bovins de concentration en progestérone
élevée (12.24, 16.61et 8.07ng/mL) sont dilués chacun en cascade, dans 1’étalon sérique bovin
zéro progestérone, aux dilutions de 1/2,1/4,1/8,1/16 et 1/32. Les concentrations en
progestérone de chaque échantillon et de leurs dilutions sont déterminées en deux fois par
dosage RIA. Les valeurs en progestérone mesurées sont comparées aux valeurs attendues et
des pourcentages de recouvrements sont calculés selon la formule suivante (Nicolas et al.,
2004)

concentration en progestérone mesurée (ng/mL) X 100

Recouvrement(%) = . -
concentration en progestérone attendue (ng/mL)

- Test de surcharge: il est réalisé avec trois (03) échantillons sériques bovins de
concentration en progestérone basse (0.49, 0.40 et 0.55ng/mL). Il consiste a ajouter a un
volume de 200ul de chacun de ces échantillon un volume équivalent et séparément de trois
autres échantillons sériques bovins de concentration en progestérone respectivement de 0.55,
11.85 et 19.93ng/mL .

Chaque échantillon préparé est dosé en deux fois par RIA. Les valeurs en progestérone
mesurées sont comparees aux valeurs attendues et des pourcentages de recouvrements sont
calculés selon la formule ci-dessus.

5. Préparation du serum bovin déplété (SBD)

Les sérums de taureaux collectés au niveau de I’abattoir d’El Harrach sont traités par le
charbon actif afin d’éliminer toute trace de stéroides notamment la progestérone.

Les sérums sont déplétés a 1’aide de charbon actif, prélavés et séchés a raison de 5 g par 100
mL, durant 2 heures a 45°C.

Apres une centrifugation a 3000 tr/min pendant 30 min, les surnageant obtenus sont filtrés
successivement a travers des membranes de 1pum, 0,45um et 0,22 pm afin d’éliminer toutes

les fines particules de charbon. L’absence de toute trace de stéroide est vérifiée par
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radioimmunodosage des extraits obtenus apres traitement des sérums déplétés par de 1’éther
(Lupi-chen et al., 1999).

6. Préparation des étalons de progestéerone

6.1. Préparation et calibration de la solution mére de progestérone

Nous avons préparé une solution mere (S1) de progestérone a une concentration de 0.2mg/mL
par dissolution de 5mg de progestérone pur dans 25mL d’éthanol.

Des solutions filles au nombre de 4 a une concentration de 4ug/mL sont préparées a partir de
la solution mére en prenant 200pul de la solution S1 que 1’on ajuste a 10mL avec du tampon
phosphate (TP : 0. 005M, pH7.4).

Afin d’atténuer le risque d’erreur aléatoire, les solutions meére a 4ug/mL préalablement
préparées sont melangées et homogeénéisées en utilisant un agitateur magnétique de type
IKA®RH digital KT/C, la solution obtenue est calibrée avec un spectrophotométre UV de
type T90+UV/VIS spectrometre PG instruments Ltd relié a un PC doté d’un logiciel (UV
WIN5 LAB).

La densité optique (DO) de la solution mére est mesurée a 248nm (W) et la concentration en

progestérone est déterminée a partir de la loi de Beer-Lambert.(Samuel et al., 2006).

A = Iog(:—t) =g, Cl

0

& : coefficient d'extinction molaire (mol/cm), égale & 18000 pour la progestérone

C : concentration (nMol/l)

I - longueur de la cuve (1cm)

6.2. Préparation des étalons de progestérone dans un tampon phosphate

Une solution intermédiaire de concentration 1000ng/mL est préparée a partir de la solution a 4
pg/mL dans du tampon phosphate a 0.005 M et pH7.4.

Une deuxiéme solution intermédiaire de concentration 400ng/mL est préparée a partir de la
solution a 1000 ng/mL dans du tampon phosphate a 0.005 M et pH 7.4 .

