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Le diagnostic prénatal (DPN) est devenu en moins de 20 ans une spécialité a part de
la Gynécologie-Obstétrique.
Au début des années 1970, la découverte d’une malformation était le plus souvent une
mauvaise surprise lors de I'accouchement. Les anomalies chromosomiques, les maladies
génétiques, les embryo-foetopathies n’étaient découvertes que plus ou moins tardivement
apres la naissance [1].
Le conseil génétique via les théories Mendéliennes n’autorisait aux couples considérés a
risque (car porteurs ou transmetteurs d’une anomalie chromosomique ou d’une maladie
génique) qu’une estimation de risque en cas de nouvelle grossesse [2].
Aujourd’hui, I'avénement du DPN a fondamentalement bouleversé la situation.
Le DPN s’entend des pratiques médicales ayant pour but de détecter in utéro chez I’embryon
ou le feetus une affection d’une particuliére gravité.
Réalisable depuis les années soixante, il n'est devenu pratique courante qu'au cours des
trois derniéres décennies. Il répond ainsi au besoin d’identifier to6t durant la grossesse un
certain nombre d’anomalies foetales ou maladies génétiques [3].
Les techniques de prélevement foetaux se sont diversifiées et conjointement, se sont
développés des techniques de laboratoire de plus en plus élaborées, qu’il s’agisse de
biochimie, de cytogénétique ou de biologie moléculaire, dont I'application nécessite une
étroite collaboration entre les divers praticiens impliqués [4].
La décision de réaliser un prélevement foetal doit étre étudiée au cas par cas et tient compte
de I'analyse du rapport bénéfice-risque. Le choix de la technique dépend essentiellement de

deux éléments : 'indication et le terme [5].

La question du DPN dans le contexte marocain est en perpétuel remaniement : nous
ne disposons pas encore actuellement de textes de loi qui régissent ce domaine et par I3,
nombre d’incertitudes persistent sur sa pratique actuelle : anarchisme et malorganisation
restent a la base des pratiques. A cela s’ajoute une certaine spécificité socio-culturelle et
économique et qui pose des problemes d’ordre essentiellement éthique. Enfin, face a cette

polémique, la demande des femmes se fait de plus en plus grandissante.
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Pour faire le point sur ces avancées, cette revue de littérature traitera des
indications des prélevements foetaux, les techniques actuellement utilisées et les
complications respectives. Puis seront abordées les conséquences obstétricales et
pédiatriques.

Enfin cette revue traitera des aspects éthiques, psychosociaux et économiques du diagnostic
prénatal pour terminer sur les nouvelles perspectives d’avenir : L’ADN feetal dans le sang

maternel [6] et le diagnostic préimplantatoire (DPI) [7].
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LES INDICATIONS
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Les pathologies justifiant d’un DPN sont celles qui sont responsables de tableaux
bruyants mettant en cause le pronostic vital et ou fonctionnel de I’enfant.
Trois grands groupes peuvent étre différenciés :
-Les aberrations chromosomiques qui sont les plus fréquentes
-Les maladies géniques

-Les maladies infectieuses

LES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES

Les anomalies chromosomiques sont responsables des 2/3 des avortements
spontanés du 1er trimestre, de 8% des morts foetales in utero et de 5% des enfants mort-nés
[8]. Un enfant sur cing est porteur d’une anomalie chromosomique a la naissance. Les
trisomies autosomales 13, 18, 21 et les anomalies de nombre des chromosomes sexuels
représentent prés de 95% des anomalies chromosomiques responsables d’un syndrome
clinique a la naissance [9].

Le dépistage des anomalies chromosomiques feetales est pratiqué depuis 1972 dans
de nombreux pays [10]. Initialement réservé aux femmes a haut risque en raison des
complications potentielles des méthodes de préléevement des cellules foetales, du nombre
insuffisant des laboratoires de cytogénétique et du colt élevé des examens, le DPN des
aberrations chromosomiques s’est rapidement répandu a la population générale grace a des
politiques de dépistage systématique adopté par la majorité des pays développés [11]. Ces
politiques de dépistage reposent essentiellement sur le dépistage de la Trisomie 21(T21),
maladie chromosomique la plus fréquente (1/750 naissances) et qui reste une des premiéres
causes de handicap mental et psycho moteur important dans I’enfance [12]. Les trisomies 13
et 18 sont beaucoup plus rares, avec une incidence de 1/4000 a 1/10000 pour la trisomie
13 et 1/8000 naissances pour la trisomie 18 [12]. La monosomie X ou syndrome de Turner
est retrouvée chez 4 filles pour 10000 nouveaux nés. La triploidie X et le syndrome de
klinefelter sont les 2 autres anomalies des chromosomes sexuels les plus souvent

rencontrés a la naissance [12].
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Dés le milieu des années des années 1970, tous les pays développés ont proposé
I’accés au DPN chromosomique pour les groupes dits a « haut risque », c’est a dire pour les
femmes agées de plus de 35 ou 38 ans selon les pays [10].

Avec ’arrivée de I'imagerie feetale au cours des années 1980, un nouveau groupe a risque a
pu étre défini, celui des feetus présentant une anomalie du développement documentée par
échographie. Cependant la sensibilité de I’examen était loin d’étre a 100% et dépendante de
la machine et de I'opérateur, cette nouvelle stratégie ne pouvait devenir une méthode de
dépistage [13].

La découverte des marqueurs sériques maternels (MSM) en 1979 permit, elle, d’envisager un
dépistage en population des femmes a risque élevé, auxquelles un DPN pouvait étre ainsi
proposé [14].

Depuis quelques années, la mesure de la clarté nucale (CN) par échographie peut également
prétendre au statut d’examen de dépistage systématique des anomalies chromosomiques
[15].

Ces trois approches de I'identification d’un groupe a haut risque, fondées sur le critere d’age

maternel, d’anomalies échographiques et de MSM perturbés, vont maintenant étre présentés

en détail.

L’age maternel

La relation entre aberrations chromosomiques et age maternel est bien établie et elle
est a 'origine du dépistage basé sur I’dge maternel [16]. L'effet de I’age fut documenté
initialement par Coulson en 1933 [17]. Des études épidémiologiques ultérieures ont
confirmé cette observation et ont permis d'estimer le risque pour chaque année de vie
reproductive [18,19], comme le montre le tableau 1.

Ce risque accru serait dii en partie au vieillissement ovulaire et concerne particulierement la
T21 qui est la plus fréquente des anomalies autosomiques observées. Plusieurs autres, dont
les trisomies 13 et 18, et les anomalies des chromosomes sexuels XXY et XXX sont

également diagnostiquées plus fréquemment dans ce groupe d'age maternel.
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Tableau 1 : Risque de T 21 par année d’age maternel, au 2%me trimestre de grossesse et a la

naissance [20]

Age maternel Risque a la naissance Risque au 2éme trimestre

15 1/1587 1/1301
20 1/1538 1/1261
25 1/1351 1/1107
30 1/909 1/745
35 1/381 1/312
38 1/187 1/153
40 1/111 1/91

45 1/28 1/23

50 1/7 1/6

Le risque augmente lentement avec I’dge maternel jusqu’a la moitié de la trentaine,
aprés quoi il augmente plus rapidement a chaque année. A 40 ans le risque atteint 1/111
comparativement a 1/384 a 35 ans et 1/909 a 30 ans.
Le risque est plus grand s’il est calculé au 2éme trimestre de la grossesse, moment ol on
pratique généralement I'amniocentese, puisqu'on observe un taux d’environ 23 % de perte
foetale spontanée des foetus atteints entre le deuxiéme trimestre et le terme [21].
Collectivement, chez les femmes agées de 35 ans et plus, le risque moyen de T21 est de 1
sur 150 (0,67%) vers la moitié de la grossesse, c’est-a-dire qu’un cas de T21 est détectable

pour chaque 150 amniocenteses pratiquées chez les femmes dans ce groupe d’age [22].

C’est ainsi que tous les pays européens ont adopté dés la fin des années 1970 une
politique de dépistage basée sur la proposition d’amniocentése ou de choriocentése a toute
femme agée de 35 ans et plus; la limite choisie est de 38 ans en France et dans d’autres
pays européens tels que I’Espagne, I'ltalie, la Norvége [23], de 36 ans aux Pays bas et de 35

ans aux Etats-Unis et au Canada [24,25]. Ce seuil a été fixé en considérant qu’a I'dge de 38

24



Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

ans le risque de perte foetale associé aux interventions diagnostiques est a peu pres

équivalent au risque de donner naissance a un enfant trisomique.

Mais le DPN basé sur I’dage maternel comporte des limites. Etant donné que les
femmes de 38 ans et plus ne représente que 3,8% des femmes enceintes [26], cette politique
de dépistage a entrainé un taux de détection de seulement 25%.

Les femmes jeunes ont individuellement moins de risque de concevoir un enfant
trisomique, mais elles sont les plus nombreuses. De ce fait, 75% des enfants trisomiques
naissent de méres agées de moins de 38 ans et ne sont donc pas détectées par cette
politique [27].

C’est pourquoi d’autres stratégies de dépistage ont été développés. L'introduction des MSM

dans le dépistage de la T21 a permis de corriger progressivement ces inégalités.

Rappelons que, pour un age maternel bas, c’est a dire pour les femmes agées de
moins de 16 ans, Il n’y a pas d’indication a la réalisation d’un caryotype foetal chez une

femme agée de moins de 16ans [28].

Les Marqueurs sérigues maternels

2-1 Introduction

L’introduction du dépistage par les MSM a permis d’étendre le dépistage aux femmes
de moins de 38 ans et d’offrir a celles de 38 ans et plus la possibilité de fonder leur décision
sur une évaluation affinée de leur risque, évitant ainsi un certain nombre d’amniocentéses
abusives. On peut ainsi dire que cette approche a conduit a réduire les inégalités entre les
femmes dites “ jeunes ” et “ agées ”, toutes pouvant bénéficier, si elles le souhaitent, d’une
évaluation individuelle de leur risque. Le dépistage par MSM est largement effectué
aujourd’hui. Actuellement, plus de 75% des femmes y ont recours en France [14].

Les MSM sont des protéines normales en circulation maternelle et dont la mesure permet de

dépister un certain nombre de pathologies feetales au début de la grossesse [29].
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2-2 Principe

La mesure des MSM se fait dans le sérum maternel entre 15 et 17 SA. Des logiciels de
calcul sont utilisés pour estimer un risque individuel de T21 :
-Le point de départ est le risque lié a ’Age maternel qui sera pondéré par un facteur lié aux
MSM.
-La combinaison risque lié a I’dge maternel et risque lié aux MSM conduit au calcul d’un
calcul d’un risque individuel de T21.
-Le modéle mathématique est fondé sur la comparaison de deux populations, une
population avec T21 feetale et une population de femmes enceintes d’un enfant non atteint.

Il repose sur le rapport de vraisemblance ou likelihood ratio (figure 1) [30].

Le calcul de risque : Likelihood ratio

Population Population Exemple:
témoin Tri 21 Patiente,
Risque T21 lié a

age seul =
B3-hCG = 2,2 MoM
X2 Facteur =x 2
x2=1/210

Exemple 2 :

1 22 MoM Patiente,
Facteur de Risque T21=
vraisemblance x 2 =1/450

Figure 1 : likelihood ratio

A partir du logiciel de calcul, un risque de T21 est ainsi calculé pour chaque patiente.
Un seuil de risque a été choisi a 1/250 (c’est le risque d’une patiente de 38 ans)

Il y’aura donc deux populations de patientes, celles a risque > 1/250 et celles a risque plus

faible.

Une amniocentése pour caryotype foetal est proposée aux patientes a risque.
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Le seuil de 1/250 permet d’atteindre un taux de détection de 60-65 % [14] au prix de 5 %
d’amniocentése [31].

Si on placait le seuil a 1/300 par exemple, on augmenterait le taux de détection de la T21,
mais on augmenterait aussi le taux d’amniocenteses générées.

En théorie, plus le nombre de marqueurs testés augmente, meilleures sont les performances.
En effet, si on fixe a 5 % le taux de dépistages positifs, le taux de détection varie de 36 a 49
% en utilisant un seul marqueur combiné avec I’dge maternel, alors qu’il atteint 63 a 68 %

lorsque quatre marqueurs sont utilisés.

2-3 Les MSM : role et cinétique

Les MSM sont maintenant de pratique courante dans la plupart des pays mais les
mécanismes physiopathologiques qui régissent leurs modifications restent inexpliqués.
Les plus utilisés sont les marqueurs du 2&me trimestre, mais il existe des marqueurs du 1ler
trimestre.

a- Les MSM du 2éme trimestre

Quatre molécules ont un intérét pour le dépistage des anomalies chromosomiques au
2¢me trimestre : L’aFP, L’HCG, I'inhibine et I’oestriol :
-L’atFP (Alpha Foeto Proteine) est synthétisée par le foie foetal, son abaissement en cas de
T21 reste incompris.
-L’hCG (Hormone Chorio Gonadique) est synthétisée par le placenta. Elle augmente
rapidement au cours du 1er trimestre avec un pic a 9-10 semaines suivi d’une chute rapide
puis d’un plateau de 20 semaines a la fin de la grossesse [32].
-L’oestriol est une hormone stéroide produite par le syncytiotrophoblaste, la couche
placentaire en contact direct avec la circulation maternelle [33]. Sa fraction non conjuguée
est un produit placentaire dérivé des précurseurs au niveau du foie et de la glande surrénale
du foetus [34].
-L'inhibine est une hormone glycoprotéique sécrétée sous multiples formes, incluant la sous
unité « et deux hétérodimeres : o/B-A (inhibine A) et &/B-B (inhibine B). L'inhibine totale

inclut I'inhibine A, I'inhibine B et les sous-unités o [35].
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b- Les MSM du 1¢r trimestre

Deux marqueurs sont actuellement retenus comme efficaces, la PAPP-A (pregnancy
associated placental protein of type A) [36] plus performante a 10 SA et la sous unité Blibre
de I'hCG recherchée a 12-13SA.

- La PAPP-A :

La PAPP-A est une glycoprotéine tétramérique, de 1547 acides aminés, constituée
d’un complexe équimolaire du monomere PAPP-A et du précurseur de la protéine basique
majeure du polynucléaire éosinophile. Elle est synthétisée principalement par le
syncytiotrophoblaste et la cellule déciduale. Elle peut étre détectée dans le sang maternel a
partir de la 5¢me semaine de grossesse et aurait un réle protecteur du foetus vis-a-vis du
systéme immun maternel [37]. En cas de T21, il y aurait des anomalies de la glycosylation de
la molécule, associées a une perturbation de son transfert placentaire et de sa sécrétion
ainsi qu’une diminution de sa stabilité, d’ou un effondrement des concentrations
plasmatiques maternelles [38,39].

Exprimé en MoM, I'abaissement est plus important lorsque les dosages sont effectués
précocement [40].

- La fraction libre de la BhCG

Wald [41] a montré que la médiane des concentrations de BhCG libre en cas de T21
est égale a 1,79 fois la valeur de la médiane normale (cette valeur est de 2,4 pour un
dépistage au 2éme trimestre). L’augmentation des concentrations sériques de la sous unité
Libre de I'hCG semble étre le fait soit d’une augmentation de la transcription, soit d’une
modification de la glycolyse de la chaine « et par voie de conséquence de la demi-vie de la

molécule.

Les études rétrospectives montrent que I’association PAPP-A, BhCG libre est la plus
efficace, conduisant aux mémes performances qu’au 2é¢me trimestre avec 60 % de taux de
détection pour 5 % d’amniocenteses [42].

Mais, la réalisation plus précoce du dépistage de la T21 permettrait un diagnostic

d’anomalie chromosomique dés 12-13 semaines, ce qui présente des intéréts médicaux et
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psychologiques évidents. Ces avantages doivent cependant étre pondérés par les aspects

techniques concernant le préléevement foetal précoce pour la réalisation du caryotype.

c- performance du dépistage par les MSM du 2éme trimestre

Les MSM ont fait I’objet de nombreuses publications dont les résultats bruts ne sont
pas toujours comparables. En effet, la structure d’dge maternel des populations testées ainsi
que le seuil de risque auquel une amniocentése est proposée influent sur les performances
du dépistage.

En théorie, plus le nombre de marqueurs testés augmente, meilleurs sont les
performances.

En effet, si on fixe a 5% le taux de dépistages positifs, le taux de détection varie de
36 a 49% en utilisant un seul marqueur combiné avec I’age maternel, alors qu’il atteint 63 a

68% lorsque 4 marqueurs sont utilisés [43], comme le montre la tableau 2.
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Tableau 2 : Performances de différentes combinaisons de marqueurs sériques pour un taux

de dépistages positifs constant fixé a 5% [41]:

Taux de détection (%) Valeur prédictive positive
Age maternel seulement (> 35 ans) 30 1/130
Age maternel et un marqueur
-aFP 3 1/105
-BhCG 51 1/75
Age maternel et deux marqueurs :
-aFP, hCG 59 1/65
-aFP, BhCG 58 1/65
Age maternel et trois marqueurs :
-aFP, uE3 , hCG 69 1/55
-aFP, hCG , inhibin A 68 1/55
-aFP, hCG , BhCG 62 1 /60
Age maternel et quatre marqueurs :
-aFP , uE3 ,hCG , inhibin A 76 1/50
-aFP,ahCG, BhCG, inhibinA 69 1/55
-uE3,ahCG, BhCG, inhibinA 73 1 /55

2-4 Facteurs influencant la distribution des MMS :

La performance des MSM peut théoriquement étre amélioré en prenant compte des
facteurs qui influent sur la distribution des valeurs.

En pratique I'impact de la prise en compte de I'ensemble de ces facteurs n’a pas été
évalué dans des études prospectives en population. Le calcul permet d’espérer un gain de

0,5 a 1% de taux de détection en ajustant chacun de ces facteurs :

Poids maternel :

Les concentrations des MSM varient en fonction du poids maternel a la date du
prélevement. Par exemple, pour une différence de plus de 20kg, le taux d’aFP baisse de
17%, celui d’uE3 de 7% et celui de I’hCG de 16% [44].

C’est pourquoi aujourd’hui tous les logiciels de calcul de risque.mis sur le marché en

France intégrent le poids maternel dans le calcul de risque.
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Diabéte :
Apres ajustement pour le poids maternel, des études ont conclu que le diabete n’a
pas d’influence significative sur les marqueurs sériques [45].

Origine ethnique :

La prise en compte du poids maternel diminue considérablement I'impact des
facteurs ethniques sur les marqueurs sériques [46,47]. En France, ce critere n’est
actuellement pas pris en compte dans les logiciels de calcul.

Tabagisme :

Le tabagisme a un impact important sur les taux d’hCG et de BhCG libre (-18%) mais
nettement plus faible (3 a 4%) sur les concentrations d’aFP et d’oestriol [48]. En France, ce
facteur est pris en compte dans la plupart des logiciels. L’impact du tabac sur les marqueurs
sériques est indépendant du nombre de cigarettes fumées, il apparait des une
consommation de une cigarette par jour. Par contre, I'effet du tabagisme passif n’est pas
connu.

Grossesses consécutives :

La concentration de hCG semble associée négativement avec la parité. L’effet sur le

taux de détection est de 0,1 %. Généralement on n’ajuste pas pour cette variable [49].

2-5 Facteurs influencant le calcul de risque

- Antécédent familial de T21 :

En cas d’antécédent de T21 lors d’une grossesse précédente, le risque de récurrence
observé est supérieur de 0,34 % a celui de I’lage maternel [50].

En pratique, en France, une amniocentése pour caryotype foetal est proposée en 1ére
intention a ces patientes. Si les MSM sont proposés avant de décider d’une amniocentese, ce
facteur doit étre pris en compte pour le calcul de risque.

En revanche, le dépistage par les MSM n’est pas adapté lorsque la T21 est liée a une
translocation familiale car le risque de transmission foetale sur un mode déséquilibré est

tres important.
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- Grossesses gémellaires :

Des incertitudes persistent sur la distribution des MSM dans les grossesses multiples
normales. La méthode consiste a « normaliser » les concentrations de marqueurs chez les
jumeaux en les divisant par la médiane définie sur une population de grossesses gémellaires
témoins, puis a utiliser ces valeurs normalisées dans des logiciels qui ont été calibrés pour
des grossesses monofoetales. La distribution de I’hCG varie en fonction de la chorionicité,

aussi la prise en compte de ce facteur améliore la spécificité du dépistage [51].

Au total, les MSM :
- permettent d’éviter les amniocentéses inutiles :
Chez les patientes agées de 35-37 ans.
Chez les patientes de 38 ans et plus qui le souhaitent.
- ont quasiment supprimé les amniocentéses « pour convenance »

- permettent le diagnostic de T21 chez les femmes jeunes

2-6 Résultats

a-Dépistage de la T 21 par les MMS [4]] :
- Patientes de moins de 38 ans165

Au cours de I’'année 1997, 1ére année en France de mise en place du dépistage de la
T21 par les MSM, 52 % des femmes enceintes ont choisi de faire pratiquer les dosages.

Au total, 6,08 % amniocentéses ont été induites chez les femmes de moins de 38
ans, permettant de déceler 318 des 443 cas de T21, soit 72 % de taux de dépistage. La
valeur prédictive positive (VPP) des marqueurs sériques était, pour I’année 1997, de 1/71
(une T21 dépistée pour 71 caryotypes réalisés). En 1998, 56 % des femmes enceintes ont
bénéficié du dépistage, induisant 6,33% d’amniocentéses et permettant de déceler 408 cas
de T21. La VPP des MSM était, pour I’'année 1998, de 1/90. Entre 1999 et 2001, 75% des
femmes ont eu recours au dépistage par les marqueurs permettant un taux de couverture

qui a progressé de 54 % a 80 % [41].
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On remarque donc que I'adhésion des médecins et des patientes a été trés forte des la 1ére
année.
-patientes de plus de 38 ans
Les MSM peuvent également étre utilisés chez les patientes de 38 ans et plus qui ne
souhaitent pas une amniocentese en 1¢r intention.
Entre 1997 et 2001, ce dépistage a concerné 20 % des grossesses aprés 38 ans. Seul
1/3 de ces patientes présentait un risque > 1/250, permettant ainsi d’éviter une

amniocentése dans 2/3 des cas, avec un taux de dépistage de la T21 de 95%.

b-Dépistage d’autres anomalies par les MSM :
- Dépistage des DFN :
Environ 80% des femmes enceintes dont le futur enfant est porteur d’un DFN ont un

taux d’oFP sérique > 2,5MoM c'est-a-dire >99¢ percentile [41].

-Dépistage de la trisomie 18 (T18)

Au plan biochimique, la T18 se caractérise par un profil associant des taux bas
d’hCG, «FP, et de PAPPA.

Une stratégie de calcul de risque fondée sur la combinaison age maternel, hCG, «FP,
aurait I'inconvénient de faire pratiquer un grand nombre d’amniocentéses pour reconnaitre
une polymalformation par ailleurs visible a I’échographie.

C’est pourquoi le consensus est de recommander la réalisation d’une échographie
orientée quand les taux d’hCG et d’oFP sont <0,5MoM. Environ 60 % des cas de T18

pourraient ainsi étre décelés [41].

2-7 Conclusion

Les études prospectives réalisées en France ont montré que les MSM proposés a la
population des femmes enceintes permettent de dépister au moins 60 % des femmes
enceintes attendant un enfant atteint de T21 au prix de 5 % d’amniocentéses induites. Ce

test permet le dépistage de la T21 chez les femmes jeunes et non plus seulement chez les
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femmes les plus agées. Il peut étre également utilisé chez les patientes de 38-40 ans qui ne
souhaitent pas, en premiere intention, d’amniocentese.

Ce test est proposé depuis janvier 1997, sa diffusion dans la population générale s’est
réalisée trés rapidement avec un taux de couverture proche de 80 % dés 1998 [41].
L’inconvénient du dépistage par les MSM du 2éme trimestre est qu’il débouche sur un
diagnostic relativement tardif, les résultats de I'amniocentése étant au mieux disponibles
vers 16-17 SA et souvent plus tard, a un terme ou I'IMG est une épreuve particulierement
pénible pour les femmes.

De plus, l'utilisation isolée des MSM pour le dépistage de la T21 aboutit a un taux élevé

d’amniocenteéses.

C’est pourquoi des stratégies de dépistage précoce ont été développées au 1er trimestre de
la grossesse, reposant sur la mesure échographique de la clarté nucale (CN). Ces stratégies
pourraient, d’une part, déboucher sur un DPN par biopsie de trophoblaste qui permettrait un
diagnostic précoce a un terme ou l'interruption de grossesse peut se faire par un technique

d’aspiration, mieux tolérée et, d’autre part, diminuer le nombre d’amniocentéses induites.