Les solutions standards de progestérone de concentrations croissantes (0-0.625-1.25-2.50-5-
10-20 et 40ng/mL) sont préparées par dilution en cascade dans du tampon phosphate a 0.05 M
et pH7.4 en commencant par le standard 40ng/mL (tableau 8).

Les étalons sont aliquotés dans des flacons pénicilline, en un volume de 1mL, puis

lyophilisés et stockés a 4°C .
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Selon le besoin de 1’étude, ces étalons sont reconstitués chacun dans une matrice tampon
phosphate ou sérum bovin (50% ou 100% v/v) .
Tableau.8 : Préparation des étalons progestérone par dilution dans une matrice tampon

Phosphate .

Concentration de I’étalon préparé (ng/mL) 40 10 5 25 125 0.625
Concentration en progestérone de la 400 40 10 5 25 125
solution prélevée (ng/mL)

Volume prélevé (mL) 5 125 25 25 25 25
Volume total préparé (mL) 50 50 50 50 50 50

7. Calibration des étalons par une trousse RIA progestérone commerciale

Les étalons de progestérone préparés dans du tampon phosphate sont calibrés par un dosage

RIA progestérone, utilisant une trousse Immunotech sérique (code 1188). Chaque étalon est

dosé 20 fois en intra essai, une valeur moyenne de la concentration est calculée avec un écart

type et un coefficient de variation.

Le protocole de dosage est conforme a celui présenté précédemment au tableau 7.

8. Evaluation clinique de la trousse commerciale ‘Immunotech’ pour le dosage de la
progestérone d’échantillons de sérums de vaches

Le dosage de la progestérone d’un lot de 136 échantillons de sérums de vaches a différents

stades physiologiques, est réalisé par un dosage radioimmunologique utilisant une trousse

RIA/Immunotech sérique, selon le protocole arrété par le tableau 7.

La lecture des concentrations relatives aux tubes des inconnues (échantillons de sérums

bovins), a été réalisée une premicre fois, sur la courbe d’étalonnage établie grace aux étalons

sériques humains fournis par la trousse Immunotech et les autres fois, en substituant la gamme

étalons Immunotech, par les étalons progestérone préparés localement.

e Cas des standards reconstitués dans un tampon phosphate (TP) supplémentés de
sérum bovin déplété

Pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage, nous avons ajouté dans les tubes revétus

d’anticorps anti-progestérone : 50 pL de standard reconstitué dans du TP + 50 pL de sérum

bovin déplété (zéro progesterone) + 500 pL de traceur.

Les concentrations obtenues sont corrigés par un facteur multiplicatif de 1,1(facteur de

dilution des standards par rapport aux échantillons) (Lupi-chen et al., 1999).
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e Cas des standards reconstitués dans le sérum bovin déplété (SBD)

Pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage, nous avons ajouté dans les tubes revétus
d’anticorps anti-progestérone : 50 pL de standard reconstitué dans du SBD (a 50% et & 90%
V/V) + 500 pL de traceur.

9. Analyse statistiques des données expérimentales

Les analyses statistiques classiques des résultats obtenus sont réalisées a travers le calcul des
moyennes, des écarts types et des coefficients de variation, la réalisation des régressions
linéaires, I’évaluation des coefficients de corrélation, I’analyse de la variance et le test T pour
la comparaison des moyennes. Les logiciels utilisés sont I’Excel Microsoft et ANOVA a un

facteur de variation (ANOVA a 1 facteur online).
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Suite a I’avénement de la pandémie de COVID-19 et la conséquencede confinement, qui a
mis fin & ’exécution de la partie pratique du protocole de travail de mon mémoire, les
résultats expérimentaux qui ont fait I’objet de cette valorisation, rentrent dans le cadre d’une
étude préliminaire antérieure, réalisée en Octobre 2016 par ma promotrice, non encore
exploités. L’étude a été réalisée sur un lot de 136 échantillons de sérum bovins collectés sur
des vaches, a différents stades physiologiques fournis dans le cadre de projets de coopération

CRND/structures de 1’¢élevage.
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1. Evaluation analytique de la trousse commerciale ‘Immunotech *pour le dosage de la
progestérone dans des échantillons sériques bovins

1.1 Le test de précision

Le test de précision de la trousse "Immunotech 1IM1188", évalué a travers les variations intra
et intéressais de trois concentrations de progestérone sériques bovines (tableaux 9a et 10a)
montre des performances largement inférieures a celles rapportées par le fournisseur
(Appendix trousse immunotech, 2015) (tableaux 9b et 10b), qui sont obtenues lors de la
validation de cette trousse avec des sérums humains.

En effet, alors que les coefficients de variation enregistrés par le fournisseur, lors des intra et
intéressais sont pour leurs majorités inférieures au seuil admis de 10% (5.02% - 8.66%), ceux
obtenus lors de nos essais avec des sérums bovins, sont Iégérement supérieurs a ce seuil. 1ls
sont respectivement de 11.7% et 10.7% pour les moyennes concentrations et de 12.5% et 3%
pour les fortes concentrations. Pour les basses concentrations, cette variation passe a 19% en

intraessais, ce qui indique une zone de mauvaise précision.

Tableau. 9a: Résultats de reproductibilité intraessaisde la trousse RIA/progestérone

Immunotech avec des sérums bovins

Sérum S1 S2 S3
Nombre de répétition 10 10 10
Valeur moyenne (ng/mL) 0,55 11,85 19,93
C.V. (%) 19.32 11.71 12.55

Tableau. 9b : Résultats de reproductibilité intraessais de la trousse RIA/progestérone

Immunotech avec des sérums humains (Appendix trousse immunotech, 2015)

Sérum S1 S2 S3
Nombre de répétition 25 25 25
Valeur moyenne (ng/mL) 0.46 341 36.92
C.V. (%) 8.15 5.84 5.02
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Tableau. 10a: Résultats de reproductibilité intéressais de la trousse RIA/progestérone

Immunotech avec des sérums bovins

Sérum S1 S2 S3
Nombre de répétition 10 10 10
Valeur moyenne (ng/mL) 0.48 10.64 19.88
C.V. (%) 12.84 10.69 2.98

Tableau. 10b : Résultats de reproductibilité intéressais de la trousse RIA/progestérone

Immunotech avec des sérums humains (Appendix trousse immunotech, 2015)

Sérum S1 S2 S3
Nombre de répétition 10 10 10
Valeur moyenne (ng/mL) 0.28 7.97 26.21
C.V. (%) 8.66 5.26 7.25

1.2. Le test d’exactitude

» Tests de dilution
Les résultats relatifs a 1’épreuve de dilution tels qu’ils sont montrés par le tableau 1la,
enregistrent des taux de recouvrement en dessous de la fourchette de 80-120%, pour les 2/3
des concentrations de sérums bovins analysées (S1 et S2).
Ces valeurs sont en deca de la performance analytique reportée par le fournisseur lors des
tests de validation de la trousse avec des sérums humains (tableau 11b). Les taux enregistrés

par les sérums S1 et S2, varient de 42% a 84%.
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Tableau. 11a : Résultats de 1’épreuve de dilution de la trousse RIA/progestérone

Immunotech avec des sérums bovins.

Progestérone (ng/mL)
Sérum Dilution Taux de
Mesurée Attendue recouvrement

(%)

1 16.61 - -
1:2 7.02 8.31 84.47
S1 1:4 3.04 4.15 73.25
1:8 1.26 2.07 60.86
1/16 0.59 1.04 56.73
1/32 0.32 0.52 61.54

1 12.24 - -
1:2 4.73 6.12 77.29
S2 1:4 2.11 3.06 68.95
1:8 0.98 1.53 64.05
1/16 0.42 0.77 54.54
1/32 0.16 0.38 42.10

1 8.07 - -
S3 1:2 3.33 4.04 82.42
1:4 1.29 2.02 63.86
1:8 0.97 1.01 96.03
1/16 0.48 0.5 96.0
1/32 0.22 0.25 88.0
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Tableau. 11b : Résultats de 1’épreuve de dilution de la trousse RIA/progestérone Immunotech

avec des sérums humains (Appendix trousse immunotech, 2015).