Clarté nucale

3-1 Définition

La CN, mesurée a I’échographie entre la 10%me et la 13¢me SA désigne la région
anéchogéne située dans la partie postérieure du cou du feetus. L’hyperclarté nucale,
cloisonnée ou non, constitue actuellement le signe échographique le plus performant pour
quantifier le risque de Down syndrome. Ce signe a été découvert par Bronshtein en 1989
[52] puis a été décrit par Szabo en 1990 [53]. L’augmentation de la CN n’a pas encore
d’explications physiopathologiques trés claires. L’hypothése la plus plausible pour expliquer
cette hyperclarté chez les feetus anormaux est qu’il s’agit pour I’essentiel d’un retard dans
la connexion des vaisseaux lymphatiques avec le systeme veineux, ce qui explique que le

signe peut disparaitre au cours du 2¢me trimestre. Cependant, comme I’'a montré Borrel [54],
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I’évolution inverse est également possible, avec I'apparition d’un épaississement secondaire

au cours de I’évolution entre 10 et 23 SA.

3-2 Mesure

Pendant trés longtemps, le seuil utilisé pour la définition d’une hyperclarté nucale a
été de 2,5 mm ou 3 mm alors qu’il est bien démontré actuellement que I'épaisseur de la
nuque augmente avec I’dge gestationnel. Il est donc indispensable de tenir compte de I’dge
gestationnel lorsque I'on veut déterminer le risque lié a I’épaisseur de la nuque. Dans
I’étude de Snidjers portant sur 100 000 grossesses, la médiane passe de 1,2mm a 11 SA a

1,9mma 13 + 6 SA [55].

a- Les critéres de mesure échographique (figure 2)

La majorité des échographistes utilisent les régles établies par Nicolaides et ses
collaborateurs [56] :

-La mesure est réalisée entre 10 et 14 SA

-Le plan de mesure doit étre strictement longitudinal passant par tout le rachis

-Le feetus doit étre observé a fort grossissement, occupant les 2/3 de I’écran

-1l faut bien différencier la peau du cou de I'amnios et donc parfois attendre ou
provoquer les mouvements actifs feetaux. Le piege étant de confondre la membrane
amniotique, qui sépare la cavité amniotique du coelome extra-embryonnaire, avec la peau
nucale.

-Le placement des calipers, principale source de différences inter-opérateurs, doit se
faire d’une part, en profondeur, sur la partie externe des tissus mous de la nuque de la

nuque, et d’autre part, en surface, a la partie interne des tissus cutanés.
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Figure 2 : mesure de la CN

b- Problémes technigues de la mesure :

Chez un feetus normal, la CN est habituellement comprise en fin de 1ler trimestre
entre 1 et 2,5 mm. Or la résolution axiale des ultrasons émis par une sonde abdominale de 3
MHz est de I'ordre de Tmm. C’est pourquoi il est recommandé d’utiliser des fréquences plus
élevées comme 5 MHz qui ont un moindre pouvoir de pénétration mais une meilleure
résolution axiale [57]. En cas d’impossibilité technique, il faut recourir a la voie
endovaginale.

Pour éviter une erreur de datation, il est proposé de rapporter la mesure de la CN a la
longueur cranio caudale (LCC) du feetus, d’utiliser le seuil du 95éme percentile puis grace a
un logiciel d’évaluer le risque en fonction de I’age maternel.

Le logiciel distribué en France par le Fetal Médicine Foundation sous I’égide de

Nicolaides repose sur un principe simple [58] : le risque d’anomalies chromosomiques lié a
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I’age maternel est multiplié par un facteur de correction d’autant plus élevé que la CN est

grande .

3-3 Distinction sémiologique

La CN est une image rétro-cervicale anéchogene située entre les tissus mous rétro
rachidiens en avant et la peau en arriere. Elle est souvent de dimension plus modeste que
dans les hygromas, mais plus la CN est épaisse, plus le risque que le foetus soit porteur
d’une anomalie chromosomique est important.

Le principal diagnostic différentiel de la CN est représenté par I’hygroma kystique. Il
s’agit d’une tuméfaction liquidienne, rétro et/ou latéro-cervicale cloisonnée. Elle est en
général plus épaisse que la CN. Comme les CN, il est capable de régression, mais de facon
beaucoup plus lente. Le taux d’anomalies chromosomiques et le risque de pathologie grave
y sont en général plus importants que dans les CN.

Le recours aux techniques tridimensionnelles permettrait de différencier la CN de
I’hygroma kystique.

Les autres diagnostics différentiels de la CN sont I'encéphalocéle occipitale, le non
accolement de I'amnios, le cordon autour de la nuque et une hyperextension ou une flexion

de la téte [59].

3-5 Les résultats

De nombreuses études ont été réalisées chez des patientes a haut risque avant les
préléevements ovulaires. Dans cette population ou la prévalence atteint ou dépasse 1%, la

sensibilité moyenne est de 52% a 77% avec 3,2% a 6,9% de faux positifs (tableau 3) [60].
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Tableau 3 : Les performances de la CN dans le diagnostic des aberrations chromosomiques

chez les patients a haut risque

Auteur Période | Limite choisie | Sensibilité totale T 21 Faux +

Szabo et al, 1995 9-12 >3 mm 92% 88% 2,7%
Comas et al, 1995 9-13 >4 mm 50% 57% 0,7%
Brambatti et al, 1995 8-15 >3 mm 30% 27% 3,2%
Kornman et al, 1996 (13 >3 mm 0% 0% 5%

Szabo et al, 1997 9-12 >2,5mm 86% 1,6%
Borrell et al, 1997 10-18 >3mm 52% 53% 1,4%
Martinez et al, 1997 10 -13 >2,5mm 58% 55% 3,4%
Pandya et al, 1995 10 -14 >3mm 77% 77% 6,9%
Zimmermann et al, 1996 | 10-13 >3mm 50% 50% 2%

D’Ottavio et al, 1997 13 -15 >4mm 62% 70% 0,6%
Orlandi et al, 1997 9-13 >1,0mm 57% 40% 5,8%

La CN est > 3 mm chez 90% des foetus ayant une T13 ou T18, 80% des T21 et 5% des

feetus normaux. Pour ce méme taux de faux positifs, la sensibilité de cette méthode de

dépistage est nettement plus favorable que I'utilisation de I’age maternel seul (sensibilité de

20-30% pour dépister les T21) ou associées a la biochimie maternelle (sensibilité 50-60%)

[61]. 1l est important de préciser que si le signe régresse le plus souvent apres 14 SA, ceci

ne permet pas de préjuger de la normalité du caryotype.

Le dépistage échographique de la T21 par mesure de la CN peut ainsi atteindre un

niveau de performance supérieur a celui des MSM, a condition que les mesures soient faites

de facon rigoureuse et soumises a un controle de qualité stricte.

3-6 Synthése

La mesure de la CN s’inscrit dans I’échographie morphologique du 1er trimestre

dont elle n’est qu’un des éléments. Son excellente sensibilité et sa spécificité pour le
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dépistage des anomalies chromosomiques (mais aussi cardiaques) en font un critere
fondamental du suivi de grossesse.

En revanche, les résultats obtenus d’une équipe a I'autre ne sont pas standardisés. Mais les
trés bonnes performances obtenues en Grande-Bretagne par I’équipe de Nicolaides [62]
laissent penser que la mise en place de la mesure de la CN doit s’inscrire dans un contexte
de formation médicale spécifique et de contrble de qualité obligatoire.

Dans les pays anglo-saxons, deux conceptions s’affrontent :

-Aux Etats-Unis, la priorité est accordée aux marqueurs biologiques, a cause de la
standardisation des techniques de mesure, et le risque d’aneuploidie est éventuellement
réévalué lors de I'’échographie du 2éme trimestre [63].

-En Grande-Bretagne, le dépistage de base est réservé a la mesure de la CN au 1ler
trimestre dans le cadre d’un réseau volontaire adoptant les principes de la fetal Medicine
Foundation , établis par Nicolaides, éventuellement associées au marqueurs biologiques au

2¢me oy plutot au Ter trimestre [64].

3-7 Dépistage séquentiel

L’évolution de ces différents tests de dépistage a amené a les utiliser de facon
séquentielle [65]. Chaque femme a un risque individuel que son foetus ait une anomalie
chromosomique. Afin de pouvoir calculer ce risque individuel, il est nécessaire de tenir
compte du risque de base de la patiente qui, lui-méme, dépend de son age, du terme et de
ses antécédents d’enfants avec anomalies chromosomiques. Ce risque sera multiplié par un
certain facteur qui sera calculé sur la série de tests de dépistage obtenus lors de la
grossesse. Chaque fois qu’un test de dépistage est effectué, le risque de base est multiplié
par un facteur et I'on obtient un nouveau risque calculé; en toute logique, si on utilise
ultérieurement un autre test indépendant de celui-la, c’est ce risque calculé qu’il faudra
prendre comme risque de base en accord avec la théorie baylésienne des tests statistiques
indépendants. Ce dépistage est appelé dépistage séquentiel. Seul un dépistage séquentiel
permet de réduire le nombre de faux positifs et donc d’amniocenteses.

Par contre cette méthode présente un défaut structurel puisqu’il n’est pas logique d’attendre

que tous les tests soient effectués pour informer la patiente, et qu’un certain nombre de
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patientes seront prélevées lors de tests intermédiaires quand celui-ci fait apparaitre un

risque trés élevé.

4- Antécédent d’enfant porteur d’anomalie chromosomigue non héritée

Il s’agit d’un couple, a caryotype normal, qui a eu un enfant porteur d’anomalies
chromosomiques, de nombre ou de structure : On parle alors d’anomalie chromosomique
survenue de novo, résultant d’une erreur de division cellulaire, ou d’une disjonction. Cet
accident chromosomique entraine un risque de récidive de plus de 1% lors d’une grossesse
subséquente et ce risque peut étre beaucoup plus élevé qu’attendu chez une femme agée de
30 ans ou moins. A 20 ans, le risque de T21 est d’environ 1/2000, de 1/1200 a 25 ans,
1/900 a 30 ans, 1/300 a 35 ans, 1/100 a 40 ans et 1/40 a 45 ans [66]. Ce risque signifie
également que I’aneuploidie peut toucher d’autres chromosomes que le chromosome
surnuméraire. Par exemple, une femme qui aurait concu un feetus présentant une T21
pourrait, lors d’une grossesse subséquente, concevoir un enfant qui aurait une trisomie 13
ou 18, ou encore une aneuploidie impliquant un chromosome X soit un syndrome XXX ou
XXY. Il est également possible qu’une trisomie impliquant un autre autosome soit non viable.
En pratique, si la femme a eu un antécédent d’enfant porteur d’anomalies chromosomiques
non héritées, I'amniocentése est proposée méme si le risque est faible, avant tout pour
rassurer le couple.

Cependant, il existe des mosaiques germinales c'est-a-dire que l'un des parents
produit a la fois des gametes avec formule chromosomique normale et des gamétes
déséquilibrées. On doit y penser et rechercher une anomalie germinale parentale lorsque
I’'on rencontre un couple qui a eu 2 voire plusieurs enfants atteints de la méme anomalie

chromosomique.

5- Parent porteur d’'un remaniement chromosomique

L’existence d’une anomalie de structure au caryotype d’un des parents, constitue une

indication impérative en raison de I'importance durisque d’anomalie foetale.
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Il peut s’agir d’une translocation réciproque équilibrée, d’une translocation observationnelle
ou d’une inversion péri ou paracentrique. Pour les translocations réciproques équilibrées et
pour les inversions, le risque sera fonction des points de remaniements : des cassures
proches des télomeéres, surtout pour les autosomes, seront plus susceptibles de générer des
conceptus viables mais malformés, alors que des remaniements impliquant des fragments
de grande taille seront responsables de fausses couches précoces.
Il est possible de définir un risque de gameétes déséquilibrés en fonction des points de
cassure et des chromosomes impliqués : un logiciel a été mis au point au CHU de Grenoble.

-Pour les translocations robertsoniennes surtout la 14;21 le risque qu’il y’ait une T21
par translocation est de 15% si c’est la mére qui est porteuse du remaniement et de 5% si
c’est le pére [67].

-en cas de translocation réciproque, le risque foetal théorique est de 50% [68]. En
pratique on observe 10% de caryotypes déséquilibrés qui amenent a interrompre la
grossesse.

-en cas d’inversion péricentrique on observe environ 5% de caryotypes feetaux.

Les signes d’appel échographiques

Comme nous l'avons vu, I'avancée la plus importante en échographie a concerné la
description de I’hyperclarté nucale du feetus trisomique visible dés le Ter trimestre mais les
anomalies chromosomiques peuvent avoir d’autres expressions phénotypiques précoces
accessibles a I’échographie morphologique du 2¢ ou 3¢ trimestre.

L’expression phénotypique d’une anomalie chromosomique peut se faire soit sous
forme d’un syndrome poly malformatif qui peut étre tout a fait évocateur d’une aneuploidie
spécifique c’est le cas particulierement d’une trisomie 13, trisomie 18, triploidie ou de
certaines anomalies de structure. Les signes échographiques sont parfois caricaturaux,
parfois plus discrets (association d’un hydramnios ou d’un retard de croissance a une
anomalie des extrémités par exemple). Parfois encore une seule malformation est décelée a

I’échographie.
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C’est pourquoi les travaux des années 80 a 90 se sont attachés a décrire de
nombreux signes mineurs tels qu’un fémur court, des anomalies mineures des extrémités
ou un profil inhabituel.

La question s’est alors posée de savoir quels signes échographiques étaient
suffisamment évocateurs pour justifier de prendre le risque d’un prélévement invasif.

Le probleme clinique, autrefois posé par la découverte d’'un signe d’appel mineur
isolé au 2éme ou au 3éme trimestre est aujourd’hui considérablement simplifié par le calcul
du risque individuel intégrant I'’ensemble des parameétres disponibles (dge, MSM, clarté

nucale, signes échographiques tardifs).

6-1 Les signes majeurs

Un grand nombre de malformations foetales affectant des organes trés divers
peuvent étre I'expression phénotypique d’une aberration chromosomique [69]. Les
caryotypes réalisés dans un contexte malformatif sont anormaux dans 14 a 16,8 % des
séries [70].

Il s’agit :

-des malformations cardiaques :

Les anomalies du coeur et des gros vaisseaux représentent les pathologies congénitales les
plus fréquentes, avec une prévalence de 0,5 a 1 % des naissances [71]. Un certain nombre de
pathologies cardiaques majeures peuvent étre diagnostiquées des I'échographie du Ter
trimestre par des opérateurs entrainés [72].

Jusqu’a 40% des foetus ayant une malformation cardiague ont des anomalies
chromosomiques. Le pourcentage d’association a une anomalie chromosomique dépend du
type de cardiopathie. Dans I’étude de baltimore, Ferencz trouvait 18% d’anomalies
chromosomiques associées aux cardiopathies conotrocales, 60% dans les canaux atrio
ventriculaire, 1% dans les anomalies obstructives du coeur droit et 6,6% dans les anomalies
du coeur gauche. Une étude plus récente a permis de trouver, a partir du diagnostic de
cardiopathie, 18,5% d’anomalies chromosomiques [73].

Lorsqu’on teste statistiquement les associations entre anomalies chromosomiques et

cardiopathies, I’association tres forte entre communication atrio ventriculaire et T21 masque
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les autres. Si on exclut cette derniére, on observe qu’environ 2 % des hypoventricules
gauches et 5 % des ventricules droits double issue entrent dans le cadre d’une T18, tandis
gue moins de 1 % des transposition des gros vaisseaux, et environ 3 % des tétralogies de
Fallot entrent dans le cadre d’une T13. Comme il est classiquement décrit, 2 % des
communications auriculaires sont associés a une monosomie X (syndrome de Turner) [73].

Le dépistage des cardiopathies congénitales par I’échographie constitue donc un point
d’appel majeur pour le DPN des anomalies chromosomiques et impose la pratique

systématique d’un caryotype (sauf pour la transposition des gros vaisseaux) .

-des malformations digestives [73] : découvertes inopinément au cours la grossesse,
les malformations digestives posent le probléme de leur étiologie et du pronostic vital. La
frégquence des anomalies chromosomiques reste élevé : 27,4 % pour les sténoses duodénales
isolées et 33,3 % pour I’ensemble des anomalies digestives, lorsque celle-ci sont associées a
une autre malformation. L’atrésie duodénale est bien connue pour étre fréquente dans la
T21. Quelque soit I'aspect échographique, les dilatations digestives imposent le caryotype

foetal.

-des malformations urinaires [73] : Elles sont fréquentes et le pratique du caryotype
dépend de I'association malformative ou de I'anomalie : quand I'uropathie est associée a un
autre symptome échographique, méme mineur, le risque d’aneuploidie justifie toujours le
caryotype feetal. Si 'uropathie apparait strictement isolée, la question du caryotype doit étre
abordée de facon nuancée. Ainsi, la découverte d’une pyéléctasie isolée multiplie le risque
d’aneuploidie par un facteur compris entre 1,2 et 6. 17 a 25 % des foetus trisomiques ont
une pyélectasie pour 2 a 3 % de la population normale. La constatation d’une pyélectasie
isolée ne semble pas entrainer une hausse notable du risque d’aneuploidie foetale, chez les
femmes ne présentant que de faibles risques, et ne justifie pas le recours au DPN invasif
[74].

Ce calcul de risque devra donc s’intégrer aux autres marqueurs (age maternel, CN,

marqueurs), avant de juger de I'opportunité d’un caryotype.
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-des malformations de la paroi abdominale [73] :
2 types de defect sont maintenant parfaitement identifiables au cours de I‘échographie
anténatale : laparoschisis et omphalocele.
= L'omphalocele est due a I'absence de fermeture de la paroi ventrale de I’embryon
avant la 9¢me semaine de gestation. Il s’agit d’'une embryopathie ou les malformations
associées, fréquentes, en particulier les anomalies chromosomiques, cranio-faciales
ou cardiaques, atteignent presque un malade sur 2. Le DPN impose la pratique d’un
caryotype pour les rechercher.
= Le laparoschisis est bien différent puisqu’il s’agit d’un défaut de fermeture de la
croissance pariétale, probablement d’origine vasculaire. Il y’a trés peu d’anomalies
associées dans le laparoschisis. Un caryotype n’est donc pas recommandé. Par
contre, une hypotrophie fcetale modérée est trés fréquemment observée, c’est
pourquoi une surveillance rapprochée par échographie est indispensable pour

guetter des signes imposant I’extraction.

-des malformations du systeme nerveux central (SNC) :
Les DFN sont relativement peu fréquents en France ou leur incidence moyenne est de 1 /
1000 avec des variations régionales allant de 0,2 a 2 pour 1000. La répartition est :
-pres de 50 % d’anencéphalies et exencéphalies
-prés de 50 % de spina bifida (dont 90% de myéloménigoceles et 10% de méningoceéles)
-3 % d’encéphalocéle
La fréquence des anomalies chromosomiques est de
- 10 a 13 % parmi les spina bifida : il s’agit essentiellement des trisomies 18 et 13, et des
triploidies.
- 0,5 % parmi les anencéphalies
En pratique, devant un taux sérique d’otFP > 2,5 MoM, une exploration échographique dans
un centre de référence ciblée sur le pole céphalique et le rachis est réalisée : si elle est
normale, le préléevement systématique de LA pour évaluer la concentration d’oFP et

d’acétylcholinestérase est controversé.
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Il est recommandé de pratiquer dans ce cas une échographie a 22 SA, toujours en centre de
référence, qui confirmera I'absence ou la présence d’anomalies.

Si I’échographie retrouve des malformations du tube neural, a n'importe quel terme de la
grossesse, un caryotype feetal est réalisé a la recherche d’anomalies chromosomiques.

S’il persiste un doute sérieux quant a la possibilité d’une anomalie feetale du tube neural, on
doit effectuer une amniocentése avec dosage de I’xFP et de I’acétylcholinestérase qui seront
augmentés en cas d’ouverture du tube neural. Ces dosages permettent un diagnostic correct

dans 99% des cas, avec un taux de faux positifs de 0,34 % [75].

-la Hernie de coupole diaphragmatique :
Les hernies de coupole diaphragmatique sont des malformations de mauvais pronostic
caractérisées par une absence partielle ou totale de développement d’un coupole. Une
anomalie du caryotype est retrouvée dans 45% des cas de hernie diaphragmatique. Il s’agit
pour l'essentiel de la trisomie 13, 18 et la tétrasomie 12p. Un prélevement feetal pour
caryotype est, de ce fait, indispensable. Leur pronostic, toutefois, est lié en tres grande
partie a I’existence d’une hypoplasie pulmonaire d’autant plus importante que la hernie s’est
développée tot pendant la grossesse et responsable d’un taux de mortalité post-natale qui
atteint 50 a 60% [76].

- La ventriculomégalie :
La ventriculomégalie cérébrale est définie par des mesures auriculaires > 10 mm. Lorsque la
ventriculomégalie est isolée, I'incidence d’un caryotype foetal anormal est estimée a 3,8 %. La
ventriculomégalie latérale idiopathique est constatée chez environ 0,15 % des foetus
normaux sur le plan chromosomique, tandis que 1,4 % des foetus présentant une trisomie
21 présente également, au 2éme trimestre, une ventriculomégalie idiopathique [77]. A la
suite d’'un DPN de ventricomégalie, une évaluation maternelle visant les infections
congénitales est recommandée. L’amniocentése devrait étre offerte aux fins du caryotypage
et a la recherche d’infections congénitales [78]. D’autres modalités d’imagerie, comme

I'imagerie par résonance magnétique pourraient étre envisagées [79].

6-2 Les signes mineurs
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-Hydramnios
L’hydramnios isolé est associé a 1,7 a 3,2 % d’aberrations chromosomiques mais ce signe
prend davantage de valeur lorsque existent en concomitance soit un retard de croissance
intra-utérin (RCIU) soit des malformations feetales.
La réalisation systématique d’un caryotype en cas d’hydramnios est une pratique discutée
selon les auteurs.
Lorsque existent des signes échographiques associés a I’hydramnios, une anomalie du
caryotype est retrouvée dans 6,5 a 27,6 % des cas et justifie donc la pratique d’un
prélevement feetal a cet effet. En fonction du terme et du degré d’urgence de I'obtention, il
faut choisir entre I’'amniocentése ou le PSF.
Lorsqu’il s’agit, a I'inverse, d’un hydramnios idiopathique, la fréquence des anomalies du
caryotype est beaucoup plus réduite, de 1,7 a 9 %, voire identique a celle de la population
générale. Aucune étude ne peut actuellement répondre a la question de I'opportunité de
réaliser un caryotype devant un hydramnios isolé.

- L’oligoamnios :
L’oligoamnios exprime une pathologie chromosomique dans environ 4% des cas. Un
oligoamnios retrouvé a I'’échographie du 2¢me trimestre nécessite, aprés avoir éliminé une
rupture prématurée des membranes, de rechercher une malformation associée, le plus
souvent urinaire, par échographie. Une amniocentése permettra ensuite de faire le caryotype
puisque dans 5% des cas, une anomalie chromosomique y est retrouvée, surtout s’il y’a un
RCIU associé. Enfin, il faut s’acharner a rechercher I’hypoplasie pulmonaire feetale qui est la
conséquence la plus redoutable.

-le RCIU :
La survenue plus ou moins précoce d’un RCIU est un élément d’orientation important : Une
mesure de la LCC inférieure de plus d’une semaine aux valeurs normales est évocatrice de la
T13 et 18. Cette inhibition de la croissance ne s’observe pas dans la T21 ni dans les
anomalies des chromosomes sexuels. Les résultats sont discordants concernant les
triploidies. Quoi qu’il en soit, le risque d’aneuploidie est multiplié par 9 lorsque le
raccourcissement observé de la LCC est >14mm [80] notent également une diminution

significative des mensurations céphaliques et du cervelet en cas de T13. Il est donc
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recommandé, apres avoir éliminé une erreur de terme et un diabete, d’effectuer un
caryotype en cas de RCIU précoce [81].
Dans les cas ou le RCIU est sévere et que le caryotype est normal, un prélévement est

souhaitable a la recherche de syndromes microdélétionnels [82,83].

-Nuque épaisse
Ce signe est décrit depuis 1985 par Benacerraf [73]. Il s’agit d’un épaississement des tissus
de la région nucale mesuré entre la 15 et 20eéme SA. Le seuil proposé est de 6 mm et plus.
Dans la premiére étude portant sur la nuque épaisse [73], 40 % des foetus trisomiques sont
identifiés pour seulement 0,1 % de foetus normaux. D’autres auteurs retrouvent une
sensibilité variant entre 40 - 75 % pour un taux de faux positif < 2 %. Ce signe avait une VPP
de 69 %. Sur une série multicentrique de 371 nuques épaisses, 33 % étaient associées a une
aneuploidie, soit, 85 T21, 10 syndromes de Turner, 9 T18 et 19 autres anomalies [84]. Une
autre étude, portant sur la combinaison de 7 larges séries, montre que I’épaississement
nucal > 6 mm dépiste 35 % de trisomies pour 0,73 % de foetus normaux [85], ainsi le facteur
de vraisemblance est de 48 pour ce marqueur. Cette nuque épaisse peut également étre
retrouvée dans d’autres pathologies telle que les cardiopathies ou le syndrome de Noonan.
—-Fémur et Humérus courts.