Progestérone (ng/mL)

Sérum Dilution Taux de
Mesurée Attendue recouvrement
(%)
1 29.26 - -
1:2 17.42 14.53 120
S1 1:4 8.28 7.27 114
1:8 3.20 3.63 88.1
1/16 1.57 1.82 86.4
1/32 0.85 0.91 93.6
1 26.34 - -
1:2 13.40 13.2 101.8
S2 1:4 6.69 6.59 101.6
1:8 2.73 3.29 82.92
1/16 1.46 1.65 88.69
1/32 0.80 0.82 97.19
1 15.63 - -
S3 1:2 7.22 7.82 92.39
1:4 3.19 3.91 81.64
1:8 1.68 1.95 85.99
1/16 0.83 0.98 84.96
1/32 0.40 0.49 81.89

Par ailleurs, ces méme résultats obtenus lors du test de dilution illustrés par les figures 12a et

12b, montrent pour les dosages réalisés sur des sérums humains, une bonne linéarité des

coubes de dilutions (r’= 1), de pente équivalant presque & la concentration du sérum initiale

et dont I’ordonnée a I’origine est 1égerement différente de zéro.
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25 y=16,92x-0,74
20 - R2 = 0,99 y=12,51x-0,83
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) R2=0,98

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
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Figure.12a: Représentation graphique de 1’épreuve de dilution avec des sérums bovins
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Figure. 12b : Représentation graphique de 1’épreuve de dilution avec des sérums humains

» Tests de surcharge
Les résultats des épreuves de surcharge consignés dans le tableau 12a, montrent des taux de
recouvrement pour 1’ensemble des sérums bovins surchargés dans les normes (compris dans
la fourchette de 80-120%) et ils sont comparables a ceux rapportés par le fournisseur (tableau

12b), a I’exception des sérums surchargés avec un sérum bovin de faible concentration

(0.55ng/ml).
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Tableau. 12a : Résultats de 1’épreuve de surcharge de la trousseR1A/progestérone

Immunotech avec des sérums bovins

Concentration (ng/mL) Taux de
Sérum sérum ajoutee mesurée attendue | recouvrement
(%)
0.55 0.85 0.52 163.46
S1 0.49 11.85 6.33 6.17 102.59
19.93 8.39 10.21 82.17
0.55 0.76 0.475 160
S2 0.40 11.85 5.67 6.125 92.57
19.93 8.38 10.165 82.44
0.55 0.92 0.55 167.27
S3 0.55 11.85 6.54 6.2 105.48
19.93 8.52 10.24 83.20
Tableau. 12b : Résultats de 1’épreuve de surcharge de la trousse RIA/progestérone
Immunotech avec des sérums humains (Appendix trousse immunotech, 2015).
Concentration (ng/mL) Taux de
Sérum sérum ajoutée Mesurée attendue recouvrement
(%)
33.31 35.34 33.34 106
S1 0.024 4.46 3.81 4.48 85
0.90 0.71 0.93 76
33.31 33.80 33.47 101
S2 0.160 4.46 4.39 4.62 95
0.90 1.00 1.06 94
33.31 38.05 33.38 114
S3 0.068 4.46 4.21 4.53 93
0.90 1.03 0.97 106
33.31 36.85 33.50 110
S4 0.200 4.46 3.99 4.64 86
0.90 1.02 1.09 94
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La trousse radioimmunologique commerciale ‘Immunotech’ est pourvue d’étalons a base de
sérum humain. Son utilisation pour le dosage direct et sans modification de la progestérone
dans un sérum animal, aboutit a des résultats biaisés a cause de I’impact des différences
existant entre les sérums de diverses espeéces animales, notamment celles liées d’une part a la
nature et la concentration des protéines de liaison et d’autre part aux taux d’acides gras libres
contenus dans les serums (Lupi-chen et al., 1999).

En effet, les résultats obtenus lors de notre étude préliminaire, relatifs aux caractéristiques
analytiques d’un tel dosage confirment I’importance de I'uniformité de la matrice des étalons
et celle des échantillons a doser, sur le déroulement de la réaction immunologique. Cette
différence influe sur la qualité de la précision et 1’exactitude du test, en particulier pour des
faibles concentrations.

2. Calibration des étalons de progestérone préparés dans différentes matrices

La calibration des étalons de progestérone préparés dans une matrice 100% tampon phosphate
(TP), a été realisée par un dosage radioimmunologique, utilisant la trousse RIA commerciale
‘Immunotech’ de dosage de la progestérone dans le sérum humain.

Les résultats obtenus (Tableau 13) et qui sont illustrés par la figure 13, montrent une
superposition des valeurs pour chaque étalon, traduisant une forte corrélation (r’= 0,99) entre
les concentrations en progestérone mesurées dans les étalons tampon phosphate (TP) et celles
attendues ou calculées.

Cette relation est une droite de type linéaire qui passe par 1’origine, d’équation y=1,04x. Par
ailleurs, ces résultats confirment le choix du tampon phosphate comme matrice neutre pour la
constitution de la gamme d’étalons, en raison de 1’absence de toute interférence avec la
matrice constituant la gamme standard de la trousse ayant servi pour la calibration et

représentent donc les concentrations en progestérone réelles des étalons prépareés.
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Tableau.13 : Concentrations en progestérone des étalons préparés au laboratoire, reconstitués

dans trois différentes matrices

Valeurs valeurs mesurées Rapports des
Etalons | calculees (ng/mL) concentrations
(ng/mL)
TP | Sérum | Sérum = Sérum50%/T = Sérum90%/T
50% 90% P P
0 0 0 029 @ 155 - -
1 0,625 049 @ 101 3,34 2,06 6,82
2 1,25 1,11 1,65 4,09 1,45 3,68
3 2,5 3 3,16 6,95 1,05 2,32
4 5 5,48 7,19 14,6 1,31 2,66
5 10 12,67 14,46 @ 25,55 1,14 2,02
6 40 41,23 | 50,85 @ 77,84 1,23 1,89

Quant aux étalons reconstitués dans la matrice sérum bovin déplété, les concentrations en
progestérone mesurées a 1’aide de la trousse RIA/progestérone ‘Immunotech’, dont les
standards sont & base de serum humain, enregistrent une hausse & mesure que le taux
d’incorporation du sérum bovin (SBD) dans la matrice passe a 50% puis a 90% (tableaul3,
figurel4).

Aussi, pour chacune des matrices sériques bovines, on enregistre une diminution du rapport
des concentrations en progestérone mesurées pour chaque étalon sur la concentration mesurée
dans 1’étalon correspondant de la matrice tampon, a mesure que la concentration en
progestérone de 1’étalon augmente et une hausse de ce rapport avec la hausse du taux
d’incorporation de la matrice sérique bovine dans 1’étalon.

Ces résultats font clairement apparaitre 1’effet de I’introduction de la matrice sérique bovine
dans les étalons sur la hausse des concentrations en progestérone de ces étalons, autrement dit
I’impact de la différence entre la matrice de la gamme standard de la trousse de dosage et la

matrice des échantillons a analyser.
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Figure. 13: corrélation entre les concentrations en progestérone mesurées dans les étalons
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Figure. 14: Evolution des concentrations en progestérone des étalons prépares
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3. Evaluation clinique de la trousse commerciale ‘Immunotech ‘pour le dosage de la
progestérone d’échantillons sériques bovins et comparaison aux résultats des gammes
étalons sérum bovin préparées

e Evaluation des courbes d’étalonnage progestérone des différentes matrices

Afin de mieux cerner I’impact de I’hétérogénéité des milieux réactionnels entre la gamme
standard et les échantillons lors d’un dosage immunologique, nous avons réalisé le dosage de
la progestérone d’un lot de 136 échantillons sériques de vaches laiticres, a différents stades
physiologiques.