50% des foetus trisomiques ont manifestement des membres courts. Snijders et Nicolaides
ont montré dans une série de 8 études une sensibilité de 28 % pour un taux de faux positifs
de 4,3 %, soit un risque relatif multiplié de 6,5 en cas de fémur court. Toutefois, la majorité
de ces études ne mentionnent pas le caractére isolé ou associé du fémur court. Le risque
relatif en cas de fémur court isolé est de 2,3; alors qu’il est de 2,5 pour I’lhumérus court [73].
Beaucoup d’autres auteurs n’ont pas retrouvé une sensibilité suffisante de I'un ou I'autre de
ces signes pour une utilisation en dépistage. D’autre part, Benacerraf démontre que les
populations noires ont des fémurs significativement plus longs, que les patientes asiatiques
ont des fémurs plus courts par comparaison a la population blanche.

-Intestin hyperéchogéne.
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L’intestin gréle est considéré hyperéchogene, lorsqu’il présente la méme échogénicité que
I'os. Il peut étre associé a la T21, a la mucoviscidose, au RCIU précoce et sévere, aux
infections (cytomégalovirus) et a un taux élevé de mort in utéro.

La présence d’un intestin échogéne est associée a un risque accru d’aneuploidie fecetale :
T13, 18 et 21, et les chromosomes sexuels. Elle a été retrouvé chez 0,6 a 2,4 % des foetus a
I’échographie du 2&¢me trimestre et chez 9 % des foetus présentant une aneuploidie [85]. Un
caryotype foetal est souhaitable en cas d’intestin hyperéchogéne, méme isolé [73].

- Les hyperéchogénicités intracardiaques.

Les criteres diagnostiques sont la présence de foyers hyperéchogénes au sein de la lumiére
ventriculaire, surtout gauche, de méme intensité que celle de I'os. Des calcifications ont été
retrouvées sur les piliers de la mitrale chez 39 % des T13, 16 % des T21 et 2 % de foetus
normaux a I’examen anatomopathologique [73]. Elles sont difficiles a interpréter, du fait de
leur aspect plus ou moins échogene. Wax et ses collaborateurs considérent qu’il ne faut
prendre en compte que celles qui ont une échogénicité égale ou supérieure a celle de la
colonne vertébrale. Leur signification pathologique est incertaine, notamment lorsqu’elles
sont isolées et apparaissent chez des gestantes a faible risque. Elles devraient cependant

étre prises en considération dans la population a haut risque (age>35ans ou risque>1/250).

Place des signes mineurs dans le dépistage de la T21

Si 'on considérait comme suffisant pour indiquer une amniocentése un seul de ces
différents signes mineurs, on aboutirait a un taux inacceptable de prélévements ovulaires,
avec un risque beaucoup plus important de provoquer des fausses couches de foetus
normaux, induites par 'amniocentése que de réaliser des IMG pour trisomies. Vintzielos [86]
et Bromley [87] ont montré qu’avec un seul signe on dépiste certes 62,5% a 92,8% des T21,
mais au prix de 13,3 a 17,5% d’amniocentéses. Pour Viora [88] un signe mineur est présent
dans au moins 70% des cas, mais avec 28% de faux positifs entre 15 et 19 SA. Il apparait
donc comme impératif de regrouper les signes dans la population a bas risque [89]. Avec
trois signes comme la nuque épaisse, la pyélectasie bilatérale et ’humérus court, Vientzielos
[86] détecte 87% des T21 en réduisant a 6,7% le taux de faux positifs. La plupart des auteurs

considerent que le signe mineur principal reste I'épaisseur de la nuque que I'on peut
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associer aux mensurations du fémur et de I’lhumérus ou a la recherche d’anomalie d’organe

comme le ceceur.

6-3 Sonographie génétique

Il est évident que l'association de plusieurs marqueurs permet d’optimiser la
sensibilité du dépistage.
Benacerraf [90] et Bromley [91] ont proposé un score ou I'amniocentése n’est indiquée qu’a
partir de 2 points: incluant les marqueurs majeurs (nuque épaisse, cardiopathie ...) score de
2, car a eux seuls la réalisation d’un caryotype s’impose, les marqueurs mineurs, score 1
(fémur court, pyélectasie, ...). Elles démontrent que si un score > 2 est utilisé pour décider
d’'une amniocentése, alors la sensibilité du dépistage de la T21 est de 73 % pour un taux de
préléevement de 4 %. Ce méme score peut étre utilisé en cas d’échographie normale (score 0).
Ce score permet de diminuer le risque des patientes inférieure a 35 ans de 5 /1000 a
1,5/1000. L’absence des petits marqueurs permet de diminuer le risque individuel d’une
patiente de 40% [81] a 50% [82]. Vintzileos utilise également cette approche permettant une
sensibilité de 87 % de dépistage des trisomies 21 [92].
Le risque principal d’une telle stratégie est évidemment I'impact médico-légal, car le quart
ou le cinquieme des aberrations chromosomiques ne sera pas dépisté, alors qu’il existait un

signe mineur, d’ou une possible plainte fondée sur un défaut de moyens diagnostiques.
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LES MALADIES GENIQUES

Introduction

Tous les modes de transmission peuvent étre impliqués :
-les maladies autosomiques dominantes avec un risque de 50% pour la descendance d’un
sujet atteint. Ex : la myotonie de Steinert
-les maladies récessives autosomiques, avec un risque de 25% pour la descendance d’un
couple dont les conjoints sont hétérozygotes pour un méme géne. Ex : la mucoviscidose
-les maladies récessives liées a I’X avec un risque sur 2 qu’un garcon soit atteint si la mére
est vectrice d’un gene responsable. Ex : la myopathie de Duchenne.
La 3 circonstances nous aménent a faire le diagnostic d’une maladie génique :
-soit le couple est a risque en raison d’antécédents familiaux
-soit devant la découverte d’'une anomalie échographique

-soit en population générale, pour les maladies les plus fréquentes

Dépistage des maladies génétiques dans les familles a risque

L’existence d’une maladie génétique chez un apparenté plus ou moins proche peut
conduire un couple a s’interroger sur le risque encouru par ses propres enfants. Ce risque
dépend du lien de parenté avec le sujet malade et du mode de transmission de I’affection en
cause; le couple peut s’adresser au généticien pour faire préciser au mieux le risque qu’il
encoure personnellement et les moyens d’y faire face par le DPN.

Cependant, tous les couples n’ont pas la méme interrogation et certains peuvent ne
découvrir leur situation a risque qu’aprés avoir donné naissance a un enfant malade,
naissance qu’ils auraient pu éviter s’ils avaient eu connaissance de ce risque auparavant.

Mais pour quelle maladie, a partir de quel risque, doit on informer les apparentés d’un sujet

atteint du risque potentiel d’avoir un enfant atteint et les moyens d’y faire face ?
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La réponse n’est pas simple a donner d’autant plus que le message est différent selon la

pathologie en cause et son mode de transmission.

2-1 Maladies liées au sexe

Pour les maladies liées au chromosome X comme pour les remaniements de structure
chromosomique, le risque a priori d’étre porteur sain est souvent relativement élevé; tout
dépend en fait du statut réel de la personne apparentée au malade ou au sujet transmetteur.
L’'information doit étre diffusée de génération en génération, des apparentés les plus
proches aux apparentés les plus éloignés. Si un test génétique est disponible il permet de
définir au mieux le statut de la personne a risque dans de bonnes conditions.

Les retards mentaux liés a I’X sont fréquents et représentent 25 a 50 % de tous les retards
mentaux héréditaires, dont la prévalence est estimée de 1 a 2 %. C'est un ensemble de
pathologies cliniquement hétérogenes, liées a des mutations de genes différents.

Ces pathologies atteignent préférentiellement les garcons et sont transmises par des

femmes conductrices.

2-2 Maladies autosomiques récessives

La situation est tout autre pour les maladies récessives autosomiques. En dehors
d’une union consanguine, le risque a priori encouru par la descendance d’un apparenté est
faible, habituellement inférieur a 1/100. Dépister une hétérozygotie chez un sujet n’a pas de
conséquence pour lui. En revanche connaitre les couples a risque de ¥ de donner naissance
a un enfant atteint est d’un grand intérét s’il s’agit d’une maladie grave accessible au DPN.
Rappelons que ce risque est calculé en tenant compte de la probabilité pour I'apparenté
d’étre hétérozygote (2/3 pour le germain, 1/2 pour I'oncle ou la tante, 1/3 pour le neveu ou
la niéce, 1/4 le cousin germain) et de la fréquence des hétérozygotes dans la population
générale (1/25 pour la mucoviscidose, 1/60 pour I'hyperplasie des surrénales, risque plus

ou moins élevé pour les hémoglobinopathies selon I'origine ethnique).

Ainsi peut on évaluer le risque a priori pour un couple d’avoir un enfant atteint (tableau 4)
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Tableau 4 : Maladies autosomiques récessives : risque a priori selon le lien de parenté

Lien de parenté Probabilité d’étre Risque a priori encouru par les enfants
avec sujet atteint hétérozygote Mucoviscidose hyperplasie surrenale
Frere /sceur 2/3 2/3x1/25x1/4=1/150 | 2/3x1/60x1/4=1/360
Oncle/tante Va 1/2x1/25x1/4=1 /200 | 1/2x1/6x1/4=1/480
Neveu/niece 1/3 1/3x1/25x1/4=1/300 | 1/3x1/60x1/4=1/720
Cousin germain Va 1/4x1/25x1/4=1/400 | 1/4x1/60x1/4=1/960

2-3 Maladies autosomiques dominantes

Les anomalies des protéines de structure [93] se transmettent selon ce mode, en
particulier un grand nombre d’anomalies squelettiques comme I'achondroplasie, la maladie
exostosante.

Le risque théorique de récurrence est de 50 % quand I'un des parents est atteint ; on peut
cependant se demander s’il est opportun d’informer des personnes qui ne se posent pas de
guestions au sujet d’une affection dont le DPN souleve habituellement des questions
éthiques notamment quand il s’agit de maladie a début plus ou moins tardif et a expression

variable.

Dépistage des maladies génétiques sur signes échographiques

Il s’agit d’une situation relativement récente ou la découverte d’une anomalie lors
d’une échographie systématique oriente vers une maladie génétique dont le futur enfant
sera le premier cas identifié dans la famille. La premiere étape consiste a confirmer la réalité
du signe échographique, et a s’assurer de I’absence d’une cause plus fréquente de
I’anomalie identifiée.

Puis en fonction des signes échographiques :

-si anomalie échographique suggestive de pathologie génétique grave tel que
immobilisme foetal, cardiopathie létale ou syndrome poly malformatif, anomalie rénale avec
rénale terminale in utero; dans ce «cas, restera

insuffisance le diagnostic est et

échographique. Le recours a la biologie moléculaire n’est pas souhaitable du fait de la

52




Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

grande variabilité d’expression des maladies génétiques, de I’hétérogénéité allélique et
génétique.

-si anomalie mineure : situation plus difficile puisqu’il est rare qu’une certitude
diagnostique soit obtenue, et encore plus rare que le pronostic soit univoque. Ceci rend la

prédiction du devenir post natal difficile.

< Découverte prénatale d’une cardiopathie congénitale
Environ 5% des malformations cardiaques sont en rapport avec une anomalie génique.
La découverte d’une cardiopathie conotroncale (par exemple tétralogie de Fallot) a
I’échographie impose la recherche par cytogénétique moléculaire de la délétion du
chromosome 22q11 responsable du syndrome de Di George.

< Découverte d’'une masse intestinale hyperéchogéne
Une hyper échogénicité intestinale, plus ou moins associée a des images de dilatation
intestinale évocatrices d’une obstruction digestive et /ou a une absence de vésicule biliaire
sont des anomalies trés évocatrices de mucoviscidose. La fréquence dans ces cas en est de
3% et impose une étude moléculaire a la recherche de mutations au locus CFTR ainsi que la
recherche d’une infection virale (CMV surtout).
Si le terme de la grossesse est inférieur a 20 SA, le dosage des enzymes intestinales dans le
LA est contributif : un dosage normal avant ce terme permet d’exclure une mucoviscidose.
Mais seule I’identification chez le foetus de deux mutations, héritée chacune d’un parent,
pose le diagnostic certain de mucoviscidose [94].

< Découverte échographique d’un omphalocele
Le principal probléme est d’éliminer une anomalie chromosomique par le caryotype feetal ou
une malformation associée par I’échographie. Dans certains cas (macrosplanchnie), la
question du diagnostic moléculaire du syndrome de Wiedmann-Beckwith a été soulevée. Il
serait alors possible de faire le diagnostic par les méthodes de la génétique moléculaire.

< Découverte prénatale d’'une anasarque inexpliquée
La découverte échographique d’une anasarque (cedeme sous cutané feetal généralisé avec

épanchement des séreuses) peut déboucher sur un diagnostic de maladie génique.
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Une cause curable doit étre reconnue en urgence (anémie foetale acquise, compression

médiastinale réversible, trouble du rythme cardiaque accessible au traitement médical) ;

Dépistage des maladies génétiques en population générale

Bien que de nombreuses maladies génétiques soient techniquement dépistables en
population générale, il n’y a a ce jour aucun programme de dépistage commun a tous les
pays européens en dehors du dépistage néonatal historique. La plupart des dépistages sont
effectués dans le cadre d’enquétes pilotes ou limités a des populations a haut risque.

Les pathologies concernées sont :

% Hémoglobinopathies
Ce sont les B-thalassémies homozygotes qui prédominent largement le groupe de ces
maladies génétiques; elles sont particulierement fréquentes chez les personnes d’origine
asiatique, mais restent trés présentes chez les Méditerranéens et les personnes originaires
du Moyen-Orient. En raison du caractére habituellement autosomique récessif, les parents et
singulierement la femme enceinte n’ont pas de signe d’appel particulier, le diagnostic est
souvent rétrospectif, suite a la démarche diagnostique effectuée sur un enfant né affecté.

% Mucoviscidose
La mucoviscidose, ou fibrose kystique du pancréas, est la maladie génétique grave de
transmission récessive la plus fréquente dans les populations européennes [95].
En France, un nouveau-né sur 3 500 environ est atteint de mucoviscidose, et la prévalence
est de 250 nouveaux cas par an.
En France, la mutation 8F508 représente 70% de I’ensemble de ces mutations [96]. Mais le
brassage des populations dans les pays rend illusoire le dépistage de la mucoviscidose en
population générale.
C’est pourquoi les recommandations publiées par un groupe d’experts sont [97] :
- les personnes apparentées a un malade doivent se voir offrir un test, de méme que les

conjoints des malades ;
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- une information sur la maladie et une explication sur le dépistage et ses conséquences
doivent étre données en période anténatale ;
- si le dépistage est réalisé, ce doit étre le plus tot possible dans la grossesse. Ce dépistage
est possible deés 11 SA, par un PVC. Le résultat est obtenu en moins d’une semaine.

% X-Fragile
C’est la cause la plus fréquente de retard mental héréditaire. L’estimation de la fréquence du
syndrome de I’X fragile est de un garcon sur 4 000 et une fille sur 8 000. La fréquence de la
prémutation chez les femmes est de 1/259 [98].
Le gene de I'X-Fragile a été identifié en 1992, rendant ainsi plus simple et plus fiable son
diagnostic moléculaire et offrant la possibilité d’'un dépistage systématique [99].
A I’heure actuelle, le dépistage de I’X fragile n’a été réalisé que dans le cadre de
programmes de recherche en Australie, a New York et en Finlande.
En pratique, en France a I’heure actuelle, la bonne stratégie consiste a s’intéresser, par
I'interrogatoire des patientes, aux retards mentaux dans la famille, a les identifier et a
remonter ainsi chez les patientes a risque en age de procréer ou en début de grossesse,

pour rechercher chez elles la prémutation et leur proposer le DPN.

Les maladies infectieuses :

Des agents infectieux a I'origine de maladies bénignes ou asymptomatiques chez la
mere peuvent étre transmis au foetus chez lequel ils peuvent entrainer des lésions parfois
irréversibles. La gravité de I'atteinte foetale est variable selon I’agent infectieux et pour une
infection donnée, selon le terme de la grossesse. De facon générale, il faut retenir que les
infections en début de grossesse sont graves mais peu fréquentes et, qu’a l'inverse, les
infections de fin de grossesse sont peu ou pas graves mais tres fréquentes.

C'est dire I'importance de I'établissement individuel du pronostic une fois porté le
diagnostic d’infection feetale.

Pour toutes ces pathologies infectieuses, la sérologie maternelle est capitale puisque, sauf
cas exceptionnels (immunodépression), une femme immunisée ne peut pas transmettre un

parasite ou un virus.
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Le diagnostic d’infection feetale peut étre porté dans 2 circonstances trés différentes :
dépistage sérologique ou diagnostic clinique d’une infection maternelle, d’une part,
diagnostic échographique d’une anomalie morphologique foetale pour laquelle une étiologie
infectieuse est soupconnée.

Par ordre décroissant du nombre de cas en France, nous allons étudier I'indication
d’un prélevement foetal devant une toxoplasmose, des infections dles au CMV, aux

parvovirus, aux virus de la varicelle et de la rubéole.

Toxoplasmose

La toxoplasmose représente la principale infection parasitaire congénitale.
L’'importance de la séroprévalence de I'infection chez les femmes en age de procréer estimée
a 54% a pour conséquence une incidence de prés de 2% de la toxoplasmose au cours de la
grossesse chez les femmes non immunisées [100].

En cas de séroconversion maternelle, la contamination foetale est estimée a environ 10 a 30
% des foetus [101] et le risque de passage transplacentaire est proportionnel a I'dge
gestationnel : < 5 % avant 5 SA, > 80 % en fin de grossesse [102]. Inversement, les séquelles
feetales sont d’autant plus importantes que linfection a été acquise tot pendant la
grossesse.

Les manifestations congénitales de la toxoplasmose sont essentiellement neurologiques et
oculaires. Les formes séveres associent hydrocéphalie, retard psychomoteur et choriorétinite
maculaire et représentent moins de 10 % des cas. Les formes discrétes se traduisent par des
calcifications intracraniennes sans retard psychomoteur, une hyperalbuminorachie ou une
choriorétinite périphérique.

Les formes infra cliniques sont les plus fréquentes (plus de 90 % des cas) mais peuvent se
compliquer dans I'enfance, I'adolescence, voire I'dge adulte d'une choriorétinite avec cécité ;
d’ou I'intérét d’une surveillance ophtalmologique réguliere et prolongée [103].

Si une anomalie échographique permet de porter un diagnostic d'infection sévére qui peut
justifier une IMG, une évolution échographique normale ne permet en aucun cas d'exclure

une infection feetale.
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C’est pourquoi dés qu’une infection maternelle est démontrée ou fortement suspectée
pendant la grossesse, une analyse biologique du LA est indiquée afin de reconnaitre une
éventuelle transmission de I'infection au foetus et ainsi de démarrer le traitement spécifique.
Ce diagnostic proposé il y a une quinzaine d’années par Daffos comportait un prélévement
de LA et de sang foetal [104].

L’amniocentése est effectuée de la 18¢ semaine de grossesse a l'accouchement en
respectant un délai minimum de 4 semaines entre la date de la séroconversion maternelle et
celle du préléevement du LA, ce qui diminue le nombre de faux négatifs [105]. Les
séroconversions tardives du 8&me mois peuvent bénéficier d'une ponction de LA durant le
9éme mois. 20 a 30 ml de LA sont prélevés, en faisant attention a ne pas contaminer le
préléevement par le sang maternel afin d’éviter des éventuels faux positifs.

La recherche du parasite est effectuée conjointement dans le LA par PCR (polymerase chain
reaction) et inoculation a la souris (pour pallier les rares problemes techniques de la PCR)
[106]. L’introduction de la PCR a permis un gain trés significatif de sensibilité du DPN par
rapport aux méthodes conventionnelles. Enfin il faut souligner I'importance d’un DPN
précoce et rapide afin d’instituer un traitement spécifique in utero avant que le parasite

n’induit des lésions irréversibles [107].

Cytomégalovirus (CMV)

On estime que 1 a 4 % des femmes séronégatives développent une primo-infection
durant la grossesse et que l'incidence des infections congénitales varie entre 0,2 et 2 %
[108].

L’infection a CMV constitue la cause principale des handicaps neurosensoriels acquis
pendant la vie intra-utérine. Chez les femmes immunisées, les réinfections sont fréquentes
et s’accompagnent souvent d’une réapparition des IgM et d’'une excrétion virale dans les
urines qui n’a pas d’incidence majeure.

La prévalence des anticorps sériques anti-CMV chez les femmes en age de procréer est en
moyenne de 60%. Cette séroprévalence est proportionnelle a I'dge et a la parité et

inversement proportionnelle au statut socio- économique [109].
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A la suite d’une primo infection maternelle, le taux de transmission au feetus est de 30 a
40%, tandis qu’elle est de 1% en cas de récurrence.

90% des foetus contaminés seront asymptomatiques a la naissance, 10% d’entre eux
présenteront un développement anormal avec des séquelles neurosensorielles variables,
essentiellement a type de surdité [110].

2 situations se présentent pour le DPN :

- Il existe des anomalies échographiques dont le pronostic est d’emblée péjoratif
(atteinte cérébrale : ventriculomégalie, microcéphalie, calcifications), une amniocentése est
pratiquée méme en I’absence d’infection maternelle confirmée.

-1l existe des anomalies échographiques dont le pronostic est difficile a établir ;
intestin hyperéchogéne isolé, RCIU isolé, placenta épais, oligoamnios. Dans ce cas, il est
utile de vérifier la sérologie maternelle a CMV. Si celle-ci est négative, il n’y a bien sir
aucune raison de chercher le virus chez le foetus. Si la sérologie est positive et méme en
I’absence d’IgM, une recherche de CMV doit étre proposée d’emblée. . Le vrai progres réside
dans la mesure de 'avidité des anticorps qui permet de savoir si une infection est antérieure
ou non a la grossesse [111] et donc de ne pratiquer un DPN qu’a bon escient.

Il y a quelques années, le DPN reposait sur la biologie effectuée sur sang foetal, les formes
congénitales étant, de facon générale, accompagnées d’une thrombopénie majeure.
Actuellement, le diagnostic repose sur la biologie moléculaire sur LA.

La recherche de CMV sur LA est pratiquée aprés amniocentése réalisée au moins 6 semaines

apres I'infection maternelle, et pas avant 22 SA [112].

Rubéole

Grace a la vaccination, I'infection rubéolique est devenue rare en cours de grossesse,
mais n’a pas encore disparu. L’incidence des rubéoles congénitales est de 4 a 7 pour
100 000 naissances [113]. Le risque de passage transplacentaire est maximal en début et en
fin de grossesse. La gravité de [I'atteinte foetale diminue avec le terme. Les
embryofoetopathies graves sont le fait d’infections feetales de la 1¢ moitié de la grossesse

[114].

58



Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

Comme la toxoplasmose, la rubéole est souvent peu symptomatique, son diagnostic repose
donc sur le dépistage sérologique.
Le DPN de I'infection rubéolique congénitale par prélevement de LA est indiqué si I'infection
maternelle survient dans une période a risque pour le feetus.
Lorsque I'infection maternelle a eu lieu entre 11 jour apres la conception et 18 SA, un bilan
de contamination foetale sera proposé. Avant et au-dela de ce terme, les risques d’anomalies
feetales sont quasi nuls et le DPN invasif n’est pas utile. Une surveillance échographique peut
suffire [115].
Le diagnostic de contamination foetale repose comme dans d’autres pathologies infectieuses
foetales sur des signes directs et des signes indirects.
Les signes directs de I'infection foetale sont :
-la détection de I’ARN viral en biologie moléculaire sur LA prélevé par amniocentése
[116]. Cette technique permet un diagnostic rapide. Les conditions de prélevement et de
transport sont strictes (LA clair, transport congelé). Elle pourrait étre réalisée des 18 SA ;
-l’acces au sang foetal permet de rechercher les anticorps IgM spécifiques.
Cependant, malgré une infection confirmée, la production d’IgM antirubéoliques est
inconstante [117].
Parmi les signes indirects, le plus spécifique de Iinfection foetale est le dosage de
I'interféron foetal (élevé en cas d’infection foetale).
Enfin il semble nécessaire d’évoquer la possibilité d’embryofoetopathie rubéolique devant

tout RCIU associé une anomalie cardiaque foetale.