Le dosage a été réalis¢ par I'utilisation d’une trousse commerciale RIA progestérone
‘Immunotech’, validée pour le dosage de ce stéroide dans le sérum humain. Pour s’affranchir
de la différence existant entre les sérums de la gamme standard et les échantillons lors du
dosage, les tubes revétus d’anticorps et le traceur de la trousse ont été maintenus, la gamme
standard de la trousse est remplacée par trois autres gammes standards contenant le sérum
bovin. La premiére gamme d’étalons est a base de tampon supplémentée par 50ul de SBD
(Lupi-chen et al., 1999) et deux autres gammes d’étalons constituées respectivement de 50%
et 90% de SBD.

Les résultats des taux de liaisons par rapport a la liaison maximum (%B/Bo) obtenus pour
chaque gamme d’étalons sont représentés dans le tableaul4 et les courbes d’étalonnage sont
illustrées par la figurel5.

Tableau.14 : Pourcentages de liaisons (B/Bo) correspondant a chaque étalon des gammes
standards

Matrices des gammes standards

Immunotech TP+50ul SBD SBD a50% SBD a 90%
progestérone des pggg%ﬁg%’;e
ctalons (Ng/ML)  oem/Bo  (ng/mL) %B/Bo %B/Bo %B/Bo
0 100 0 100 100 100
0,09 85,16
0,45 69,05 0,49 73,52 57,09 66,18
2 37,67 1,11 57,77 48,54 56,09
3 45,03 36,66 40,64
5,48 34,35 26,14 30,74
13 15,8 12,67 23,29 18,13 23,02
56 6,05 41,23 10,54 7,53 9,7
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Figure 15 : Courbes standards de dosage de la progestérone

Tableaul5 : Parametres de contr6le de qualité des gammes standards.

Matrices des gammes standards

Parametres Immunotech TP+50ul SBD a50%  SBD a 90%
SBD
TC(CPM) 35641,9 35434,9 35548,2 35112,9
Bmax(%6) 55,2 35,8 471 38,4

Estimation des doses de

progestérone (ng/ml) a :

20% B/BO 8,17 15,94 9,99 14,2
50% B/BO 1,09 2,04 1,02 1,59
80% B/BO 0,18 0,3 0,14 0,22

Détection limite (ng/ml) 0,05 0,11 0,03 0,08
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Les courbes standards obtenues montrent des allures identiques, avec un léger rapprochement
des courbes Immunotech et 50%SBD et des courbes TP supplémenté de SBD et SBD a 90%.
Cette similitude est aussi observée au niveau des paramétres de contréle de qualité propre a
chaque gamme d’étalons (tableau 15).

Les liaisons maximales (BO/T) et les limites de détections varient en fonction des matrices
dans lesquelles sont préparés les standards de progestérone. Elles sont respectivement de
55.2% et 0.05ng/ml pour la gamme Immunotech, 47.1% et 0.03ng/ml pour la gamme SBD
incorporé a 50%, 35.8% et 0.11ng/ml pour la gamme TP surchargé de 50ul de SBD et 38.4%
et 0.08ng/ml pour la gamme SBD incorporé a 90%.

e Evaluation des résultats de concentrations de progestérone des sérums bovins

Quant aux résultats de dosages radioimmunologique direct de la progestérone du lot de 136
échantillons de sérum de vaches laitieres, ils sont rapportés au niveau de I’annexe. Les
concentrations en progestérone ont été mesurées avec les quatre gammes standards et ont été
classées selon des intervalles de concentrations basses (0-1ng/mL), moyennes (1-6ng/mL) et
élevées (6-21ng/mL). Ces intervalles de concentrations ont été représentés respectivement par
les figures 16a, 16b et 16¢.