La varicelle

Au contraire de la rubéole, la varicelle est symptomatique chez I’adulte; le diagnostic
de l'infection maternelle est donc clinique. Il s’agit d’une maladie hautement contagieuse
induisant une immunité tres stable : environ 95 % des femmes enceintes sont immunisées.
L’incidence de la varicelle congénitale est de 1 a 5 cas pour 10 000 grossesses. Sa survenue

avant 24 SA peut entrainer des atteintes graves. Globalement, de 0 a 21 semaines, le risque
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est d’environ 2 % et ne justifie jamais d’interruption de la grossesse sans DPN préalable. Prés
du terme, le risque d’infection foetale est de 25 a 30 % [118].
En pratique, devant une séroconversion maternelle avant 20 SA, un prélévement feetal a la
recherche d’une contamination fcetale ne doit étre envisagé qu’en cas d’anomalies
échographiques. Ceci justifie une échographie mensuelle ciblée sur le p6le céphalique et les
extrémités céphaliques. Les signes les plus caractéristiques sont une aplasie ou hypoplasie
des membres, une atteinte oculaire (choriorétinite, cataracte, microphtalmie), des
calcifications hépatiques, des atteintes neurologiques variées (microcéphalie, hydrocéphalie).
Le diagnostic biologique de varicelle congénitale se fait sur LA : L’émergence de la biologie
moléculaire avec les techniques de PCR a permis un progrés important dans le diagnostic de
la varicelle. Dés 1991, I'application au dépistage est évoquée et montre une meilleure
sensibilité que les cultures cellulaires. Le premier cas de DPN positif est rapporté en 1992.
En pratique, seuls quelques cas diagnostics anténataux positifs ont été rapportés dans la
littérature. L'expérience de plusieurs équipes [119] semble montrer qu’'un DPN n’est pas
intéressant lors d’une varicelle maternelle pour les raisons suivantes :

- le risque d’embryofoetopathie est faible (inférieur a 1 %) ;

- la mise en évidence directe ou indirecte du VZV chez le foetus ne s’accompagne
pas toujours d’un syndrome de varicelle foetale ;

- les anomalies foetales peuvent survenir a distance de la varicelle maternelle
lorsqu’elles sont secondaires a un zona in utero ;

- enfin, malgré I'utilisation de la PCR, il peut exister des faux négatifs
Il semble que la meilleure prévention de la varicelle congénitale soit, plutét que la réalisation
de préléevements ovulaires, la surveillance mensuelle par échographie du foetus durant toute

la grossesse.

Parvovirus

Le parvovirus B19 au cours de la grossesse peut étre responsable dans 30 a 40% des
cas d’une anasarque foeto-placentaire, complication feetale grave liée a une anémie

profonde ou d’une mort in. utero.
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La séroprévalence est d’environ 60% chez les femmes enceintes. Les infections surviennent
le plus souvent par épidémie.

Le taux de transmission feetale varie selon le trimestre d’exposition maternelle. Il est estimé
a 0 en période périconceptionnelle, 14 % a la fin du Ter trimestre, 50 % a la fin du 2éme, et
plus de 60 % au 3eéme trimestre.

Les conséquences sur le feetus ont été mieux évaluées grace aux travaux de Miller qui a suivi
de facon prospective 427 femmes ayant fait une infection a parvovirus [120].

Il Ny a pas de risque tératogéne décrit dans I'ensemble de la série. Le taux de pertes
foetales (PF) est nettement accru lors des infections avant 20 SA (15 % contre 5 % dans une
population témoin). Un taux qui inclut le risque de fausse couche précoce, qui semble
légerement accru, et le risque de mort in utero par anémie aigué. Lors des infections apres
20 SA, le risque de PF n’est pas augmenté dans cette étude. La survenue d’une anasarque
foetoplacentaire complique dans la série de Miller 1,7 % des infections maternelles. Dans
cette méme série, toutes les anasarques surviennent apres une infection maternelle entre 11
et 18 SA avec un délai d’apparition de 11 a 17 semaines apres l'infection. Une
myocardiopathie peut s’associer a I'atteinte foetale hématologique et entrainer une
défaillance cardiaque foetale. Rodis [121] rapporte le devenir de 539 cas d’anasarques
foetoplacentaires secondaires a une infection a parvovirus, a partir d’'une enquéte aupres des
membres de la Société des obstétriciens périnatalogistes d’Amérique du Nord. Les
anasarques ont été dépistées entre 16 et 36 SA avec une grande majorité au 2¢me trimestre,
et environ 8 a 12 semaines apres l'infection maternelle. L’évolution rapportée des
anasarques est de 30 % vers la mort in utero, 34 % vers une résolution spontanée, 29 % vers
une résolution aprés transfusion in utero et 6 % de mort in utero malgré transfusion.

Méme si cette étude rétrospective est tres hétérogene, elle a le mérite de sa taille et permet
de constater que parmi les foetus ayant recu des transfusions in utero la survie est de 84 %.
Le délai de résolution des signes échographiques d’anémie foetale est dans cette étude d’au
plus 6 semaines. Aucune information n’est apportée sur les anasarques du 3@me trimestre,
entité rare. Le suivi a long terme des enfants ayant été infectés in utero est bon. Il n’y a pas

de séquelles sur le développement a long terme.
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Le diagnostic de I'atteinte feetale repose sur la sérologie. En cas d’infection maternelle
prouvée (les anticorps de type IgM apparaissent 3 a 4 jours aprés le début clinique de la
maladie), la plupart des auteurs recommandent la mise en place d’un suivi échographique
(hebdomadaire) et suffisamment prolongé (6 a 8semaines) pour dépister les lers signes
d’hydrops fetalis. Parallelement, une amniocentese est pratiquée pour la mise en évidence
du génome par PCR, tout en sachant qu’elle ne peut pas renseigner sur le degré d’anémie
induite par l'infection au parvovirus. La sérologie avec recherche d’IgM antivirus du
parvovirus dans le sang feetal ou de cordon n’est pas fiable puisqu ‘elle a une sensibilité
inférieure a 50 %.

Ainsi, dés la découverte d’'une anasarque a I’échographie, une PSF confirmera le diagnostic
en constatant une anémie sévére plus ou moins régénérative selon le moment du
prélévement et permettra de corriger cette anémie par transfusion in utero.

Plusieurs auteurs ont rapporté des succes thérapeutiques, aboutissant ainsi a une guérison
sans séquelles néonatales [122,123].

En I’absence de tout traitement in utero, I’évolution se fait dans 10 a 30 % des cas vers la
mort foetale [123]. Il faut savoir que dans de nombreux cas, I’anasarque se résout
spontanément, sans intervention et les enfants naissent normaux. Dans les cas les plus
séveres, une prise en charge précoce et adaptée en centre spécialisé peut permettre une

guérison totale et sans séquelle des foetus atteints.
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LES TECHNIQUES
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Le prélevement est réalisé dans un local réservé aux prélevements feetaux, dans des
conditions d’asepsie rigoureuse, les exceptionnelles complications maternelles graves,
comme nous le verrons par la suite, pouvant aller jusqu’au décés maternel, sont
exclusivement d’origine infectieuse.

Tout préléevement feetal doit étre précédé d'une consultation spécifique, comportant :

- une information claire, loyale et objective sur les bénéfices attendus du geste, sur
les risques encourus par le feetus et la mere et sur les découvertes fortuites liées au
geste ( par exemple un syndrome de Turner)

- une vérification du groupe sanguin, la recherche d’agglutinines irréguliéres ainsi que
des sérologies récentes pour la toxoplasmose, la rubéole, hépatite B, hépatite C, le
virus de I'immunodéficience humaine et le cytomégalovirus.

- la proposition d’un soutien psychologique en cas de dépistage d’une fragilité d’un
des membres du couple d’autant plus que I'on suspecte un parcours long pouvant
déboucher sur une IMG.

- la réalisation d’un dossier de diagnostic anténatal.
Les différentes techniques des préléevements foetaux ne sont pas concurrentes, mais sont au
contraire complémentaires les unes des autres, le choix doit étre fait de telle facon que

I’'information soit la meilleure possible avec le maximum de sécurité.

L’AMNIOCENTESE

Depuis le premier caryotype réalisé a partir d’un échantillon de liquide amniotique en
1965, I'amniocentese ou prélévement de LA s’est imposée comme la plus simple et la plus
répandue des techniques d’accés au feetus. L’amniocentése consiste a prélever du LA dans le

but de déterminer et de détecter des anomalies moléculaires et biochimiques.

Bases physiologiques

La cavité amniotique (figure 3) apparait au 13¢me jour qui suit la fécondation. Son
volume augmente progressivement au cours de la grossesse: il est d’environ 200ml a 16 SA
et se compose essentiellement d’un ultrafiltrat du plasma maternel, puis atteint un

maximum a 34 SA (1000ml) ou les apports de I'urine et du poumon foetal sont en équilibre
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avec la déglutition. Puis le volume décroit vers la fin de grossesse allant de 800ml a 40 SA a
550 a 42 SA [124].

Elle contient des amniocytes et des cellules provenant de la desquamation des
cellules épidermiques foetales, qui permettent apres culture, la réalisation du caryotype.

Méme si le LA contient plus de 200 cellules / ml a 16 SA, seulement un petit nombre
de cellules (3,5+/_1,8 cellules/ml de LA) est capable de se cultiver et de produire des
colonies. Les cellules dérivant du LA de la 24éme a la 32éme SA montrent un déclin
significatif dans I'efficacité de la culture (<1,5 clones/ml de LA).

Ceci montre I'intérét de bien choisir le moment opportun pour le prélevement.

En raison de la persistance du coelome extra embryonnaire au premier trimestre de
grossesse, l'amnios n’est pas encore accolé au chorion rendant la réalisation de

I’amniocentése délicate a cette période.

futur placenta

chorion

embryon

liquide amniotigue UtérLS

Figure 3 : cavité amniotique
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Terme

L’amniocentése est classiqguement réalisé a partir de 11SA jusqu’au terme de la

grossesse [125] et ’on peut distinguer :

-I'amniocentése précoce entre 11 et 14 SA

-I'amniocentése classique entre 15 et 20 SA

-I’'amniocentése tardive au dela de 20 SA

Sur le plan pratique, les deux derniéres sont peu différentes, se distinguant seulement par
un rapport moins favorable entre volume feetal et volume du LA aprés 20 SA. La période
optimale pour sa réalisation se situe entre 15 et 17 SA car c’est au cours de celle ci que ce
rapport est le plus propice et que la proportion d’amniocytes et de cellules foetales
desquamées vivantes est la plus importante [125].

L’amniocentése précoce tire ses indications de la nécessité d’obtenir un résultat plus
tot au cours de la grossesse (permettant éventuellement une IMG avant la perception
maternelle des premiers mouvements actifs feetaux). Elle est de réalisation plus délicate car
a ce terme la quantité de LA est plus faible et I’lamnios n’est pas encore accolé au chorion en

raison de la persistance du coelome extra embryonnaire [126].

Bien que des amniocentéses aient été décrites avant 12 SA, la fréquence des
complications et des échecs de culture a un terme précoce doivent faire recourir a un autre
type de prélevement a ce terme [127].

Il n’y pas de limite supérieure. Le prélévement peut étre pratiqué en fin de grossesse,
mais le retard au diagnostic fait porter, en cas de décision d’'interruption de grossesse, des
risques physiques et émotionnels tres importants a la femme.

L’amniocentése tardive garde une seule indication: c’est la découverte tardive de

malformations feetales a I’échographie de 3¢me trimestre.
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Matériel

-un badigeon chirurgical

—-champs stériles

-un sac de protection stérile pour la sonde d'échographie

-du gel de contact stérile

-des seringues a usage unique (une de 2 ml, 2 de 10 ml plus facile a remplir qu’une de 20
ml)

-un flacon de mise en culture type tube " Falcon "

—une aiguille de type ponction lombaire de diamétre 0.9 mm (20 G) de 9 cm de long ou une
aiguille spécifique a amniocentese (aiguille de Wallace) de méme diamétre mais disponible
en plusieurs longueurs : 9, 12, 15cm. Cette derniére a comme avantage de procéder une

extrémité légérement striée, échogéne, permettant son repérage échographique plus facile.

Technigue opératoire (figure 4)

a- c'est un geste réalisé en ambulatoire; patiente non a jeln; une prémédication, une
anesthésie locale, la prescription de tocolytiques ne sont pas nécessaires. L’efficacité d’une
antibioprophylaxie pour réduire le taux de fausses couches aprés amniocentése est
inconnue. Son utilisation n’est pas recommandée, méme si de nombreuses complications de
la technique sont dues a une éventuelle infection.

b- réalisation d'une échographie permettant de vérifier la vitalité foetale, le terme, la quantité
de LA, la position du placenta, l'accessibilité d'une citerne amniotique pour la ponction en
évitant un passage trans placentaire si possible.

c- désinfection cutanée de la paroi abdominale selon les protocoles du CLIN.

La sonde d’échographie est isolée dans un sac stérile, et le contact avec la peau est assuré
par le gel stérile

d- choix du site de ponction : il faut s'efforcer de ponctionner le plus haut et médian
possible sur l'utérus car cette région est moins douloureuse et expose moins au risque
d'hydrorrhée post amniocentése, le repérage est facilité par une sonde mise dans un axe
sagittal,

e- Apres repérage échographique de la plus grande citerne amniotique, le trocart ou

I’aiguille est introduite a travers la paroi abdominale, sous controle échographique continu,
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le passage des membranes doit étre franc et rapide pour éviter de refouler I'amnios au
devant de l'aiguille sans le traverser (surtout en cas d'amniocentése précoce lorsque le
coelome extra embryonnaire est encore présent). 2 cas de figures sont possibles [5] :

- soit selon la " free hand technique " ot un aide se concentre sur I’échoguidage pendant
que l'opérateur réalise le prélevement,

- soit le méme opérateur tient d'une main la sonde et de l'autre aiguille, il demande alors
a un aide d'aspirer le liquide, cette méthode permet une meilleure coordination entre
repérage et ponction,
f- retrait du mandrin et aspiration avec la seringue de 2 ml : le Ter ml de LA aspiré sera jeté
afin d'éviter la contamination du prélévement par des cellules maternelles,
g- prélevement de 1 ml de liquide amniotique par SA (avant 15 SA) ou 20 ml aprés ce terme,
adressé au laboratoire rapidement protéger de la lumiére par du papier aluminium,
h- retrait de l'aiguille d'un geste rapide apres avoir remis en place le mandrin : ce geste est
d'autant moins douloureux qu'il est effectué apres avoir laché I'aiguille pour qu'elle indique
I'axe du retrait,
i— vérification de I'activité cardiaque foetale

j- surveillance de une a deux heures

Compte-rendu :

Il est important de noter la quantité de liquide prélevée, sa couleur, la réalisation
d'une ponction transplacentaire, I'existence et la durée d'un saignement ovulaire.
En cas de ponction sur une grossesse gémellaire, la réalisation d'un schéma est
indispensable. Il convient également de noter si les prélevements ont été effectués par une

seule ou deux ponctions.

Contre-indications :

Il s'agit en fait plus de limites techniques que de véritables contre-indications de la
méthode. L’expérience de I'opérateur joue ici un role capital. De plus, dans la majorité des
cas, ces contre-indications ne concernent que les amniocentéses précoces et sont
temporaires [128]. Il s’agit principalement de :

- obésité maternelle majeure
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- volumineux fibromes antérieurs avec interposition sur le trajet de l'aiguille

- interposition de la vessie ou de l'intestin en cas d'utérus retroversé

Les infections virales maternelles (hépatite B, hépatite C, VIH) ne sont pas de véritables
contre-indications a I'amniocentése. Il existe cependant un risque non négligeable de
contamination en cas de virémie maternelle [129]. De plus, il existe également un risque de
positiver faussement un prélevement de LA en I'absence d’infection feetale, comme dans le
CMV par exemple ou la négativité de la virémie maternelle est souhaitable avant une
amniocentése.

Il est important dans ces cas-la de discuter avec les parents du rapport bénéfice/risque. Le
risque global pour le VIH, pour autant qu'on puisse le savoir, serait multiplié par deux par
rapport au risque de contamination en dehors de tout geste obstétrical. Ainsi, en reprenant
les observations de l'enquéte périnatale francaise série portant sur 1640 femmes non
traitées et leurs enfants [130], le taux de transmission a été de 28,95 % (22/76) en cas de
gestes obstétricaux contre 15,79 % (247/1564) dans le cas contraire, différence qui s'avere
significative malgré le faible effectif de I'échantillon des meres ayant fait I'objet d'actes
obstétricaux. Cependant il faut souligner dans cette étude qu’aucun traitement n’encadrait
le geste. Les méthodes les plus invasives, comme les PVC et les PSF, devraient étre évitées au
bénéfice de 'amniocentése.

En cas de séropositivité VIH et d’amniocentese indispensable, une prophylaxie antirétrovirale
est indiquée. Elle peut se limiter a prescrire de la zidovudine par voie orale en commencant
si possible deux semaines environ avant I'amniocentése et par perfusion au cours de I'acte.
Si la femme a une charge virale élevée, on peut envisager une bi voire une trithérapie
encadrant I'amniocentese.

De plus, en cas de séropositivité pour le VIH, il faut absolument éviter de ponctionner en

trans placentaire.

Cas particuliers

-hydramnios :
En cas d'analyses cytogénétiques, I'effet de dilution des amniocytes doit faire prélever une
plus grande quantité de LA (100 a 200 ml en fonction de I'importance de cet hydramnios),

elle permet en outre un amniodrainage permettant de lever la surdistension utérine.
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- oligo ou anamnios :
On peut réaliser préalablement une amnio-infusion, cependant il existe un risque important
d'échec de culture cellulaire. Dans ce cas le PSF doit étre préféré.

- rhésus maternel négatif :
Une prévention de I'allo-immunisation maternelle est impérative par injection
d'immunoglobulines anti-D

-allo immunisation maternelle connue :
Le risque de réactivation de l'allo-immunisation est réel. L'injection d’anti D n'est pas utile.

—-ponction transplacentaire :
Si le placenta est antérieur, on introduit le trocart le plus loin possible de l'insertion du
cordon afin d'éviter un gros vaisseau de la plaque choriale et la contamination sanguine de
LA, et ce, d’autant plus que le terme est tardif. En effet, il a été montré que le passage
transplacentaire expose au risque de saignement d’un vaisseau placentaire et donc d’un LA
hémorragique que les cytogénéticiens interpretent avec davantage de difficultés en raison du
risque de contamination du prélévement par des cellules maternelles. La région de la plaque
choriale doit donc étre évitée en raison de sa richesse en vaisseaux.
Bien que les résultats d’études déja publiés sur I'amniocentése transplacentaire, au début
discordants, ne font plus part d’un risque de fausse couche plus élevée [131], ils ont
cependant indiqué un risque accru de transfusions de la mere au feetus [132,133].

- obésité :
Le prélevement sera plus tardif afin de faciliter le repérage. Il faut utiliser des aiguilles de
méme diameétre, mais plus longues, 12 ou 15 cm.

- ponction transvaginale :
Shalev et al [134] ont décrit une ponction de LA par voie transvaginale :
La ponction est alors réalisée sous le contrble d’une sonde d’échographie endovaginale.
Sur 356 ponctions effectuées entre 10 et 12 SA, un seul échec est noté (0,3 %). L'aiguille (20
cm de long, 0,7 mm de diamétre : 21 G) est dirigée dans I'amnios sous guidage d'une sonde
vaginale de 6,5 MHz. Il y eut six pertes feetales dans les deux semaines suivant la technique

(1,7 %).
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Cette voie ne semble pas présenter d’avantages évidents sur la voie abdominale
pratiqguement toujours utilisable. Elle est pratiqguement abandonnée.
- LA hémorragique
Normalement, le LA ressemble a de I'urine diluée. Il peut étre teinté de sang, le plus souvent
en raison d’un saignement maternel dans la cavité au moment de I'intervention. La présence
d’un LA décoloré lors de I’amniocentese représente un risque accru de perte de grossesse
[135]. Un LA fraichement teinté de sang doit étre analysé séparément au moyen d’un test de
kleihauer et d’une numération cellulaire afin de savoir si le nouveau sang est d’origine
maternelle ou feetale. S’il s’agit de sang feetal, il se peut que I'xFP soit élevée, en I'absence
d’une étiologie révélant une anomalie congénitale. Selon la recommandation des directives
cliniques de la SOGC, une prophylaxie pour la maladie Rh doit étre administrée si la patiente
est Rh négative [136].
- contact feetus-aiguille

Il arrive parfois que le feetus vienne secondairement au contact de I’aiguille empéchant ainsi
I’aspiration du LA. Lorsque le feetus ne s’éloigne pas spontanément, on peut étre amené a le
mobiliser par des manceuvres externes douces, a tourner l'aiguille sur elle méme, voire a la
retirer. Il est recommandé de ne pas pratiquer plus de deux insertions d’aiguilles dans la
paroi utérine. Si I'intervention ne réussit pas, il faut attendre au moins 24 heures avant de
faire une autre tentative. La possibilité de voir en permanence la pointe de l'aiguille a
considérablement diminué le nombre de blessures foetales, mais des accidents, en
particulier cérébraux [137] sont encore exceptionnellement décrits et incitent a rester tres
concentré pendant tout le prélévement. Le retour a domicile est autorisé apres une courte
période de repos. La patiente est bien informée de I'importance de limiter son activité
pendant les 24 heures qui suivent le prélevement, mais I'efficacité de cette réduction de
I’activité dans la prévention du risque de perte foetale n’a pas été bien étudiée. Il est
recommandé de consulter un médecin au moindre signe d’alerte, en particulier en cas de

pertes liquidiennes inhabituelles par le vagin.

Les échecs de ponction

Les échecs de ponction sont rares et se situent en moyenne entre 0,5 et 1% [138] et

est fonction du :
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< Terme:
Avant 12 SA, méme si le sac amniotique est aisément repérable, I'existence de la cavité extra
ceelomique rend I'accés au LA difficile et ce, d’autant que les membranes ne sont souvent
pas accolées. Il est donc préférable d’attendre 11-12 SA.

< Limites techniques :
-obésité maternelle majeure
—-utérus comportant de volumineux fibromes antérieurs pouvant s’interposer sur le trajet de
I’aiguille
-interposition de la vessie et de I'intestin qui se rencontrent en cas d’utérus rétroversé et qui
ne sont que temporaires
-mauvaise visualisation échographique de la cavité amniotique (anamnios)
Mais, pour la majorité des auteurs, ces échecs ne représentent pas plus de 2% des
amniocentéses réalisées avant 15 SA.

< Nombre de tentatives de prélevement (tableau 5).
Dans un certain nombre de cas, plusieurs tentatives de préléevement s’averent nécessaires :
-Avant 15 SA, le taux d’échec apres la 1ére tentative se situe entre 0% a 4,1%, il est de 0 a
3,1% a la 2éme tentative.
-Aprés 15 SA, le taux d’échec est moindre, autour de 0,3 % apres une 1ere tentative.
En cas d’échec, la patiente est généralement reconvoquée au moins 24 heures aprés pour
une nouvelle tentative.

Les dernieres études ont montré alors un taux de réussite de 100% a la deuxiéme tentative.

Tableau 5 : Amniocentése avant 15 SA. Taux de réussite

- —

Auteurs PLA ler essai (%) 2e essai (%) | PLA 17 SA (%)

Patil et al [140] 335 98,8 100

Elejalde et al [141] 615 96,7 100

Stripparo et al [142] 505 99,4 100

Nevin et al [143] 222 100

Hanson et al [144] 936 96,9 96,9 100
Kerber et al [145] 430 99,8

Buscaglia et al [146] 758 98,2 100
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Rousseau, Boulot et al [147] 241 95,9 98,3 100
Diaz Vega et al [139] 181 98,4
Thoulon et al [125] 553 97,6 99,1 99,6

PLA : préléevement de liquide amniotique.

Les échecs de culture

Les échecs de culture sont rares et dépendent de plusieurs facteurs :

a -en raison du terme :

Les échecs de culture représentent environ 1% des amniocentéses a un terme < 15 SA [148].
Ces échecs sont d’autant plus fréquents que le terme est précoce (< 12 SA) [148]. Parfois au
dela de 28 semaines des difficultés de culture sont rencontrées du fait d’une plus faible
proportion d’amniocytes vivants.

b- En raison d’une contamination maternelle :
L’inclusion de cellules maternelles dans la culture de LA peut entrainer une erreur ou des
difficultés diagnostiques.

Pour diminuer ce taux il faut éliminer le début de recueil du LA.

3- En raison d’une difficulté d’interprétation

Les mosaiques et pseudo mosaiques sont rares a 18 SA: 0,2%, elles sont I’apanage
des prélevements plus précoces : avant 13 SA, 0,28% de vraies mosaiques et 5,04% de

pseudo mosaiques [149].

Conclusion

L’amniocentése est le préléevement foetal le plus simple et comportant le moins de
risque de perte feetale. Les progres réalisés dans les techniques de laboratoire tendent a en

faire de plus en plus le prélevement universel en dehors de quelques indications spécifiques.

Figure 4 : Amniocentése

73



Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

Amniotic fluid
Placenta

Fetus

Uterus
(womb)

Cervix

CHORIOCENTESE

Définition

Développé en France depuis 1982, le prélevement des villosités choriales (PVC) est la
technique de DPN qui consiste a prélever des tissus choriaux a partir du placenta en
développement. Il s’agit de la technique la plus fréquemment utilisée au 1er trimestre pour

I’évaluation du caryotype foetal et des anomalies moléculaires et biochimiques.,

Rappels embryologiques

Six jours aprés la fécondation, I’ceuf s’implante dans la cavité utérine. Au moment de
la nidation, il se compose d’une masse cellulaire centrale le bouton embryonnaire, et d’une
couronne périphérique, le trophoblaste, qui apparait des le 5&me jour. La masse cellulaire
centrale donne I’embryon lui méme et le mésoderme extra embryonnaire. Le trophoblaste se
divise en 2 couches : une couche interne, le cytotrophoblaste, et une couche externe, le
syncitiotrophoblaste. Ce dernier forme, dés le 13¢me jour, des travées qui s’enfoncent dans

I’endometre et qui sont séparées par des lacunes, ébauches de la chambre intervilleuse. Les
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travées syncitiales, colonisées a partir du 15éme jour par un axe cytotrophoblaste, donnent
les villosités primaires. Ces derniers perforent les vaisseaux maternels dont le contenu se
répand dans les lacunes : ainsi se constitue la circulation utéro placentaire. L’apparition d’un
axe mésenchymateux constitue I’ébauche de la circulation foetale. Les villosités, devenues
villosités tertiaires, se multiplient rapidement en plongeant dans les espaces intervilleux,
permettant les échanges sanguins feetaux maternels.

Au début de la grossesse, les villosités entourent complétement I'ceuf, mais la plupart
régresse puis disparait. Seules les villosités de la région du bouton embryonnaire se
développent pour donner le chorion villeux et le placenta.

Les techniques de DPN chromosomique reposent sur I'analyse de prélevements effectués au
niveau du chorion villeux. Les villosités choriales sont formées de 3 composantes : une
couche externe formée par le syncitiotrophoblaste une couche moyenne composée de
cytotrophoblaste et une couche interne formée par un axe mésenchymateux dérivant
directement du bouton embryonnaire.

Les techniques directes vont étudier les cellules cytotrophoblastiques (car elles ont un index
mitotique élevé) alors qu’avec les techniques de culture villositaire le caryotype est obtenu a
partir de cellules mésenchymateuses. Comme le cytotrophoblaste dérive du trophoblaste et
gue le mésenchyme provient de la masse cellulaire, la villosité a une double origine ce qui

explique la possibilité de mosaiques.

Bases physiologiques

Jusqu’a 10 SA, le chorion et I'amnios sont séparés par la cavité coelomique
extraembryonnaire qui diminue et s’oblitere entre 10 et 13 semaines avec la fusion des deux
membranes.

Aprés 10 SA, les villosités choriales ne persistent en abondance que sur le site du futur
placenta. Les villosités sont des formations ramifiées autour d’'un axe conjonctivo vasculaire
formant le chorion et entourées d’une double couche cellulaire trophoblastique; a I'intérieur
le cytotrophoblaste avec des cellules prolifératives et a I’extérieur le syncytiotrophoblate peu
mitotique et hormonosécrétant.

Les cellules du foeetus et du trophoblaste dérivent des mémes cellules ovulaires initiales et

ont donc le méme patrimoine génétique hormis les rares cas de mosaiques.
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Les cellules du cytotrophoblaste peuvent étre contaminées par des cellules maternelles de la
décidue et de la caduque. Il faut donc trier les villosités sous une loupe binoculaire a fort
grossissement. Ensuite, les mitoses sont observées directement aprés incubation pendant 24
a 72 heures. Pour une interprétation aisée, le volume du prélévement doit étre de 10 a 20
mg. Une culture est faite pour établir définitivement le caryotype.

L'étude directe des mitoses se fait a partir du cytotrophoblaste dont les cellules ont un index
mitotique élevé permettant l'analyse chromosomique. En revanche, les cellules cultivées
dérivent du noyau mésodermique. Les discordances cytogénétiques observées entre
I'examen direct et I'examen aprés culture, s'expliquent par les différences d'origine des
cellules et par une non disjonction postzygotique qui se produit pendant I'embryogenése. En
combinant les deux méthodes : analyse directe et culture, on se met a l'abri de la plupart

des erreurs.

Terme

Le PVC ne doit pas étre pratiqué avant 10 SA en raison du taux important

d’avortement [150]. Le terme idéal se trouve entre 12 et 13 SA[151].

Matériel

—-champs stériles

-un badigeon chirurgical

-sac de protection stérile pour sonde d’échographie et gel de contact stérile

-20 ml de xylocaine a 1% non adrénalinée pour anesthésie locale et une aiguille IM

-3 seringues : une de 20ml pour I'anesthésie locale, une de 10ml pour hépariner I'aiguille de
préléevement, une de 20ml ou 50ml pour I’aspiration du trophoblaste

-une aiguille de prélevement (18 G) héparinée

-une coupelle contenant 10 ml de milieu de culture

-un flacon de transport contenant du milieu de culture

—-héparine diluée au 10 000UlI/ml : 10 ml
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Techniques (figure 5)

En cas de prélevement par voie vaginale ou d’incertitude sur la voie d’abord, un
prélévement vaginal doit étre réalisé a la recherche de germes pathogénes et un traitement
par Rulid pendant les 5 jours précédents le préléevement doit étre prescrit.

Un examen échographique pré opératoire est indispensable, il confirme :

-le terme de la grossesse par mesure de la LCC,

-le caractere unique de la grossesse,

-la vitalité embryonnaire (rythme cardiaque feetal),

-les anomalies morphologiques indiquant le prélevement (CN, hygroma coli...),

-la localisation du trophoblaste et surtout son accessibilité : ce qui conditionnera la voie
d’abord utilisée,

Une injection de gammaglobulines anti-D est pratiquée chez toutes les patientes rhésus
négatif,

Bien que, a I'origine, cette technique ait été concue comme une technique transcervicale,
deux méthodes, I'une transcervicale et I'autre transabdominale, sont, depuis peu, devenues

possibles.

6-1 La choriocentése par voie trans-cervicale :

a-La patiente n’est pas a jeun, on peut lui administrer une prémédication en cas d’anxiété
importante.

b-Le prélevement est réalisé soit au bloc opératoire, soit dans une salle spécifique préparée
a cet effet et réservée pour les gestes invasifs obstétricaux.

c-La patiente est installée en position gynécologique.

d-Préparation vaginale avec antisepsie chirurgicale en 5 temps selon le protocole du CLIN.
L’antiseptique de choix est la chlorhexidine pour son absence de toxicité cellulaire sur les
prélévements.

e-L’habillage est chirurgical avec port d’un masque, d’un bonnet, de sur chaussures, d’une
casaque et de gants stériles. Mise en place de champs stériles.

f-Un aide repere le trophoblaste par une échographie réalisée par voie abdominale, sa zone

la plus épaisse correspondant au futur placenta et au site de préléevement, on repére
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I’insertion funiculaire. Le remplissage vésical doit étre intermédiaire pour permettre une
bonne fenétre acoustique sans géner le préléevement en refoulant I'utérus.

g-L’opérateur met en place un spéculum, le plus souvent une pince de Pozzi est nécessaire
pour corriger une éventuelle anté ou rétroversion utérine.

h-La pince a prélevement ou le cathéter avec dispositif d’aspiration est introduite dans I'axe
du plan de coupe échographique pour obtenir un controle échographique permanent.

i-Le prélevement est réalisé dans la partie la plus épaisse du trophoblaste a distance de
I'insertion du cordon. La pince saisie la villosité a son pied est on pratique un " stripping "
ramenant I’arbre villositaire arborescent.

j-On trie en séparant les caillots des villosités choriales. La quantité nécessaire est d ‘environ
5 a 15 mg mais peut parfois étre plus importante en cas d’étude en biologie moléculaire.
k-Si le matériel est insuffisant la méme procédure est réalisée. On limite le nombre de prises
a3.

I-Le prélevement doit étre protégé de la lumiére (papier aluminium) et parvenir rapidement
au laboratoire en restant a I’abri des variations de température (incubateur).

m-Controle au spéculum de I'absence de saignement endocervical actif.

n-Controle échographique de la zone de prélevement (hématome, saignement...) et de la
vitalité embryonnaire.

o-Prophylaxie par gammaglobulines anti-D si rhésus négatif.

p-Retour a domicile apres deux heures de surveillance.

7-1 La choriocentése par voie abdominale :

Elle connait depuis quelques années un développement indiscutable qui tient a la fois a sa
simplicité, a son efficacité et a son innocuité.

La différence avec la voie transcervicale réside dans le repérage et la ponction :

a- On repere le trophoblaste, sa zone la plus épaisse correspondant au futur placenta et au
site de prélevement, on repére I'insertion funiculaire.

b- On introduit sous contrdle échographique permanent (sonde tenue par I'opérateur), dans

le plan de la sonde, I'aiguille préalablement héparinée, dans le trophoblaste, en restant

78



Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

paralléle a la plaque choriale. Pour étre mieux vu, le biseau doit faire face au faisceau des
ultrasons.

c- On réalise conjointement :

—-une aspiration par une dépression de 10 cm3 dans une seringue de 50cc contenant 2 a 3 ml
de milieu de culture ou de transport, reliée a I’aiguille par un prolongateur souple (réle de
I’aide).

-des mouvements de va et vient dans le grand axe du trophoblaste, en prenant soin de
respecter I’amnios et de ne pas franchir la caduque maternelle sous risque de contamination
du prélevement par des cellules maternelles. 2 a 3 aller retour suffisent en moyenne (role de

I’opérateur).

Avantages du PVC

-L’avantage principal du PVC est qu’il se pratique a un age gestationnel précoce, ce
qui permet d’avoir des résultats tres tot dans la grossesse. Si une anomalie chromosomique
ou de I’ADN est détectée et que la patiente demande une interruption de grossesse, certains
des effets physiques ou émotionnels pénibles entrainés par l'interruption de grossesse
peuvent étre moindres que lorsque celle—ci fait suite a une amniocentese pratiquée a un age
gestationnel plus avancé.

-Un 2¢me avantage est lié aux diagnostics précis qui sont possibles lorsque I’ADN est extrait
directement des villosités, permettant des résultats plus précoces sans devoir faire de
cultures cellulaires pour des anomalies génétiques.

-Enfin, le 3¢me avantage est qu’il peut étre possible de faire une analyse chromosomique
directe, dans certaines situations, permettant des résultats rapides en moins de 24 heures,

soit par une technique cytogénétique, soit par FISH.

PVC transabdominal VS PVC transcervical

Le choix de la technique dépend de nombreux facteurs qui tiennent a I'opérateur et

aux particularités de la grossesse considérée.
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L’expérience de I'opérateur est un élément fondamental dont dépendent étroitement le
succeés du prélevement et son innocuité [152]. Il semble nécessaire de maitriser a la fois les
voies d’abord transabdominale et transcervicale dans la mesure ol leurs indications se
completent, la vois transcervicale étant utile lorsque le trophoblaste est postérieur, surtout si
'utérus est antéversé [153]. La technique transcervicale et la technique transabdominale
obtiennent toutes deux, normalement, un échantillon de 5 a 25 mg de tissu chorial. Une
guantité adéquate de villosités choriales est généralement obtenue par une seule aspiration,
mais deux tentatives n’augmentent pas le risque de perte aprés I'intervention [154].

La précision du PVC est semblable, qu’il soit fait par voie transabdominale ou par voie
transcervicale. La technique transcervicale entraine un plus grand risque de saignements
légers apres l'intervention (10-20%) [155], alors que la technique transabdominale entraine
davantage de malaises utérins et de crampes [156]; Chez un nombre important de patientes
ayant subi un PVC transcervical, on n’a pas signalé le risque d’infection comme étant un
facteur important [157].

Ces méthodes peuvent aussi s’appliquer aux grossesses multiples, comme en témoigne une
étude multicentrique [158] qui rapporte une série de 124 grossesses gémellaires et 2
grossesses triples avec un taux de succes de 99,2%. La difficulté majeure est d’individualiser
avec certitude le trophoblaste correspondant a chacun des foetus avant de réaliser le
prélevement [159]. Un petit nombre de centres rapportent que le PVC pour les grossesses
gémellaires est sécuritaire et précis. [160,161]. Des instruments distincts devraient étre

utilisés pour prélever des échantillons dans le cas d’une grossesse multiple.

Problémes rencontrés en cytogénétique

Les caryotypes établis a partir de PVC ne refléetent pas toujours la constitution
chromosomique du feetus. Des cas de faux négatifs, de contaminations par des cellules

maternelles et d’anomalies chromosomiques confinées au placenta sont en effet rencontrés.

80



Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

9-1 Fiabilité de la technique

Le taux de faux négatifs varie dans la littérature de 1/1000 a 1/10000 et celui de
faux positifs est d’environ 0,15% [162,163].
-Les faux positifs se rencontrent a I’examen direct mais aussi parfois apres culture. Il s’agit
fréqguemment d’aneuploidies rares, non viables, telles que des trisomies 2, 7, 12, 16, 22 ou
des tétraploidies [164].
Ces trisomies pures (et non en mosaique) sont toujours confinées au placenta. Il faut donc
étre prudent devant des anomalies de nombre inhabituelles et réaliser systématiquement
une amniocentese de controle, méme si I’examen direct et la culture sont concordants. Par
contre, pour un caryotype a 47 + 21, le risque de faux positif est quasi inexistant (breed
1990)
Dans une étude collaborative américaine portant sur 11473 PVC, aucun faux positif n’a été
retrouvé concernant les trisomies classiques 21, 13 et 18 [165].
-Les faux négatifs sont exceptionnels et concernent presque exclusivement I’examen direct.
Au vu de ces résultats on pourrait étre tenté de ne réaliser que des cultures, mais on sait que
ces derniéres favorisent le risque d’erreur due a une contamination par des cellules
maternelles et surtout que dans la majorité des cas les techniques directes apportent une
réponse rapide et fiable.
Ainsi, bien que ce phénomeéne soit généralement limité au tissu placentaire et qu’il ne soit
pas généralement présent dans le foetus, il est recommandé de pratiquer une amniocentése
supplémentaire pour approfondir I’évaluation [166]. Cette intervention additionnelle pourrait
augmenter le risque de complications. Les effets cliniques du mosaicisme placentaire
confiné peuvent varier selon le chromosome affecté. Dans cette situation, il faut étre a I’aff(it
d’une disomie monoparentale et des risques d’anomalies placentaires entrainant un RCIU et

la mort foetale.

9-2 Contamination maternelle

La contamination par le tissu caduc maternel est possible, mais ce risque possible peut étre
minimisé en s’assurant de nettoyer ou de retirer trés soigneusement les villosités choriales

des cellules caduques maternelles sous un microscope de dissection avant de faire la culture
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du tissu. Ce probléeme ne s’est pas avéré important dans la plupart des laboratoires

cytogénétiques ayant une longue expérience en PVC.

9-3 Mosaicisme placentaire confiné

Le mosaicisme placentaire confiné, une discordance entre les chromosomes des tissus
choriaux et foetaux, est un facteur biologique placentaire présent dans 1 a 2% des

grossesses [167].

Conclusion
Avantages :

- La précocité du prélevement permettant un diagnostic précoce et une interruption
plus précoce également si nécessaire ayant moins de répercussion psychologique sur
le couple.

- La possibilité d’un caryotype direct.

- La possibilité d’obtenir des spécimens de bonne qualité permettant des analyses

enzymatiques ou une extraction de I’ADN.

Inconvénients :

-Les problémes d’interprétation chromosomique : ils sont rares. Une observation des
cellules en métaphase sans culture tissulaire permet de fournir un examen direct en 48
heures et la culture permettra en 10 a 15 jours de lire le caryotype a partir du noyau
mésenchymateux, reflet plus fidele des cellules foetales. Les résultats ambigus de la
technique [168] : faux positifs homogénes ou mosaiques sont principalement dus aux
résultats de I'examen direct des cellules cytotrophoblastiques dans les 48 heures
suivant le prélevement. Leur taux brut est d’environ 1% ; cependant en combinant une
analyse critique des faux positifs aux résultats des cultures (1 a 2 semaines), ce taux
d’incertitude peut étre réduit a 1/500 ou 1/1000. lls nécessiteront un prélévement
d’une autre nature (amniocentése ou cordocentese) pour I’établissement du caryotype

foetal.
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Figure 5 : Chriocentese
CORDOCENTESE
Définition

La cordocentése ou préléevement de sang feetal(PSF) est une technique invasive de

DPN qui consiste a prélever, a partir du cordon ombilical, du sang feetal pour des fins

diagnostiques, thérapeutiques et pronostiques.

Historique

Voila plus de 20 ans que I’acces a la circulation périphérique foetale est possible.

Valenti fut le premier en 1973 [169] a obtenir du sang feetal par technique foetoscopique. I

rapporta son premier succés en ponctionnant un cordon ombilical a proximité de son

insertion a 'abdomen foetal. La technique utilisait un cystoscope pédiatrique. Ces premieres

ponctions étaient effectuées sur des faetus pré abortifs.
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A leur tour, Hobbins [170] en 1974, puis Henrion et Dumez [171] apporterent des
modifications a la technique. Un systéme de canulation permit un PSF pur sur des grossesses
évolutives, sous contréle endoscopique. Le but était de faire le diagnostic
d’hémoglobinopathies. Le geste consistait en la ponction de vaisseaux de la plaque
choriale : placentocentese.

Cependant le faible diamétre des vaisseaux, ainsi que la contamination fréquente par du
sang maternel ou par du liquide amniotique en rendirent les indications réduites.

Un affinement technique fut apporté en 1978 par Rodeck et Campbell [172].

L’extrémité cordonnale a l'insertion placentaire offre un site de ponction fixe, avec des
vaisseaux de calibres supérieurs aux vaisseaux chorioniques. Cette nouvelle approche
donnait ’avantage d’une contamination moindre par du sang maternel ou par du LA.
Toutefois la lourdeur du geste pouvant nécessiter une anesthésie générale, ses limites
(transparence de LA, terme de la grossesse, répétition du geste impossible), et les risques
abortifs conséquents (environ 4%) ont fait rechercher une méthode plus simple et
reproductible de PSF.

L’avancée des techniques ultrasoniques dans la résolution des images permit bientot a des
esprits pionniers d’accéder aux vaisseaux ombilicaux par guidage échographique.

Daffos fut en 1983 [173] le premier a obtenir du sang feetal pur par ponction percutanée du
cordon ombilical, sous guidage échographique. Plus simple, s’effectuant en ambulatoire,
sous anesthésie, avec un risque abortif diminué puis pronostique et thérapeutique

permettant d’envisager le sauvetage du feetus jusque la condamnés.

Matériel

-Badigeon bétadiné et Champs stériles

-Housse de protection stérile pour sonde d’échographie avec gel de contact stérile
-2ml de citrate de sodium a 3.8 % utilisé pour éviter une coagulation dans I'aiguille de
prélévement

-20ml de xylocaine a 1% non adrénalinée

-Seringue a usage unique : 20ml pour I’anesthésie locale avec aiguille IM, 5 ml pour

" citrater " I’aiguille et plusieurs seringues de 2 ou 5 ml pour prélever le sang feetal.

-Tubes pour prélevements sanguins pédiatriques
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-Systeme de 2 aiguilles : une premiere aiguille guide pour la ponction utérine de 19G et une
seconde pour la ponction funiculaire de 22G

—-Ou bien une aiguille unique de 20G.

Terme

Le terme doit étre connu avec précision, déterminé par une échographie précoce, le
prélevement peut étre réalisé a partir de 18 jusqu’au terme de la grossesse, rarement a des
termes plus précoces. Aprés 24 SA, en fonction du contexte clinique et du degré d’urgence

on peut réaliser au préalable une maturation pulmonaire foetale.

Techniques [174]

-L’utilisation d’agent tocolytique est envisageable durant le geste, il doit étre discuté au cas

par cas. Il est fonction du terme, du contexte clinique (contractions utérines) et de I’habitude
des équipes.

-L’échographie s’assure de la bonne position du feetus, d’une bonne vitalité. Le geste sera
réalisé sous contréle échographique permanent du site de ponction, mais aussi, du rythme
cardiaque feetal par intermittence.

-Une sédation maternelle est proposée par certains type Diazepam 10mg ou Temesta 1 mg
une heure avant le geste.

-Une antiobioprophylaxie par Kéfandol par voie intraveineuse est débutée 30 minutes avant

le geste en dehors d’une allergie aux pénicillines.

5-1- Prélévement au niveau du cordon ombilical (figure 6)

C’est le site privilégié et de trés loin le plus utilisé :

a-L’habillage est chirurgical avec port d’un masque, d’un bonnet, de sur chaussures, d’une
casaque et de gants stériles.

b-Préparation cutanée avec antisepsie chirurgicale en 5 temps selon le protocole du CLIN.

c-Mise en place de champs stériles.

d-Le repérage du cordon : c’est un temps primordial. Il est préférable de ponctionner le
cordon a I'endroit ou il est le moins mobile, c’est a dire son insertion placentaire.

e-Son acces est possible dans pres de 95% des cas. Il est rendu plus difficile par

I'oligoamnios, un placenta postérieur ou le terme avancé de la grossesse, sauf bien sir en
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cas d’oligo-anamnios ou le cordon peut étre ponctionné dans n’importe quelle partie ou il
est accessible, compte tenu du fait qu’il est coincé entre le feetus et la paroi utérine et qu’il
ne peut fuir devant I'aiguille. D’autres sites sont également possibles : le cordon a
I'insertion ombilicale, la veine ombilicale au niveau abdominale ou intra hépatique voire en
intra cardiaque dans des situations extrémes mais la morbidité de ce dernier type de
ponction est élevée.

f- Le bilan échographique permet de repérer I'insertion du cordon ombilical sur le placenta.

Le cordon repéré, la sonde est maintenue complétement immobile pour suivre la

progression de I'aiguille dans le bon plan et selon la bonne inclinaison.

Deux grandes situations peuvent se présenter :

-I'insertion du cordon est antérieure : dans les conditions optimales, I'aiguille est introduite

par voie transplacentaire et ponctionne le cordon a son origine sans pénétrer dans la cavité

amniotique.

-I’insertion est latérale ou postérieure : I'aiguille aborde alors le cordon a 1 cm de son

origine en passant a travers la cavité amniotique et, en cas d’insertion latérale, en général a

travers le placenta également.

g-Ce choix n’est qu’indicatif et peut varier avec la localisation de I'insertion funiculaire sur le

placenta, la position feetale...

h-Anesthésie locale par xylocaine 1% non adrénalinée

i—-Ponction dans le plan de I'image sous controle échographique permanent, le choix du

vaisseau est difficile avant 28 SA. En raison de son volume, c’est le plus souvent la veine qui

est ponctionnée. On aborde tout d’abord de cordon, puis on le pénétre d’un coup franc sans

le transfixier, en I’absence de reflux sanguin, on retire trés légérement et progressivement

I’aiguille en prenant soin de ne pas en sortir sous peine de majorer les pertes sanguines

feetales par hémorragie dans le LA.

j-On retire le guide, le Ter ml est jeté (surtout si on désire une numération plaquettaire, une

étude de I’'hémostase ou une recherche IgM spécifique, cela n’est pas indispensable en cas

de caryotype) puis on procéde au prélevement.

k-Apres le retrait de I'aiguille, on recherche un saignement sur le point de ponction au

niveau du cordon mais aussi du placenta si on a franchi I'interface placenta-LA, sa durée est
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notée dans le compte rendu. On étudie aussi le RCF par échographie tant que dure ce
saignement, puis si tout est normal, la patiente peut sortir de la salle de prélevement avec

réalisation d’un monitorage pendant 1 heure.

5-2- Prélévement au niveau de la veine ombilicale dans son trajet intra abdominal foetal

Ce site de préléevement, trés accessible lorsque le foetus se présente ventre en avant,
est fréquemment utilisé par les opérateurs lorsque le cordon ombilical n’est pas visible ou
pas accessible [175].

Il a I'avantage d’exclure les risques de contamination par du sang maternel. En outre, le
risque hémorragique a partir du point de ponction est théoriqguement peu dangereux, dans
la mesure ou la perte sanguine répartie en intra péritonéal foetal est réabsorbée par le
foetus comme lors de transfusions intra péritonéales. Ses inconvénients sont I'impossibilité
d’accés a ce site lorsque le foetus se présente dos en avant, et le risque théorique plus
important de déchirure de la paroi de la veine ombilicale, trés mince dans sa portion

abdominale, par opposition a sa paroi dans le cordon.

Limites

Avant 18 SA, la taille des vaisseaux ombilicaux, < 3 mm, rend le prélévement difficile
[176].
Certains auteurs ont publié des courtes séries de prélevements a des termes plus précoces,
des 12-13 SA, pour DPN de thalassémie essentiellement.
Une série plus importante fait état de 1 320 PSF entre 16 et 24 SA, majoritairement aprés 18
SA. Ces auteurs ont tous noté un risque qui diminue trés nettement aprés 18 SA [176].
L’obésité maternelle, la présence d’un anamnios, une trés mauvaise image échographique
peuvent compliquer, voire interdire, le succés d’un prélévement. Mais ces situations sont
rares et peuvent, dans la plupart des cas, étre surmontées par 'utilisation d’aiguilles plus
longues, par le remplissage préalable de la cavité amniotique (pour obtenir une image de
meilleure qualité), ou par le report du prélévement a un terme de grossesse plus avancé (afin

que les vaisseaux ombilicaux soient mieux visibles) [176].
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Le volume du sang prélevé est tres limité et ne doit pas dépasser 0,5 ml avant 16 SA et 3 ml
a 18 SA. Il est donc nécessaire que le diagnostic biologique utilise des techniques
miniaturisées a I’extréme pour permettre de réaliser toutes les analyses nécessaires.