000000000
oRrMwhUONLORR

ot

10 20 30 40 50 60 70 80

taux de progestérone ng/ml

o

Echantillons sériques de vaches (0-1ng/mL de progestérone)

——std Immunotech —=—stdTP+50ul sérum bovin déplété
——std 50% sérum bovin déplété —e—std 90% sérum bovin déplété

Figure. 16a : Taux progestéronémiques des sérums bovins (intervalle de concentrations :
0-1ng/ml)
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Figure. 16b : Taux progestéronémiques des sérums bovins (intervalle de concentrations :
1-6ng/ml)
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Figure.

L’analyse

16¢ : Taux progestéronémiques des serums bovins (intervalle de concentrations :
6-21ng/ml)

statistique des concentrations en progestérone obtenue pour I’ensemble des

échantillons (0-21ng/mL), ne montre pas de différence significative entre les quatre gammes
standards (p=0.57).

Les moyennes de concentrations en progestérone obtenues sont de 3.37ng/mL, 2.96ng/mL,

2.86ng/mL et 2.59ng/mL respectivement pour les gammes Immunotech, TP supplémente,

50% SBD

et 90% SBD.
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Cependant, ces mémes resultats analysés par intervalle de concentrations, 1’intervalle 0-
Ing/mL affiche, contrairement aux intervalles 1-6ng/mL et 6-21ng/mL, une différence tres
hautement significative entre les concentrations lues par les différentes gammes standards
(p<0.00001).

Dans la zone des basses concentrations, la comparaison des moyennes a montré une
différence trés hautement significative entre les concentrations lues sur la gamme standard
Immunotech et les gammes standards SBD (p<0.00001) et entre les concentrations lues sur la
gamme standard 50%SBD et les gammes standards TP supplémenté et90% SBD (p<0.001).
Ces derniéeres sont statistiquement identiques (p=0.99).

En effet, les moyennes des concentrations en progestérone enregistrées pour cet intervalle
sont de I’ordre de 0.34ng/mL, 0.02ng/mL,0.10ng/mL et 0.02ng/mL respectivement pour les
gammes Immunotech, TP supplémenté, 50% SBD et 90% SBD. Cette surestimation des
concentrations peut étre la conséquence d’un traceur qui se lie fortement a la matrice de
I’échantillon, alors qu’il ne I’est pas autant a la matrice des standards, lorsque les matrices des

standards et des échantillons sont différentes (Lupi-chen et al., 1999).
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Conclusion

Cette étude consiste a identifier 1’existence d’une interférence et déterminer son impact, lors
de I'usage de trousses radioimmunologiques commerciales validées pour doser la
progestérone dans le sérum humain, pour le dosage direct de la progestérone dans des
échantillons sériques de vaches.

Les résultats obtenus lors de la validation analytique de la trousse commerciale, realisee avec
des sérums bovins, montrent une baisse de la performance analytique comparée a celle
rapportée par le fournisseur surtout pour les échantillons de faible concentration. Le test de
précision a enregistré des coefficients de variationsen inter et intraessais, dans 1’ensemble au-
dela de la norme de 10%. Quant a I’évaluation de 1’exactitude du dosage, elle a révélé pour le
test de dilution, des taux de recouvrement de moins de 80%, pour les 2/3 des sérums bovins
analysés et pour les épreuves de surcharge, des taux de recouvrement pour I’ensemble des
sérums bovins surchargés, comparables a ceux rapportés par le fournisseur(compris dans la
fourchette de 80-120%), a I’exception des sérums surcharges avec un sérum bovin de faible
concentration (0.55ng/mL).