Le contrble de la pureté est une étape préalable indispensable a la réalisation de tous les

diagnostics prénatals. En effet, la moindre trace de contamination par du sang maternel ou

du liqguide amniotique risquerait d’induire un faux résultat.

Préalable a I’analyse de tout résultat: le contréle de la pureté du sang feetal

Tout préléevement peut étre contaminé soit par le sang maternel soit par le LA.
L’examen direct du prélevement peut déja révélé une dilution par le LA en fonction de sa
couleur.

La pureté peut étre controlé par :

-agglutination anti i/anti |

-dosage BHCG

-dosage oFP

-indices hématologiques et courbes de distribution

-hémostase feetale

-Kleihauer et focusing d’hémoglobine

-Examens biochimiques

Ces tests sont soit extemporanés, soit différés.

Il est impératif de connaitre le passage transplacentaire des différentes molécules dosées
(certaines sont en équilibre entre la mere et le foetus : urée, créatinine, parfois le passage
s’effectue par mécanisme actif comme les IgG; d’autres ne passent pas du tout : yGT, LDH,
IgM...).

Une contamination par exemple au 1/1000e par du sang maternel peut, dans un contexte
infectieux, faire croire a la présence d’lgM spécifiques dans le sang feetal et donc faire
penser a tort a une contamination maternofoetale. Les conséquences pour la pratique
peuvent étre désastreuses.

Par ailleurs, une contamination par le LA, en activant la coagulation feetale, peut étre

responsable d’une fausse thrombopénie et de facteurs de la coagulation effondrés.
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Ultrasound ’
\ transducer

Figure 6 : Cordocentese

PRELEVEMENTS RARES

Urine feetale

Il est possible de prélever de I'urine foetale pour évaluer la fonction du rein chez un

feetus atteint d’une obstruction urinaire (valve de I'urétre postérieur par exemple) [177].

Epanchements des séreuses

Un épanchement pleural, une ascite peuvent également étre ponctionnés, leur
analyse biochimique ou cytologique pouvant contribuer a déterminer leur cause.

Le risque lié a ces examens est probablement similaire a celui d’un PSF.

Peau foetale

La peau foetale peut étre prélevée a partir de 22 SA [178] pour le DPN de certaines

génodermatoses tres graves (épidermolyses bulleuses, feetus arlequin par exemple).
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Ces prélevements qui ne sont envisagés que dans un contexte d’antécédent familial avec
risque de récurrence élevé, ne sont réalisés que par un petit nombre d’équipes dans le
monde.

Des prélevements de muscle, de foie, de rein feetal sont également possibles, mais

d’indication encore plus exceptionnelle [179]. Leur risque est difficile a préciser.

Tableau 6 : calendrier des prélévements foetaux

20éme SA jusqu'a

| i 106 A 14¢ A
Calendrier O0éme S eme S 40 SA

L. Villosités choriales L o
Types de préléevement Liguide amniotique |(|Sang fecetal
(trophoblastes)

0,5 % 3 %

‘Risques liés au prélevement HZ—S % FCS ‘

. e - Examen direct (24h)
Techniques utilisées i Cultures
- Culture (2-3 semaines)

‘Délais H H] 5 jours H4 jours
‘Qualités HMédiocre H+++ H++++
‘Fiabilités H+ ou - H+++ H++++
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COMPLICATIONS
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I- AMNIOCENTESE

Les complications maternelles :

1-1 complications traumatiques :

Des blessures vasculaires sous cutanées sont possibles aboutissant a la constitution
d’ecchymoses pariétales sans gravité.
Les vaisseaux épigastriques inférieurs sont rarement touchés si I’'on prend la précaution de
rester haut et médian sur l'utérus. Les piqlres digestives sont exceptionnelles si I'on prend

soin d’éviter toute interposition par une pression suffisante sur la sonde.

1-2 Hydrorrhée

La survenue d’un écoulement dans les heures qui suivent la ponction est une
éventualité rencontrée dans environ 2% des cas quel que soit le terme du préléevement. Elle
nécessite I’hospitalisation de la patiente et souvent une antibiothérapie dans un Ter temps
par voie intraveineuse. La surveillance échographique recherche la survenue d’un anamnios
dont le pronostic est péjoratif d’autant plus que le terme est précoce. L’évolution se fait
dans la majorité des cas vers un tarissement de I'écoulement et la reconstitution d’une
guantité normale de LA. En cas d’anamnios prolongé une IMG peut étre discutée.

Plusieurs facteurs ont été évoqués a l'origine de cette perte de LA aprés amniocentése tels
que :

-L’age de la grossesse : Fréquence des pertes de LA lors d’amniocentése précoce réalisés
avant 15 SA (3,5%) VS 17 SA (1,7%).

-La localisation placentaire : Perte de LA dans le groupe de patientes chez qui I'insertion de
I’aiguille avait été effectué a distance du placenta mais ceci a été contredit par les études de
Johnson.

L’adhérence plus importante des membranes au niveau du placenta a été le plus souvent
avancée pour expliquer ces constatations.

D’autres facteurs ont été évoqués : I'expérience de I'opérateur, le diameétre de I'aiguille, la

technique de prélévement...
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1-3 Iso-immunisation rhésus

Le risque est plus grand en cas de ponction transplacentaire de liquide amniotique
(placenta antérieur) et en cas de LA sanglant. Le passage de globules rouges feetaux dans la
circulation maternelle serait plus précisément en rapport avec la perforation du placenta par
I'aiguille. La prophylaxie par injection d’une ampoule de gammaglobulines anti-D (300

microgrammes) a toute patiente de Rhésus négatif est donc indispensable.

1-4 L’infection

L’infection amniotique reste un accident exceptionnel, estimé a moins de 0,1%. Il s’agit
de chrioamniotites et de chocs septiques. lls surviennent soit en cas de défaut d ‘asepsie
cutanée, dans ce cas le germe retrouvé est souvent un staphylocoque ou en cas de ponction
d’une anse gréle sur le trajet de I'aiguille, dans ce cas I'infection est polymicrobienne avec
une prédominance d’escherichia coli et de germes anaérobies [180,181].

Fray a rapporté un cas gravissime d’avortement septique a clostridium Welchii, dans les
12 heures suivant la ponction amniotique, ayant conduit a la perte foetale et a
I’hystérectomie de la patiente [182]. A partir d’'une série de 4000 cas, sur 10 ans de
pratique, F.Perrotin [183] rapporte 3 accidents maternels graves (chorioamniotites) dont une
avec septicémie maternelle et choc septique ayant entrainé de déces de la patiente.

La potentielle gravité de ces complications nous rappelle I'importance des mesures
d’asepsie nécessaire a la réalisation de ce geste dans des conditions " chirurgicales".

Des données récentes indiquent que des infections minimes, au moment de
I'intervention, accompagnées de taux de cytokines accrus dans LA sont responsables

d’environ 10 a 50% des pertes foetales se produisant apres amniocentese [180].

Les complications feetales :

2-1 Fausse couche ou mort feetale

L’évaluation du risque de PF liée a la réalisation d’un geste invasif n’est pas aussi
simple qu’elle le parait, et ceci pour plusieurs raisons.
-La relation de cause a effet entre le geste et la perte feetale n’est pas toujours facile a

établir. Il faut en particulier considérer avec prudence les études fondées sur un suivi court,
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et qui concluent par exemple a I’absence de complications imputables a un examen si aucun
accident n’est survenu dans un délai arbitraire d’une a deux semaines apreés le geste.

-Des PF peuvent survenir en I'absence de geste invasif, et ce risque n’est pas toujours
quantifiable avec précision. L'ordre de grandeur de ce risque naturel, indépendant de
I’'amniocentese (fausse couche tardive et mort in utero) peut étre estimé aux environs de 3%
[184]. De plus, ce risque augmente avec I’age maternel [185]. La pathologie ayant motivé la
réalisation d'un geste invasif (anomalie échographique, MSM) peut constituer en soi un
facteur de risque de fausse couche.

Globalement, le taux de PF aprés amniocentése semble se situer aux alentours de 1 a 1,5%
au-dela du taux normal de fausses couches [186]. Ce risque est dépendant du terme auquel
est effectué I'amniocentese.

Avant 15 SA, le risque est évalué a environ 2.2 % de fausses couches mais il est important de
rapprocher ce chiffre au taux de PF " naturelle " qui est de I'ordre de 2% avant 18 SA [186].
Aprés 15 SA le risque de PF imputable a 'examen (en plus du risque naturel de fausse

couche) peut étre estimé aux alentours de 0,5% a 1% d’aprés les études publiées.

Une étude prospective randomisée multicentrique récente réalisée au Canada retrouve une
différence significative dans le taux de PF, par ailleurs élevé, entre amniocentése précoce et
celle réalisée apres 17 SA (5.9% VS 7.6%) [125]. Pour d’autres auteurs, une différence ne
semble apparaitre que lorsque I’'amniocentéese est réalisée avant 12 SA [187].

Dans I'étude du Médical Research Council [188], 'exces de PF apres amniocentese réalisée
au 2@&me trimestre était probablement surestimé (1,5%) du fait d’une sous estimation du
nombre de fausses couches spontanées chez les témoins (Age gestationnel élevé de certains
témoins lors de I'inclusion dans I’étude) et du nombre d’amniocentéses réalisées pour cause
d’élévation de I'FP maternelle, qui est en soi un facteur de risque de fausse couche.
D’autres études cas témoins montrent qu’un risque de PF supplémentaire induit par
I’'amniocentese est <1%.

L’étude randomisée de Tabor et al [189] montre une augmentation significative du risque de
PF aprés amniocentése (1,7 %) comparé a une population témoin appariée n’ayant eu qu’une

échographie (0,7 %). Cette étude est cependant déja relativement ancienne, et il est possible
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que I'amélioration des techniques d’échoguidage aient pu contribuer a diminuer le risque de
fausse iatrogéne a moins de 1%, dans les mains d’opérateurs entrainés. Au contraire, le
risque de complication est plus élevé pour un opérateur inexpérimenté.

Le risque de PF est majoré par :

-I'absence d’échoguidage

-les ponctions avec plus de 3 insertions de I'aiguille

-I'expérience plus faible de I'opérateur [5].

-des antécédents de fausse couche a répétition chez la patiente

-I’dge > 35 ans

—-pour certains auteurs une ponction transplacentaire ou un LA sanglant, mais des études

récentes contredisent cette notion [5]

Les principaux facteurs de risque de PF aprés amniocentese sont :

- un age maternel de plus de 35 ans

- les antécédents d’avortement a répétition

- les ponctions itératives (plus de deux insertions)

- I'inexpérience de I'opérateur
Au 3éme trimestre, le taux de PF est tres faible (1/1000) [190] compte tenu du
franchissement du seuil de viabilité et de la réalisation fréguente d’une maturation
pulmonaire feetale en préparation du geste. C’est pourquoi elle est parfois réalisée, comme
compromis dans le rapport bénéfice-risque, dans le cas de situations " limites " en terme de

risques chromosomiques et de demande des parents.

2-2 Les lésions feetales

Elles sont exceptionnelles depuis I’échoguidage systématique avec des appareils de

bonne qualité, il est décrit dans la littérature :

-Des blessures cutanées feoetales: Elles ont été rapportées dans la littérature avant

I’lavénement de I’échoguidage. Ces lésions, constatées lors de I’examen du nouveau-né a la

naissance, se présentent sous forme de petites marques cutanées, le plus souvent
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déprimées, de 1 a 2mm de diametre, et probablement liées a une légere effraction par
I’aiguille de ponction.

Ce risque de blessure feetale est de I'ordre de 1 a 2%. Il augmente avec le nombre de
ponctions par séance et diminue avec |'’expérience de I'opérateur et lutilisation de
I’échoguidage.

-Des cas plus graves mais exceptionnels ont été décrits : traumatisme oculaire [190],
rupture d’un tendon d’Achille [191], gangréne d’un membre aprés blessure artérielle [192],
ponction cardiaque [193].

-1l n’est pas retrouvé de malformation foetale avec une plus grande fréquence parmi les
patientes ayant bénéficié d’une amniocentése. Toutefois, deux études récentes ont rapporté
une fréquence accrue de malformations orthopédiques (luxation de hanche, pieds bots (1,2%
a 1,3%), malposition des pieds) et troubles respiratoires (détresse respiratoire néonatale,
hypoplasie pulmonaire) chez des enfants nés aprés amniocentése précoce comparés a un
groupe controle [125] [194]. Cependant dans une de ces études, I'amniocentése comportait
un prélevement de 25ml de LA : il semble que ces complications soient attribuables a la
déplétion en LA. La survenue de ces malformations serait en effet plus fréguente en cas de
prélevement avant 13SA ou d’hydrorrhée avec oligoamnios, c’est pourquoi 'amniocentése
précoce commence a étre abandonnée au profit de gestes plus tardifs et plus sdrs.
-Concernant le taux de prématurité post amniocentése, il n’a pas été démontré
d’augmentation de sa fréquence.

-Des lésions du cordon avec exsanguination foetale

-Des grossesses extra membraneuses [195].

-Des brides amniotiques.

-Des strictions du cordon [196].

-1l semble enfin que le devenir des enfants aprés la naissance soit comparable a celui des

enfants n’ayant pas subi de prélévement [196].

Comparaison Amniocentése du 1¢ et du 2éme trimestre .

Les résultats de I'essai canadien a grande échelle, multicentrique, prospectif et randomisé

[125,197] qui a comparé I'amniocentése précoce (de la 11eme 3 |a 12¢me semaine et 6
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jours) et 'amniocentése du 2&me trimestre (de la 15éme 3 la 168me semaine et 6 jours) ont
confirmé les conclusions d’autres essais randomisés. On a constaté des différences
importantes entre amniocentése précoce et celle pratiquée au 2éme trimestre, pour les issues
suivantes :

-nombre total de PF, avant et aprés l'intervention, les mort-nés et les déces néonatals : 7,6
% pour I'amniocentése précoce contre 5,95 % pour 'amniocentése du deuxiéme trimestre, P
= 0,012,

-les pieds bots a la naissance : incidence de 1,3 % dans le groupe précoce, comparé a 0,1
pour le groupe du 2é¢me trimestre, P = 0,0001 et la perte de LA : 3,7 % pour le groupe
précoce, comparé a 1,5 % au 2é¢me trimestre, P = 0,0007.

-L’amniocentése précoce était en outre associée a un risque augmenté de rupture prématuré
des membranes (1,3% au lieu de 0,1%), source potentielle de morbidité pédiatrique.

Les échecs des cultures cytogénétiques étaient plus élevés dans le groupe de I'amniocentése
précoce : 1,8 % pour I'amniocentése précoce contre 0,2 % pour I'amniocentese au 2&me
trimestre, P < 0,0001, ce qui a obligé d’avoir recours a d’autres techniques de DPN pour ces
femmes si un diagnostic supplémentaire s’avérait nécessaire. Dans les deux groupes, il n’y a
pas eu de différences importantes dans I'incidence des maladies respiratoires néonatales ou
des luxations congénitales de la hanche.

Depuis 2003, une méta analyse de la " Cochrane database " [215] a inclus un total de 14
études randomisées:

-Dans une population a bas risque de perte feetale, estimée a environ 2%, une amniocentése
du 2&me trimestre augmentera ce risque d’encore 1%.

-L’augmentation des pertes spontanées suivant 'amniocentése du 2éme trimestre comparée
aux groupes témoins (aucune amniocentése) est statistiquement significatif : 2.1% contre
1.3% ; risque relatif (RR) 1.02 a 2.52.

-L’amniocentese précoce n’est pas une alternative de choix a I'amniocentése du 2&me
trimestre en raison du taux de pertes foetales accru (7.6% contre 5.9% ; RR de 1.29, IC de
95%: 1.03 a 1.61) et une incidence plus élevée des pieds-bots comparée au PVC (1.8%

contre 0.2% ; RR de 6.43, IC 95% de 1.68 a 24.64).
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[I- CHORIOCENTESE

Les complications maternelles :

-Les métrorragies : Elles correspondent le plus souvent a un hématome sous chorial qui
s ‘évacue. Cet hématome serait présent dans environ 4% des cas [198]. Elles sont plus
fréquentes au cours des prélevements par voie cervicale (25% des cas). Elles durent en
général 3 a 4 jours et ne mettent pas en jeu le pronostic de la grossesse bien que leur
surinfection, heureusement rare, est souvent d’évolution redoutable.

- La rupture prématurée des membranes : Elle est rare aprés un PVC puisque dans la
majorité des cas, il n'y a pas d’effraction de la poche des eaux (fréquence estimée a environ
0,3% des cas) [199]

-Allo immunisation rhésus : Cette complication ne devrait plus se voir puisque la prévention
doit étre systématique par une injection intraveineuse de 300ug de gammaglobuline anti-D
chez les femmes rhésus négatif [200]. Par ailleurs, le PVC est déconseillé chez les patientes
antérieurement immunisées et chez lesquelles on craint une nouvelle stimulation [200].

-Un hématome au point de ponction: trés rare

-Une fuite de LA : rare, de 0,3 2 0,7%

-Une hémorragie foeto maternelle avec risque d’iso-immunisation rhésus.

Ces complications sont de I’ordre de 2% avant 12 SA et 2,5% apres, dans I’étude de Saura
-Les infections : Les chorioamniotites (0,3%) ou les chocs septiques sont rares, ils
surviennent plus souvent lorsque le préléevement a été effectué par voie transcervicale [199].
Elles se déclarent en général 2 a 5 jours apres le geste.

Les auteurs insistent en cas de biopsie transcervicale sur la désinfection soigneuse du vagin
par des produits bactéricides, du report ou de I'annulation en cas d’infection vaginale, de
cervicite, de grossesse sur stérilet; de changer le matériel de prélevement a chaque insertion

transcervicale chez une méme patiente et de limiter le nombre d’insertion.

Les complications foetales

2-1 Les fausses couches
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Deés les premiers PVC vers 1982, la question des risques liés a cet examen a fait
I’'objet de nombreuses investigations.
En effet, la préoccupation des cliniciens était de s’assurer que la précocité du diagnostic au
premier trimestre n’était pas contrebalancée par un nombre de fausses couches supérieur a
celui observé aprés amniocentése. A cette époque, plusieurs faits ont contribué a une
surévaluation initiale du risque du prélevement de trophoblaste. D’'une part, les premieres
études comportaient des accidents liés a I'apprentissage d’une nouvelle technique; d’autre
part, I’examen étant réalisé tot dans la gestation, des fausses couches naturelles lui étaient
imputées a tort.
Finalement, tous les essai randomisés faits a I’époque concluaient a un exces de fausse
couche quand le prélevement est fait avant 12 SA [200]. Le choix de la technique
(transcervical ou transabdominal) n’explique pas totalement ces différences. En effet Jackson
[201] ne retrouve pas de différence significative en comparant les deux techniques de
choriocentese: 2,5 % par voie transcervicale contre 2,3 % par voie transabdominale. Seul
Smith Jensen obtient un taux de perte foetale ainsi que d’échec de ponction apres PVC
transcervicale significativement plus élevé qu’apres PVC transabdominale [202].
Il semblerait aussi que I’expérience de |'opérateur soit un parameétre important dans
I’évaluation des pertes foetales.
Comme le risque de perte de grossesse augmente aussi avec le nombre de tentatives
nécessaires pour obtenir le tissu chorial, on ne devrait pas faire plus de deux tentatives. Les
facteurs de risque liés a I'intervention peuvent aussi étre affectés par la position de I'utérus
et du placenta selon la technique de PVC utilisée. Les fibromes utérins peuvent affecter les
chances de succes de la technique et faire augmenter le risque de perte de grossesse.
Les autres facteurs de risque sont les métrorragies en début de grossesse, le nombre de
tentatives de prélevement, les antécédents obstétricaux, I’dge maternel et les ponctions
transamniotiques.
En conclusion : le risque d’avortement varie entre 2 et 5.5%.
Ce risque dépend :
-de I’age maternel : 1.9% a 35 ans, 10.9% a 40 ans [203]

—-du terme : il augmente avant 10 SA [204]
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-de I'expérience de I'opérateur

—-du nombre d’insertions : 3% en cas d’une seule insertion, augmentation a 12% si 3 ou plus
[200].

Ce risque est majoré en cas de saignement en début de grossesse, d’antécédent de fausse

couche, d’une ponction transamniotique.

2-2 Les anomalies feetales

Depuis la publication de Firth en 1991 [205], plusieurs auteurs ont rapporté des
amputations transversales distales des membres consécutivement a des PVC [206,207]. Ces
malformations pourraient étre la conséquence de lésions tissulaires hypoxiques créées par
des lésions vasculaires au niveau du trophoblaste, lors d’un préléevement précoce trop
important, ou trop prolongé. Par ailleurs, la libération de produit vaso-actif pourrait
entrainer une vasoconstriction périphérique avec hypoxie et nécrose secondaire.

Firth a rapporté I'observation de 5 enfants [205], nés de méres ayant subi un PVC entre 9 et
10 SA et qui présentaient des anomalies de membre associées, chez 4 d’entre eux, il
s’agissait d’anomalies de la bouche et des mandibules.

Toutes les anomalies portant sur les extrémités et la face aprés PVC étaient décrites a la
suite de prélevements réalisés avant 10 SA. Brambati et son équipe [198] retrouvent une
fréquence relativement importante (1,6%) d’anomalies séveres des membres chez les feetus
lorsque le prélevement était réalisé avant 8 SA. Ces anomalies n’ont pas été retrouvées dans
d’autres études ou le prélevement était réalisé apres 11SA.

Dans I’ensemble de la population, on estime I'incidence de membre transverse (mineure ou
majeure) a 9/10 000 naissances vivantes [198]. 1/3 de ces anomalies pourrait étre di a une
séquence de perturbations vasculaires, telle que le PVC. Le risque de malformation d’un
membre ou du visage, associé au PVC, pourrait s’élever a 1/3000 [208]. Récemment, le
registre national colligé par Froster et Jackson portant sur une série de 140 000 PVC conclut
a I’absence de différence significative sur les Iésions distales des membres entre le groupe
PVC et la population générale [208]. Pour Firth en 1997 [150], il faut retenir de ces
différentes études la contre indication absolue a réaliser un PVC avant 10 SA, la période

idéale en terme de risque malformatif feetal se situant aprés 11 SA.
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Quoi qu’il en soit, et méme si I'incidence de ces malformations n’est pas augmentée apres le
PVC apres 11 SA, il parait prident de réserver cet examen aux situations ou le risque de
découvrir une anomalie est élevée, et ou le bénéfice potentiel d’un diagnostic précoce est

donc grand.

2-3 Les complications périnatales

Définies comme survenant aprés 28 SA, le PVC ne modifie pas le risque de RCIU, de

mort foetale in utero, de mort néonatale, de prématurité.

LE CHOIX DES ARMES : LE CHOIX ENTRE AMNIOCENTESE ET
CHORIOCENTESE :

Un essai randomisé effectué récemment avait pour objectif d’évaluer I’'innocuité et la
précision de I'amniocentéese et de la choriocentese lorsque pratiqués entre la 11éme et la
14¢me semaine de gestation [209]. La mesure de I'issue primaire d’une PF suivant un
accouchement préterme avant la 28me semaine de gestation dans le cas de foetus normaux
sur le plan cytogénétique était semblable dans les deux groupes (2,1 % pour le PVC par
rapport a 2,3 % pour I'amniocentese). Les pertes spontanées de grossesse avant la 20éme
semaine et les interruptions de grossesse liées a I'intervention semblaient a la hausse dans
le groupe amniocentése (Risque relatif : 1,74, intervalle de confiance a 95 %, 0,94-3,22 P =
0,07). On a également constaté un taux 4,65 fois plus élevé de pied bot varus équin suivant
une amniocentése précoce (intervalle de confiance a 95%, 1,01-21,5, P = 0,017).

Cette étude a conclu que I'amniocentese pratiquée a 13 semaines de gestation présente un
risque considérablement accru de pied bot varus équin par rapport au PVC, ainsi qu’un
risque potentiellement accru de perte de grossesse précoce inattendue.

Nicolaides en 1996 publie une étude prospective randomisée portant sur 1492 femmes,
I’lamniocentése avant 15 SA et la choriocentese : Les deux techniques sont comparables dans
le taux de succes et le résultat cytogénétique. Par contre le taux de perte feetale spontanée
de 4,9% pour le groupe amniocentése avant 15 SA fut significativement plus élevé qu’aprés

choriocentese transabdominale (2,1 %).

102



Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

Cette étude est homogeéne et le groupe d’opérateurs est tres entrainé dans les 2 techniques.
Le taux de PF apres choriocentése (2,1%) est plus bas que dans I'étude canadienne (5,4%),
I’étude européenne (6,3%) ou danoise (7,9 % en transcervicale ; et 3% en transabdominale). Il
a été conclu alors que dans un centre de médecine feetale la choriocentése transabdominale
a un risque identique a I'amniocentese précoce faite vers 12 ou 13 SA[210,211].

Seuls les prélévements transcervicaux paraissent quasi-unanimement reconnus comme
porteurs d’un plus grand risque de PF et un plus grand risque de contamination par des
cellules maternelles. En effet le risque relatif de PF est avec cette technique 1,7 fois plus
élevé qu’avec une approche transabdominale ou une amniocentése [212,213]. Dans 2
grandes séries dont une randomisée, le PVC transabdominal n’est pas apparu comme
associé a un risque de PF plus importantes que I’amniocentése au 2¢me trimestre [214].
L’augmentation décrite d’anomalie transversale des extrémités et de la face aprés PVC
semble particulierement confiné aux gestes effectués avant 10 SA et depuis, les PVC sont

réalisées a partir de 11 SA.

De toutes ces études, il ressort un guide de choix entre les techniques proposées pour
risque cytogénétique: choriocentése, amniocentese précoce ou classique :

-Si la fréquence du risque de I’affection recherchée est < 1%, I’lamniocentése a 13, 14 SA est
en concurrence avec la choriocentése : le choix doit étre donné a la patiente.

-Si le risque est supérieur a 1%, nous restons fideéle a la choriocentése : transcervicale a 12
SA, transabdominale au dela de 13 SA

-Enfin en cas de grossesse gémellaire (ou multiple), ’'amniocentése est préférable vers 14 SA

par la technique a une seule entrée.

Ces difficultés quant aux choix de I'outil diagnostic invasif précoce arrivent alors que le
dépistage des anomalies chromosomiques est de mieux en mieux réalisé lors de
I’échographie de 10-14 SA comprenant en outre la mesure de la CN feetale. Ce test de
dépistage permet de dépister environ 80% des anomalies chromosomiques feetales. Il

bénéficie d’une diffusion de plus en plus large et d’une réalisation de plus en plus précise : il
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impose donc de disposer d’un test diagnostique tout aussi précoce et fiable au prix d’un

risque acceptable : le PVC semble correctement remplir ce cahier des charges.

IV. CORDOCENTESE

Complications :

Leur fréquence est extrémement variable et dépend clairement de I'’expérience des
opérateurs. Comme pour n’importe quel acte technique délicat, il existe une période
d’apprentissage, et les complications diminuent avec le nombre de prélevements réalisés
[216]. Les études collaboratives effectuées en Europe et aux Etats-Unis par des équipes
ayant réalisé plus de 200 PSF font apparaitre un risque de complications inhérent a la
technique de 0,6 % a 1,5 %[217,218].

-Perte foetale : Dans une série francaise, il a été retrouvé un taux global de fausses
couches et morts in utero de 2,03 %. [216]. Ce risque est augmenté dans les situations ou
I’hémodynamique feetale est instable, par exemple en cas de RCIU.

Avant 21 SA, les risques de mort feetale aprés ponction de cordon sont d’autant plus élevés
gue le terme de la grossesse est précoce. Cette technique ne doit étre mise en ceuvre
qu’apres 20-22 SA [219].

-Infection ovulaire : Son risque, bien que tres faible (1 cas sur 2 500 dans notre série), est

toujours possible et il faut s’acharner a la prévenir par une routine et un rituel d’asepsie trés
stricts. Ce risque est trés certainement corrélé au nombre d’insertions abdominales
maternelles.

-Bradycardie feetale : Dans la méme série francaise, elle n’est apparue que dans 5,38 % de

I’ensemble des préléevements (9% pour Daffos [220], 52, 9.8% pour Duchatel [221]), et sa
durée a été supérieure a 5 minutes dans seulement 0,9 % des cas [220]. Mais c’est dans ce
groupe des bradycardies trés prolongées que sont survenues la plupart des morts in utero.
Leur étiologie est mal connue. Plus que des embolies amniotiques, certains cas de
thrombose vasculaire ont été décrits, mais I’hypothése la plus vraisemblable est la présence
d’un spasme des vaisseaux ombilicaux (et en particulier des artéres), bien visible a

I’échographie et dont la prévention par I'atropine est discutée. Des troubles du rythme

104



Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

survenus apres PSF pratiqués en fin de grossesse conduisent souvent a la césarienne en

urgence pour éviter la mort foetale [222].

-Hémorragie feetale : L’exsanguination foetale est toujours possible a partir du point de
ponction funiculaire, mais sa fréquence semble trés rare et limitée a des indications
particulieres de préléevement. Il n’a été déploré dans la méme série que deux cas
d’hémorragie foetale mortelle : chez un foetus atteint de thrombasthénie de Glanzmann
homozygote, et chez un autre présentant une thrombopénie extréme a 5 000 plaquettes
dans un contexte d’allo immunisation antiplaquettaire [220].

-Ruptures prématurées des membranes, accouchements prématurés et RCIU: lls ne

semblent étre significativement augmentés dans aucune des séries publiées. Il a méme été
retrouvé un taux d’accouchements prématurés inférieur a celui de la population générale,
probablement en raison du fait que ces patientes sont globalement plus et mieux suivies.

-L’échec de ponction (<5%).

-L’accouchement prématuré ou la menace (contractions utérines avec modification cervicale

nécessitant une tocolyse) (<5%).

-L’hématome du cordon (1.5%) semble surtout survenir si la ponction est faite dans une

portion libre du cordon. Son association a été décrite avec des MFIU, elle doit faire discuter
une extraction feetale ou une surveillance extrémement serrée.

-La thrombose des vaisseaux du cordon : elle est trés rare, ce risque existe essentiellement

en cas de prélevements itératifs comme lors de transfusion in utero avec 'injection de sang
a tres forte hématocrite.

-La mort feetale in utero : c’est la complication la plus grave ; le risque global varie de 1%

[52] a 1,9% [223], et méme 5,87% [54]; le taux moyen, a partir d’une série importante (4922
cas) regroupant plusieurs études de la littérature, est de 3,84% [54]. Cependant le taux de
mortalité in utero directement imputable au prélevement est notablement plus faible,
semblant pouvoir étre estimé a moins de 1% : 0,8% 52 54; 0,98% selon Duchatel [221]. Ce
risque varie en fonction de I'état feetal [224], plus faible en cas de feetus sain (plus faible en
cas de PSF pour rubéole par exemple), plus important en cas de feetus fragilisé (PSF pour

RCIU séveére) : respectivement 11,2% et 0,58% dans la série de Duchatel [221].
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Cette derniére complication fait donc réserver ce type de prélevement aux foetus a haut
risque d’anomalie chromosomique, ainsi qu’aux situations justifiant I’obtention du caryotype

dans un délai court, et ce d’autant plus que le terme est avancé.
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OUTILS D’ANALYSE DES PRELEVEMENTS
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Le cytogénéticien dispose pour I'analyse des préléevements foetaux de la
cytogénétique classique et de la biologie moléculaire.
Le choix de la méthode d’analyse dépendra du contexte clinique, échographique, du type de
préléevement et du délai souhaitable pour I’obtention des résultats.
Le caryotype est le premier examen permettant une analyse globale du génome. Depuis la
fin des années 1980, les cytogénéticiens ont a leur disposition de nouvelles techniques
alliant I’établissement du caryotype et des techniques de la biologie moléculaire. Ces
techniques reposent essentiellement sur la FISH (fluorescent in situ hybridazion). Mais de
nombreux remaniements chromosomiques ne sont pas détectés par cette technique, c’est
dans cette optique que la CGH, puis la CGH microaarray ont été développées, constituant

ainsi une véritable révolution dans la cytogénétique moléculaire.

I. LA CYTOGENETIQUE CLASSIQUE OU CONVENTIONNELLE

La cytogénétique classique repose sur |'établissement du caryotype feetal. Le
diagnostic prénatal cytogénétique part du principe que la constitution chromosomique d’un
individu est déterminée a la conception et que les mitoses successives au cours de
I’embryogenése reproduisent invariablement le méme caryotype dans tous les tissus. Ceci
concerne aussi bien les tissus embryonnaires et feetaux que les tissus extra embryonnaires
(chorion, amnios).

C’est a partir de ce principe que se sont développées les méthodes de préléevements foetaux
permettant d’établir le caryotype.

Le caryotype consiste a établir la carte chromosomique d’un individu afin d’explorer le
nombre et la structure des chromosomes présents.

La formule chromosomique normale d’un homme est 46 XY et celle d’une femme est 46 XX.
Les chromosomes peuvent étre observés dans toutes les cellules capables de se diviser.
Certains tissus ont un index mitotique élevé permettant une étude directe des
chromosomes, c’est le cas des villosités choriales, mais grace aux techniques de culture
cellulaire, il est possible d’obtenir des cellules en division a partir de tres hombreux tissues

(lymphocytes ou cellules amniotiques).
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Prélevements [225] :

Trois tissus sont actuellement disponibles pour le DPN des anomalies
chromosomiques : le LA, les villosités choriales et le sang feetal. Ces trois tissus fournissent
des cellules adéquates pour I’'analyse cytogénétique mais chaque tissu et les techniques de
laboratoire mises en place modulent quelque peu [l'indication clinique de [I’analyse

cytogénétique.

1-1 Liquide amniotique

C’est une technique de routine bien établie. L’utilisation de milieux de culture
adéquats, de facteurs de croissance, d’incubateurs perfectionnés, a permis ces derniéres
années d’améliorer le taux de succes et aussi la rapidité d’obtention de cultures cellulaires.
Les cellules du LA proviennent de la peau, du rein, de la vessie, de I'intestin, de méme que
des membranes extra embryonnaires ; un trés grand nombre de tissus foetaux sont ainsi
étudiés.

Le nombre total de cellules/ml de LA augmente avec I'dge gestationnel, mais toutes les
cellules ne sont pas capables de se fixer sur le support et de former des colonies, et le

nombre de cellules viables diminue au-dela de 32 SA.

1-2 Villosités choriales

Le prélevement est habituellement réalisé a partir de la 11eme SA. Les villosités
choriales sont formées histologiqguement de trois tissus : le cytotrophoblaste, le
syncytiotrophoblaste et le stroma villositaire. Un diagnostic rapide peut étre posé (en 24 a
48 heures) par I’étude du cytotrophoblaste dont I'index mitotique est trés élevé : c’est la
technique directe ou semi directe. Les chromosomes sont cependant souvent courts et le
niveau de résolution faible. Il est important de réaliser parallelement une culture a partir de
cellules de I'axe villositaire mésenchymateux. Les délais d’obtention des préparations sont
alors sensiblement identiques a ceux de I'amniocentése et le banding chromosomique plus
satisfaisant. L'étude de ces deux tissus est complémentaire et nécessaire.

Des discordances entre le caryotype du cytotrophoblaste et du stroma villositaire et celui de

I’embryon sont observées dans 1 a 2 % des cas (Mosaique confinée au placenta) et I’étude

109



Prélevements foetaux dans le diagnostic prénatal

simultanée des deux tissus, cytotrophoblaste et stroma villositaire, permet d’améliorer la

fiabilité du diagnostic.

1-3 Prélévement de sang feetal

Le PSF permet d’obtenir rapidement (72 heures) des métaphases en quantité suffisante pour
réaliser une étude chromosomique de qualité. Le caryotype peut étre réalisé soit par
I’analyse directe de cellules sanguines nuclées, soit aprés une culture de 48 a 72 heures de

lymphocytes feetaux.

Technigues de préparations chromosomiques [226]

2-1 culture cellulaire

Deux techniques différentes de culture cellulaire sont utilisées suivant les
laboratoires : la technique in situ et la technique en flacon. Dans la technique in situ, les
différentes étapes nécessaires a l'obtention des préparations chromosomiques, choc,
fixation, coloration, marquage, se font sur la lame d’origine. Les principaux avantages en
sont la rapidité du diagnostic et la reconnaissance plus facile des mosaiques et pseudo
mosaiques. Dans la technique en flacon, les cellules sont décollées de leur support et mises
en suspension dans les solutions appropriées aprés centrifugations successives. L’avantage
de cette technique est la possibilité d’obtenir des chromosomes avec un trés bon niveau de
résolution.

Les cellules sont cultivées dans des incubateurs a CO2 pendant 7 a 10 jours. Le principe est
d’obtenir un nombre suffisant de mitoses pour une analyse chromosomique. Cette analyse
est faite sur 16 a 20 cellules obtenues a partir du méme préléevement (voire plus si suspicion
de mosaique).

Le laboratoire recoit un prélevement d’une quantité variable de LA (en moyenne 20 ml).
Apres avoir procédé a Ilidentification de ce prélevement (afin d’éviter toute erreur
d’étiquetage), et noté I'aspect macroscopique du liquide (clair, rosé, sanglant ou teinté), le
LA est également réparti dans plusieurs boites de pétri de 35mm de diametre au fond

desquelles est placée une lamelle de verre de 30mm de diamétre.
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Un milieu de culture est adjoint dans|chacune des |boites a raison de 1,5ml. Ces milieux

nutritifs utilisés pour les cultures cellulaires comportent un milieu de base composé d’un
mélange de sels minéraux, d’acides minéraux, et de vitamines ; un des milieux le plus
fréquemment utilisé pour les cellules amniotiques est le milieu HAM F 10. A ce milieu sont
additionnés, pour un flacon de 400ml :

- 5 ml de substitut de sérum : Ultroser G

- 3 ml de bicarbonate pour équilibrer le PH

- 5 ml de glutamine a 200 mmol/I

- 1 flacon de pénicilline-streptomycine ou de kanamycine
Il faut souligner qu’il existe des milieux composites déja préparés avec ces divers éléments,
en particulier le milieu de Chang.
Par mesure de sécurité technique, deux lots différents de milieu de croissance sont utilisés
de facon paralléle et deux étuves différentes recevront les cultures. Ainsi, les Boites de pétri
de départ sont séparées en deux groupes de boites cultivées dans des conditions de milieux
et d’études différentes. Ce procédé permet d’éviter les échecs de culture par contamination
microbienne, souillure ou panne d’étuve.
Les boites de Pétri sont placées dans leur étuve respective. Ces étuves sont a 37°C a circuit
d’air CO2, ce qui permet de maintenir le PH du milieu a 7,3. Initialement, aucune
manipulation des boites n’est effectuée pour permettre la fixation des cellules sur les
lamelles (4 premiers jours). Puis il est procédé au changement du milieu de culture deux fois
par semaine : le milieu de culture est aspiré a la pipette et remplacé par un milieu de
croissance frais.
A partir du 9¢me jour de mise en culture, les boites sont examinées au microscope inversé
pour suivre la formation des premiers foyers de cellules. Dés que les colonies de cellules
sont suffisamment abondantes, les cellules sont bloquées en métaphase en ajoutant un
poison du fuseau mitotique, en général la colchicine. Les cellules sont ensuite traitées par
une solution hypotonique, fixées et étalées.
- Le choc hypotonique :
Chacune des lamelles est retirée du milieu de culture puis plongée dans un milieu

hypotonique et placée dans I’étuve a 37°C pour incubation pendant 15 minutes. Le milieu
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hypotonique est constitué de 30 ml de Hanks dilué dans 280 ml d’Evian, et porté a 37°C. Il
n’est pas nécessaire d’utiliser la colchicine, compte tenu de la relative synchronisation
induite par les changements de milieu. On obtient ainsi une moindre condensation
chromosomique, ce qui permet d’augmenter la définition de I’analyse aprés marquage.

- La fixation :

Aprés I'incubation, les lamelles sont placées dans du Carnoy contenant un volume d’acide
acétique pour trois volumes d’éthanol. Puis on laisse sécher spontanément les lamelles, a

I’air ambiant, avant de procéder a la coloration des chromosomes.

2-2 Interprétation des préparations chromosomiques

Les lames ainsi obtenues sont alors :

- soit colorées par le Giemsa de facon uniforme ; c’est la technique de « coloration ordinaire
», qui permet seulement un classement des chromosomes suivant leur taille et la position du
centromere en chromosomes métacentriques (exemple : chromosomes 1 et 3) ou sub-
métacentriques (exemple : chromosomes 4 ou 5), ou encore acrocentriques (exemple
chromosomes 13, 14, 15, 21, 22). La coloration de Giemsa est composée de colorants
basiques d’aminophénothiazine (azur, thionine et bleu de méthylene) et d’un colorant acide,
I’éosine.

Cette coloration standard permet de déceler toutes les anomalies de nombre et un grand
nombre des anomalies de structure.

- soit traitées de maniére a faire apparaitre sur les chromosomes une alternance des bandes
sombres et claires ; ce sont les techniques de marquage ou banding chromosomique ; la

succession des bandes est caractéristique de chaque paire chromosomique donnée.

2-3 Les techniques de marquage chromosomique

L’avantage de ces techniques de marquage est de faire apparaitre, sur la structure des
chromosomes, des bandes d’intensité différentes. Ce qui permet de reconnaitre chaque
paire chromosomique, d’identifier et de localiser les anomalies chromosomiques.
L’International System for Human Cytogenetic Nomenclature [227] fournit des idéogrammes
ou représentations de chaque chromosome correspondant a environ 400, 550 ou 850

bandes par set haploide de chromosomes. Le bras court est désigné p, le bras long q ;
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chaque bras est divisé en régions, elles-mémes subdivisées en bandes ou en sous-bandes.
Ce type de nomenclature, le plus généralement admis, permet de définir les points de
cassure lors de remaniements.

Le marquage chromosomique est le reflet d’une organisation différente de I’acide
désoxyribonucléique (ADN) le long du chromosome : de larges séquences d’ADN riches en
A-T alternent avec de grandes séquences d’ADN riches en G-C ; dans certaines régions
spécifiques, de I’ADN hautement répétitif s’intercale. La plupart des techniques de bandes
sont liées a une action directe des réactifs sur I’ADN.

Plusieurs procédés sont utilisés. lls sont désignés par une lettre majuscule selon le principe
de coloration utilisé ou le point de localisation que révele la technique. Il est décrit 3 types
de marquage :

- deux types pour l'euchromatine, c'est-a-dire les segments non variables. Ce sont
d’une part les bandes Q et G de méme localisation et qui colorent environ 50% de
I’euchromatine, et d’autre part les bandes R qui colorent le reste.

- Un pour I’hétérochromatine qui correspond au marquage C localisé le plus souvent
aux régions centromériques.

a-Les bandes Q

Les bandes Q sont observées au microscope a fluorescence, aprés que les lames aient été
placées dans une solution de quinacrine (ce colorant étant fortement fluorescent a la lumiére
U.V). Les chromosomes, par ce procédé de marquage, présentent une alternance de bandes
sombres et brillantes dont la séquence est spécifique d’une paire donnée. (L’intensité de la
fluorescence, proportionnelle a la richesse de I’ADN en A-T, varie fortement le long du
chromosome.)

b-Technique des bandes G

Elle est la plus utilisée dans le monde. Les bandes G sont mises en évidence par le giemsa
apres que les lames aient été soumises a |’action protéolytique de la trypsine ou autre
protéase. Les chromosomes présentent une alternance de bandes sombres et claires dont la
topographie est identique a celle de bandes Q; les bandes sombres correspondant
généralement aux séquences d’ADN de réplication tardive riche en A-T, contenant peu de

genes actifs.
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c-Technique des bandes R

Les bandes R (reverse banding) sont mises en évidence par le Giemsa aprés que les lames
aient été traitées dans une solution saline a 87degres. Les chromosomes présentent une
alternance de bandes sombres et de bandes claires dont la topographie est réciproque de
celle des bandes G ou Q. Elles correspondent aux régions du génome riches en cytosine et
guanine.

d-Bandes C

Les bandes C (centromere) sont mises en évidence par le Giemsa apres que les lames aient
été traitées successivement dans une solution d'acide chlorhydrique puis dans une solution
d’hydroxyde de baryum. Par cette technique, les chromatides apparaissent uniformément
pales. Les régions centromériques, les constrictions secondaires et la partie distale du bras
long du chromosome Y sont les seules a apparaitre fortement colorées.

Sur un chromosome donné, la taille de la bande C est constante d’une cellule a I'autre, mais
est variable d’un individu a I'autre, réalisant un polymorphisme.

e-Technique NOR

Les régions contenant les genes transcrits en acides ribonucléiques (ARN) ribosomaux 18S et
28S (organisateurs nucléolaires) sont localisées chez I’homme sur les bras courts des
chromosomes acrocentriques et peuvent étre colorées par le nitrate d’argent (NOR-staining).
La taille de ces régions est tres variable d’un individu a I'autre mais reste inchangée d’une
génération a la suivante, pouvant servir également de marqueur familial.

La résolution (nombre de bandes obtenues par génome haploide, en comptant les
chromosomes X et Y) d’un caryotype standard est de 300 a 400 bandes par lot haploide.
Avec des artifices, en travaillant sur des chromosomes en prométaphase (chromosomes plus
allongés), il est possible d’obtenir un caryotype haute résolution, comprenant environ 1200
bandes par génome haploide ou de résolution intermédiaire. La résolution obtenue est tres
différente selon le prélevement considéré: I'étude directe d’un trophoblaste permet
d’obtenir une résolution entre 300 et 400 bandes, la culture de trophoblaste ou de liquide
amniotique permettent d’obtenir une résolution entre 400 et 500 bandes, alors que le sang

foetal permet d’obtenir une résolution autour de 550 bandes.
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Le caryotype est I’examen cytogénétique le plus souvent prescrit en présence de certains
syndromes cliniques bien caractérisés (une T21 par exemple), devant la plupart des
syndromes poly malformatifs observés a la naissance ou suspectés par I’examen
échographique, devant des troubles de la reproduction (avortements répétés ou stérilité) et
devant certains retards mentaux. Le diagnostic d’'une anomalie chromosomique est
important car il permet un conseil génétique précis.

Les techniques classiques d’analyse des bandes chromosomiques sont utilisées en 1¢ére
approche, ils permettent le diagnostic d’anomalies chromosomiques portant sur le nombre
et la structure des chromosomes.

Les remaniements visibles grace a l'utilisation de ces techniques ont une taille de plusieurs
millions de paires de bases (1 million de paires de bases = 1 mégabase ou 1 Mb).
Cependant, dans certains cas, le cytogénéticien se trouve en présence d’anomalies
chromosomiques difficiles a caractériser du fait de leur petite taille ou de leur complexité.
Parfois méme en présence de signes fortement évocateurs d’une anomalie chromosomique
(syndrome poly malformatif associé a un retard mental, une dysmorphie et avec récurrence
familiale), aucune anomalie chromosomique n’est retrouvée.

Il peut s’agir alors de déséquilibres chromosomiques dont la taille est inférieure a la
résolution des techniques de bandes qui est en moyenne de 5-10Mb, c’est a dire la taille
d’une bande chromosomique.

Ces limites, liées au niveau de résolution, ont amené a introduire la biologie moléculaire

dans I’arsenal des techniques d’analyse cytogénétique.

Il. LA CYTOGENETIQUE MOLECULAIRE

Le DPN génotypique de maladie héréditaires consiste a utiliser I’ADN ou I’ARN de
cellules foetales afin de déterminer si le foetus sera atteint de la maladie, soit de facon
directe en recherchant la ou les maladies génétiques responsables, soit de facon indirecte en
repérant les alleles d’un marqueur polymorphe associé. Dans cette deuxiéme approche, le
diagnostic n’est rendu qu’avec une certaine probabilité, notamment en fonction du risque

de recombinaison génétique.
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1-Qutils et stratégies de la génétique moléculaire :

Il existe une grande variété d’outils d’étude des anomalies génétiques. Certains
permettent de mettre en évidence des remaniements géniques (macrolésions), d’autres
permettent de détecter n’importe quelle anomalie ponctuelle dans une séquence d’acide
nucléique donnée (outils de balayage), d’autres encore visent a rechercher de facon ciblée
une ou plusieurs anomalies moléculaires (outils de criblage). Le choix des techniques
dépend des parametres suivants :

-de la maladie et de la pathologie moléculaire

—de la structure du gene

-des outils disponibles (existence ou non de trousses commercialisées, équipement du
laboratoire)

Toutes les méthodes ont leurs limites et il ne serait pas judicieux de vouloir imposer une

technologie particuliére pour une application donnée.

1-1 Hybridation moléculaire [228]

C'est I'appariement de deux chaines monocaténaires d'acides nucléiques d'origine différente.
Cette association s'effectue par l'intermédiaire des liaisons « hydrogéne » établies entre les
bases complémentaires des deux hybrides ; il en résulte que :

- I'nybridation peut s'établir entre deux molécules d'ADN, deux molécules d'ARN, ou une
molécule d'ADN monocaténaire et une molécule d'ARN, a la condition que leurs bases soient
complémentaires ;

- I'nybridation entre deux acides nucléiques est d'autant plus stable que la séquence des
bases complémentaires assurant la cohésion des hybrides est plus longue.