Pour s’affranchir de cette interférence, sur la base des travaux menés par Lupi-Chen et
al(1999), nous avons préparé dans une matrice tampon phosphate (TP) et calibré des étalons
de progestérone. Les résultats obtenus ont montré une forte corrélation (r>= 0,99) entre les
concentrations en progestérone mesurées dans les étalons tampon phosphate (TP) et celles
attendues. Les concentrations en progestérone des étalons reconstitués dans la matrice sérum
bovin déplété enregistrent une hausse a mesure que le taux d’incorporation du sérum bovin
(SBD) dans la matrice passe a 50% puis a 90% ou la supplémentation de 1’étalon TP par 50uL
de SBD.

Pour la validation clinique, les résultats dosage direct de la progestérone dans 136
échantillons de sérums bovins, avec une trousse RIA/progestérone commerciale
‘Immunotech’ en intégrale d’une part et en substituant la gamme étalons fournie par celles
préparées localement d’autre part, montrent pour I’intervalle ‘concentration en progestérone
0-1ng/mL’, contrairement aux intervalles 1-6ng/mL et 6-21ng/mL, une différence tres
hautement significative entre les valeurs lues par les différentes gammes
standards(p<0.00001). Ces résultats indiquent une surestimation des basses concentrations par
la gamme d’étalons ‘Immunotech’ comparées aux concentrations données par les gammes
SBD. Cette surestimation est atténuée a mesure que la concentration en progestérone

augmente dans I’échantillon.
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La finalité de cette étude nous apprend dans un premier temps, que pour le dosage de serums
bovins, 1'usage intégral de la trousse commerciale destinée pour les tests humains affecte
sensiblement les performances analytiques et cliniques de la trousse, surtout la zone des
faibles concentrations. Aussi, pour s’affranchir de ces limites, il est possible de préparer et de
calibrer une gamme d’étalons progestérone, dans une matrice tampon phosphate. A des fins
de dosage, ces étalons doivent étre supplémentés de 50uL de SBD ou reconstitués dans 90%
SBD, en replacement aux étalons fournis dans la trousse.

I1 faut rappeler que ces résultats sont issus d’une étude préliminaire, pour cette raison, il serait
judicieux de les confirmer par une étude ultérieure qui portera sur un lot d’échantillons de

sérums bovins plus important et a des stades physiologiques bien définis.
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VR 1) 1 CONC. g rosc,

109,58 9FF (FVE OFF OBYE-~"
114,45 0FF TURTE OFF CONVE~"
120.9 GFF CURVE OFF Cubuk «~
105,68 [FF CURNE OFF Cobve—
122,52 OFF CLRYE QFF CHRVE
N7 A b2~
138,33 OFF [URVE OFF CERVE~"
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7.9 157 Bi%e
9,18 5,058 0468 o
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Courbe standard sérum reconstitué dans du SBD (& 90%0)''136 échatillons'*
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1B/E0 CONC. AVG CONC.

102,21 OFF CURYE DFF CORVE-
107.94 0FF CURVE DFF CURVE-
112,31 (57 CURVE OFF CURVE- -
105,55 OFF CURVE OFF CURVE--
115,7% OFF CURVE OFF CURVE-.
74T 580+ A S
113,33 OFF CURVE CFF CURVE-
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113.99 OFF CURVE OFF CURYE—"
102,89 OFF CURVE OFF CURVEZ"
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2,99 1135 LI
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39,43 OFF CURVE OFF CURVE ~
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~ Courbe standard serum reconstitué dans du SBD (a 50% )"'136 échatillons"
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»

>

* 94,78 WB/M

C. 0,00 ng/el
WIN, CONC 0 3% 18/80

nAL. CONC. 16492 e/sl =
& IeR. LimY 0,03 sglel = $0.4278/80

f-_-. g s I" e R

) = o
\n
L ! - - A s N : 1.2
b y s 1 - 14" T RE 5.08 14,62 41 .3
1 D95 nr)w'ml
' PAT @

@i COE. M6 CONC,



Annexes

(e LY. Wl CORC, AW Cac,

n.m

015
0.082
o
) 14 iaLl
UTF CURRY OFF CIRTe
.5 1.9
K, W0t

.0

W