Ce principe de I'hybridation moléculaire est utilisé pour la détection des acides nucléiques
dans les tissus. L'acide nucléique (un géne ou un ARN messager) peut étre identifié a 'aide
d'une sonde nucléique spécifique (séquence polynucléotidique dont les bases sont
strictement complémentaires de celles de l'acide nucléique recherché et préalablement
radiomarquée). L'hybridation, c'est-a-dire I'appariement entre la sonde et l'acide nucléique
sera révélé grace au traceur isotopique couplé a la sonde. La spécificité de I'hybridation
entre la sonde et sa cible est assurée par les conditions physicochimiques de la réaction, et

surtout celles des étapes de rincage aprés hybridation (les températures de rincage se
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situent a quelques degrés au-dessous de la température de fusion) permettant d'éliminer
tous les appariements incomplets et de ne garder que les hybrides entre I'acide nucléique

d'intérét et la sonde.

1-2 Sondes nucléiques [229]

Une sonde est une séquence d'acide nucléique, préalablement marquée, complémentaire de
celle que l'on cherche a détecter dans un tissu et que l'on pourra identifier apres
I'hybridation avec sa cible.

Plusieurs types de sondes sont utilisés :

- les sondes ADN : il s'agit d'ADN génomique ou d'ADN complémentaire ;

- les sondes ARN : ce sont des sondes monocaténaires ribonucléotidiques, les tailles des
sondes ADN ou ARN varient entre 100 pb et 3 kb ;

- les sondes oligonucléotidiques : il s'agit habituellement de sondes synthétiques produites

par un synthétiseur nucléotidique automatique ; leur taille varie entre 18 et 50 bases

1-3 Différents méthodes d’hybridation

Les sondes nucléiques, quelle qu'en soit la nature (ADN, ARN, oligonucléotides), permettent
d'identifier dans les tissus, les acides nucléiques dont la séquence nucléotidique est

complémentaire de celle de la sonde utilisée.

1-3-1 Hybridation sur filtre [230]

-Southern blot
Décrite par Southern en 1975, cette méthode permet I'analyse de I'ADN ; aprés extraction et
purification, celui-ci est coupé par une ou plusieurs enzymes de restriction et les fragments

ainsi obtenus sont séparés par électrophorése en gel d'agarose selon leur taille.

L'identification d'une séquence d'intérét au sein de ces fragments par hybridation
moléculaire n'est pas directement réalisable dans le gel d'agarose (perte de I'ADN en cours
d'hybridation, mauvaise diffusion de la sonde, etc.).

Les fragments de restriction, séparés par électrophorese, sont alors dénaturés par un

traitement alcalin (par immersion du gel dans une solution 0.2NNaOH) puis transférés par
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simple capillarité sur un filtre de nitrocellulose ou de nylon ou ils s'attachent de facon
covalente. La cuisson du filtre a 80°C ou son exposition aux rayons ultraviolets rend
irréversible la fixation de I'ADN sur le filtre. Le transfert par capillarité préserve la séparation
des fragments d'ADN selon leur taille.

Une premiére étape de préhybridation du filtre est nécessaire pour saturer les sites non
spécifiques sur lesquels pourrait s'accrocher la sonde : elle s'effectue dans un tampon riche
en macromolécules telles que I'ADN de sperme de saumon, et la solution de Denhart ; en
I'absence de formamide, la température de préhybridation est de 65°C.

L'hybridation consiste a incuber le filtre a une température de 65°C, dans le méme tampon
que précédemment, en présence de la sonde radioactive préalablement dénaturée. La durée
moyenne de I'hybridation est de 12 a 16 heures.

Aprés I'hybridation, les étapes de rincages vont permettre d'éliminer la sonde fixée de facon
non spécifique sur le filtre, ou partiellement accrochée a des fragments d'ADN non relevants.
Ces rincages s'effectuent dans des conditions de stringence progressivement croissantes (la
stringence correspond aux forces physicochimiques de dissociation des hybrides).
L'hybridation est révélée par autoradiographie.

-Northern blot

Par analogie a la méthode décrite par Southern pour analyser I'ADN, le terme de Northern
blot a été attribué a la technique permettant l'analyse de I'ARN. Aprés extraction et
purification, les ARN (ARN totaux ou ARN poly-A) sont chargés sur un gel d'agarose
dénaturant. Les différents ARN, ainsi séparés selon leur taille, sont directement transférés
sur un filtre puis hybridés selon les techniques déja décrites.

-Dot blot

Il s'agit de techniques d'hybridation d'ADN ou d'ARN sur filtre sans électrophorése initiale ;
les échantillons, apres dénaturation, sont déposés directement sur le filtre, puis hybridés.
Ces méthodes ne permettent donc pas de préciser la taille de I'acide nucléique recherché, et
imposent le contrdle initial de la spécificité de la sonde par Southern ou Northern blot. Ces
techniques sont simples, rapides, et permettent l'analyse simultanée d'un grand nombre

d'échantillons.
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1-3-2 Hybridation in situ

Cette méthode consiste a identifier les acides nucléiques directement dans les cellules ou les
tissus. Elle présente deux avantages par rapport aux techniques d'hybridation sur filtre :
d'une part, elle permet d'identifier précisément la localisation de I'acide nucléique étudié au
sein d'une population cellulaire hétérogene, et d'autre part, elle apporte un gain de
sensibilité lorsque l'acide nucléique d'intérét est concentré dans un petit nombre de cellules
au sein d'un tissu.

L'hybridation est réalisée directement sur des cellules centrifugées sur lames de verre, sur
des cryosections tissulaires ou encore des coupes incluses en paraffine.

La méthode varie selon le type d'acide nucléique recherché.

- La détection de I'ADN (identification de particules virales, étude de I'amplification
d'oncogenes), utilise habituellement des sondes d'ADN double brin. La sonde en solution est
déposée sur I'échantillon tissulaire, recouverte par une lamelle scellée par un trait de glu. La
lame est alors chauffée a 100 °C pendant environ 10 minutes pour permettre la dénaturation
simultanée de I'ADN cellulaire et de la sonde. Les lames sont ensuite incubées 12 a 16
heures a 37 °C puis rincées dans plusieurs bains de stringence progressivement croissante
afin d'éliminer les accrochages non spécifiques.

- La détection des ARN (virus ARN, ARN messagers) utilise soit des sondes ADN double brin,
soit des sondes ARN ; I'ARN intracellulaire ne nécessite pas des conditions de dénaturation
aussi importantes que précédemment : les sondes sont dénaturées séparément puis
déposées sur lames. Le principal avantage des sondes ARN par rapport aux sondes ADN est
la possibilité de réduire le bruit de fond par un traitement par la RNase A apreés I'hybridation.
En effet cette enzyme respecte les hybrides ARN/ARN bicaténaires mais digére les fragments
de sonde monocaténaires fixés de facon non spécifique ou partiellement hybridés.

La révélation de I'hybridation varie selon le type de marquage.

Les sondes froides (couplées a la biotine ou a la digoxigénine, ou modifiées par sulfonation)
sont identifiées par des anticorps dirigés contre la molécule « reporter » et couplés a une
enzyme (phosphatase alcaline ou peroxydase) dont l'activité est révélée par un substrat

chromogeéne.
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2-Les prélevements foetaux et la génétique moléculaire :

2 types de prélévements peuvent étre programmeés pour une étude de I’ADN feetal :
la PVC et ’'amniocentése. Exceptionnellement lorsqu’une PSF est indiquée pour un dosage
des facteurs de la coagulation afin de rechercher une hémophilie (cette indication est
devenue tres rare), le laboratoire de génétique moléculaire peut secondairement étre amené
a identifier une anomalie génétique.

Les villosités choriales constituent le matériel biologique de choix lorsque la technique de
Southern blot doit étre appliqué au DPN (pour I’hémophilie A et le syndrome de I’X fragile
par exemple). En effet elle exige de plus grandes quantités d’ADN (1 a 10 microgrammes)
gue la PCR (0,02 a 1 microgrammes). Il est donc important de pouvoir programmer un PVC
qui fournit davantage de matériel que le liquide amniotique, surtout si une réalisation du
caryotype s’avere nécessaire. L’expérience est pour linstant insuffisante en génétique
moléculaire pour déterminer la faisabilité d’études moléculaires sur le liquide amniotique
prélevé précocement. L’analyse de quelques expériences a fait évoquer la présence

d’inhibiteurs de la PCR présents a un stade précoce (avant 15 SA).
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La PCR (Polymérase Chain Réaction)

3-1 Introduction

La PCR ou amplification enzymatique in vitro est une technique de biologie moléculaire
permettant d’amplifier de maniére exponentielle une séquence donnée d’ADN [231]. Depuis la
publication princeps de SAIKI et collaborateurs en 1985 [232], la puissance d’amplification va
croissante et permet de déceler aujourd’hui la séquence unique d’un gene.

Les premiéres applications de la PCR ont concerné la recherche de maladies génétiques, avec
comme objectif principal le DPN [233]. On peut citer principalement les travaux sur I’hémophilie
A, la drépanocytose, la B thalassémie ou la dystrophie musculaire de Duchenne.

Dans le domaine de la microbiologie, la détection de séquences virales dans divers prélevements
est maintenant possible.

La PCR est une technique de réplication ciblée in vitro, basée sur la capacité de I’ADN
polymérase a synthétiser le brin complémentaire d’ADN servant de matrice.

Elle permet d'obtenir, a partir d'un échantillon complexe et peu abondant, d'importantes
qguantités d'un fragment d'ADN spécifique et de longueur définie. L'ordre de grandeur est celui

du million de copies en quelques heures.

3-2 Le principe [234] (figure)

Le principe de la PCR comprend schématiquement trois étapes : la dénaturation thermique,
I’hybridation des amorces puis I’extension constituent un cycle, répété 20 a 30 fois (figure a-5).
—lere étape : dénaturation thermique.

Cette étape consiste a séparer par la chaleur les 2 brins d’ADN en rompant les liaisons
hydrogene. L’ADN double brin est chauffé a une température élevée, de I'ordre de 95°. Cette
température est supérieure a la température de fusion de ’ADN qui passe alors sous forme
simple brin dans le milieu. Ces brins serviront de matrice au cours des cycles d’amplification.
-2¢me étape : hybridation des amorces.

Le milieu réactionnel contient 2 amorces, chacune complémentaire d’un des brins. Celle-ci

détermine les bornes de la séquence a amplifier. Le milieu est amené a une température
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inférieure au TM des amorces. Les amorces, en large exces, s’hybrident a tout ADN simple brin
comportant la séquence complémentaire.

-3eme étape : extension des amorces.

Une ADN polymérase allonge les amorces en y incorporant les désoxyribonucléotides

complémentaires de la séquence de la matrice auquel est hybridée. La synthese s’effectue dans
le sens 5’, 3”, température optimale pour la plupart des enzymes. A la fin du cycle, 2 copies de la

séquence d’ADN sont obtenues. Puis un nouveau cycle commence et ainsi de suite. A titre
d’exemple, une PCR de 30 cycles génére théoriquement 23° fois de chaque cible initialement

présente.
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Figure 7 : Principe de la PCR
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3-3 Les applications [235] :

- Mutations ponctuelles

On peut citer I'exemple de la recherche de la mutation du géne B globine responsable de la
drépanocytose, qui fut la premiere application de la technique.

Un fragment de 110 pB, encadrant le site Mst Il est amplifié. Le produit de réaction est analysé
par électrophorése aprés hydrolyse par Mst Il : la présence de la mutation est révélée par
I'absence de coupure.

Certaines mutations responsables de I'hémophilie A sont retrouvées de la méme facon lors de
I'analyse d'un fragment du gene facteur VIIl. Dans ce cas, I'amplification intéresse un fragment
porteur d'un site de restriction informatif (RFLP) : sa présence est décelée par la coupure
enzymatique.

La PCR nécessite beaucoup moins d'ADN que le Southern-blot, ce qui est compatible avec un
préléevement par biopsie de trophoblaste dés la 10 eme semaine de grossesse, et le résultat est
obtenu plus rapidement.

-Délétions

Des délétions importantes générent un polymorphisme de taille des fragments mutés par
rapport a la normale. C'est le cas du gene codant pour la dystrophine dans la myopathie de
Duchenne de Boulogne.

D'autres délétions, moins importantes, sont également aisément repérées par la PCR, comme
OF508, qui correspond a la perte d'un codon dans le gene CF, retrouvé chez 70 p. 100 des

malades atteints de mucoviscidose.

3-4 Avantages

7

< Facilité d’utilisation
L'avantage de la PCR est sa relative facilité de mise en oeuvre, si on la compare aux techniques
traditionnelles de la biologie moléculaire.
< Rapidité
Il s'agit d'une technique rapide, 6 a 8 heures suffisent pour I'obtention d'un premier résultat.

< Sensibilité
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La sensibilité est extréme puisqu'elle permet, dans des conditions limites, de travailler sur une

seule cellule et de détecter une seule copie du fragment génomique recherché.

Depuis une quinzaine d’années sont apparues de nouvelles techniques d’étude des
chromosomes qui allient les techniques de cytogénétique classique et les techniques de biologie
moléculaire. Ces techniques permettent de diagnostiquer des anomalies non visibles en
cytogénétique classique, avec une sensibilité nettement supérieure pour la détection des
remaniements chromosomiques complexes ou de petite taille. L’ensemble de ces techniques
constitue la cytogénétique moléculaire.

La cytogénétique moléculaire, reposant sur la FISH (Fluorescent hybridation In Situ), est un outil

de diagnostic et de recherche tres performant dont les applications sont a ce jour multiples.

4- L’hybridation in situ fluorescente (FISH)

4-1 Introduction

La technique d’hybridation in situ utilisant des sondes génomiques fluorescentes a
completement bouleversé le domaine de la cytogénétique et donc par la méme occasion le DPN.
L’hybridation in situ n’est pas une technique récente, elle est utilisée depuis de nombreuses
années dans les laboratoires de recherche. Son essor est lié d’une part au marquage des sondes,
et d’autre part a la commercialisation de sondes génomiques fluorescentes spécifiques d’une
région chromosomique ou d’un chromosome donné. Les différents types de prélevements : LA,

villosités choriales et sang feetal, peuvent étre traités par FISH.

4-2 Principe [236] :

Son principe repose sur la propriété de I’ADN, molécule composée de deux brins de
séquences nucléotidiques complémentaires, de se dénaturer (séparation de deux brins) et de se
rénaturer (réassociation des brins complémentaires) dans des conditions précises de

température, de salinité et de Ph.
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Figure 8 : principe de la FISH

Cette technique répond a toutes les étapes d’une technique de biologie moléculaire sur
ADN génomique, exception faite de I’extraction de I’ADN puisqu’il s’agit d’une technique in situ.
a - La dénaturation

La dénaturation consiste a ouvrir la double hélice d’ADN par rupture des liaisons
hydrogénes. Elle est obtenue par chauffage pour aboutir a une température de fusion TM qui
correspond a la température limite permettant de dénaturer 50% de ’ADN. La TM n’est atteinte
gu’a des températures supérieures a 100°C qui ont pour effet de détruire la structure chimique
de la cellule. Afin d’éviter cet effet, on ajoute au tampon de dénaturation la formamide qui

abaisse la température de fusion.
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b- Hybridation

Cette étape consiste en I'appariement, par leurs bases complémentaires, entre la sonde
et la cible (ADN chromosomique ou interphasique).
c- Lavage post hybridation

Il est réalisé dans des conditions stringentes afin d’éliminer le bruit de fond et les
hybridations non spécifiques.
d- La détection du signal

Certaines sondes sont directement marquées avec un fluorochromome, ce qui permet de
visualiser sous la forme d’un spot fluorescent les sondes qui ont marqué les chromosomes
explorés.

La visualisation du signal nécessite un microscope a fluorescence de haute résolution.
Les images sont capturées sur un analyseur d’images.
En pratique on utilise un ou des fragments d’ADN dans lesquels ont été introduits chimiquement
par « marquage » un ou plusieurs fluorochromes. Ce fragment d’ADN « marqué », appelé alors
sonde, est dénaturé puis hybridé sur des préparations de chromosomes ou noyaux eux méme
préalablement dénaturés.
L’ensemble est mis a hybrider dans une chambre noire a 37°C durant une heure a 3 jours selon
les sondes utilisées.
Le signal est ensuite observé a l'aide d’un microscope a épi fluorescence muni de filtres
spécifiques capables de sélectionner, a partir de la lumiere blanche émise par la source
lumineuse du microscope, un faisceau d’une longueur spécifique excitatrice du fluorochrome
intégré dans la sonde.
Celui ci émet alors un faisceau lumineux que I'on visualise directement sur les préparations
cellulaires ou qui est numérisé par une caméra branchée sur le microscope puis observé sur
I’écran d’un ordinateur et analysé avec un logiciel spécifique.
La combinaison de plusieurs fluorochromes permet d’hybrider simultanément plusieurs sondes
d’ADN marquées différemment, ce qui rend alors possible la détection des remaniements de

structure impliquant plusieurs chromosomes.
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Parallélement, I'existence d’un panel de plus en large de sondes spécifiques d’une région
chromosomique ou de chromosomes entiers a permis d’accroitre les indications de la

cytogénétique, tant en clinique qu’en recherche.
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Figure 9 : principe de I’hybridation

4-3 Sondes :

Les sondes utilisées en cytogénétique sont des sondes ADN bicaténaires ou
monocaténaires. Elles peuvent étre synthétisées par chaque équipe en utilisant des vecteurs
(plasmides, cosmides, YACs) permettant de cloner un fragment d’ADN génomique humain [237].
Aujourd’hui, les cytogénéticiens utilisent de plus en plus de sondes commercialisés prétes a
I’'emploi [238]. Quatre grandes catégories de sondes sont disponibles pour analyser et préciser la

nature des anomalies chromosomiques
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a-Sondes spécifiques d’un locus donné

Ces sondes sont générées par identification et amplification de segments d’ADN
spécifiques d’un locus donné, clonés a I'intérieur d’un phage, d’un cosmide, d’un BAC (Bacteria
Artificial Chromosome), d’un PAC (Phage Artificial Chromosome) ou d’un YAC (Yeast Artificial
chromosome).
Elles sont particulierement utiles a la détection de délétions ou de duplications infra
cytogénétiques de certaines régions du génome. Il s’agit de délétions qui ne sont pas visibles sur
un caryotype standard, ou a la limite de la visibilité en technique haute résolution, mais dont le
diagnostic devient possible en utilisant les techniques d’hybridation in situ. C’est ainsi que I'on
réalise, par exemple, le diagnostic du syndrome de Prader Willi en utilisant la sonde 15q11, du
syndrome de Wolf Hirschhlorn en utilisant la sonde 4q16, et le syndrome de Di-George en
utilisant la sonde 22q11.
L’utilisation de sondes spécifiques permet également de déterminer les points de cassure d’une

translocation héritée ou spécifique d’'une tumeur.

b-Sondes alphoides ou centrométriques

Les ADN satellites constituent environ 10 a 20 % de I’ensemble de I’ADN humain. lls
different en fonction de leur localisation dans le génome ainsi que de la longueur des séquences
répétées. L'unité monomérique qui forme les séquences d’ADN alpha satellite varie
considérablement d’un chromosome a l'autre, rendant ces séquences spécifiques de tel ou tel
chromosome.
Un bon nombre de ces sondes sont commercialisées a ce jour. Elles peuvent étre utilisées
indifféremment sur noyaux en interphase, sur chromosomes en métaphase ou sur du tissu. Elles
permettent de rechercher une éventuelle aneuploidie, homogéne ou en mosaique, ainsi que
d’assurer le suivi d’'une greffe de moelle osseuse quand le donneur et le receveur sont de sexe
différents.

c- Sondes télomériques
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Elles sont spécifiques des extrémités des chromosomes. Il existe des sondes
pantélomériques qui colorent simultanément tous les téloméres et des sondes spécifiques de
chaque télomére qui sont en fait sub-télomériques.
d-Peintures chromosomiques ou sondes de painting

On peut par différentes techniques obtenir des sondes hybridant spécifiquement et
entierement une paire chromosomique donnée. Ces sondes sont appelées sondes de peinture
chromosomique, obtenues soit par microdissection, soit par triage chromosomique ou grace aux
hybrides somatiques contenant un seul chromosome humain. Depuis cing ans, grace a des
combinaisons spécifiques de 5 fluorochromes, il est actuellement possible d’obtenir 24 sondes
spécifiques de 22 autosomes et des chromosomes X et Y permettant de réaliser un caryotype en
multifluoresence. Elles sont particulierement utiles pour différencier les remaniements inter et
intra chromosomiques et pour I'étude des translocations complexes, en particulier lorsqu’il faut
vérifier I'existence de I'implication de tel ou tel chromosome dans un remaniement. C’est par
exemple le cas en pathologie chromosomique prénatale quand on est en présence d’une

translocation apparemment équilibrée qui en réalité implique plusieurs chromosomes.

Enfin, ces sondes peuvent étre employées seules ou étre combinées entre elles pour

obtenir un marquage multicouleur permettant une interprétation plus aisée de certains

remaniements.

4-4 intéréts de la FISH

Le premier intérét de cette technique est sa rapidité. En effet sa réalisation ne nécessite
pas de mise en culture des cellules prélevées, contrairement aux techniques classiques. Ainsi les
résultats vont pouvoir étre rendus 12 a 24 heures apres les prélevements contre 2 a 3 semaines
pour un caryotype, dans les situations ou le feetus présente un risque important d’anomalie
chromosomique et ou il est important d’avoir un résultat rapide, cette technique va permettre de
guider I'attitude obstétricale. Un autre avantage important est qu’elle ne nécessite qu’une faible

guantité de matériel (2 a 5ml de LA, quelques milligrammes de villosités choriales).
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L’une des applications majeures de la FISH est la possibilité d’étudier le contenu génomique des
cellules a partir des noyaux en interphase. Avec les techniques de bandes on ne peut étudier que
les métaphases qui représentent au maximum 20% des cellules sur une préparation de
cytogénétique. L’hybridation de sondes centromériques ou de toute autre sonde générant un
signal ponctuel et fort permet de repérer un ou plusieurs locus dans des noyaux en interphase.

On peut ainsi dénombrer rapidement les chromosomes identifiés par ces sondes sur un grand
nombre de cellules. Cette technique permet d’effectuer des diagnostics rapides, en 1 a 16
heures, aneuploidies complétes ou en mosaique, syndromes microdélétionnels, ambiguité
sexuelle, qui peuvent étre particulierement utiles en période prénatale (suspicion de trisomie 21
a 35 semaines d’aménorrhée) ou en période néonatale (suspicion de trisomie ou ambiguité

sexuelle)

Ainsi, trois types d’applications prénatales sont maintenant possibles [237] :

-Quand des anomalies chromosomiques « imprévues » sont détectées ou suspectées par les
techniques de bandes de cytogénétique lors d’'une amniocentése de dépistage, la FISH est
couramment utilisée pour caractériser ces anomalies, simplifiant grandement le conseil
génétique. Il s’agit des chromosomes marqueurs surnuméraires, des réarrangements
chromosomiques.

-Devant un signe d’appel échographique au 3e trimestre, la FISH sur noyaux en interphase avec
des sondes centromériques ou spécifiques de loci permet d’obtenir rapidement un diagnostic
d’aberration chromosomique en évitant la culture cellulaire. On peut donc, avec une simple
amniocentése, faire en urgence le diagnostic prénatal des aneuploidies concernant les
chromosomes X, Y, 13,18 et 21.

Klinger publie en 1992 ses résultats sur 4500 échantillons avec un taux de dépistage des
aneuploidies de 73,3% (107/146) [237].

Cependant, I'intérét clinique de la FISH est limité par un taux non négligeable de résultats non
interprétables (10-30 %). D’autre part les anomalies ciblées par I’examen ne représentent que

60-70 % des anomalies chromosomiques pouvant étre retrouvées en période prénatale. On ne
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pourra donc conclure avec certitude a la normalité qu’apres le résultat des cultures. Enfin, si une
décision d’interruption de grossesse est prise, il faut étre absolument certain que le résultat soit
sans ambiguité possible.

-Le diagnostic des microremaniements chromosomiques inaccessible par les techniques
conventionnelles [239] : il s’agit le plus souvent de microdélétions ou de microduplications
associées a des syndromes cliniques bien individualisés et suspectées, soit par échographie soit
par I’examen foetopathologique aprés interruption de grossesse pour polymalformation.

La taille de ces remaniements est de I'ordre de 1 a 5 mégabases, c’est-a-dire a la limite ou en
dessous du pouvoir de résolution des techniques de bandes.

L’étude moléculaire des microdélétions a révélé, de part et d’autre des ponts de cassure,
I’existence de séquences répétées d’ADN, appelées duplicons, espacées de 1,5 Mb a 5 Mb. Ces
duplicons sont a I'origine de recombinaisons illégitimes au cours de la méiose expliquant de ce
fait la survenue de microdélétions, microduplications et d’inversions [240,241]. La mise en
évidence d’une microdélétion du chromosome 22 responsable du syndrome de Di-George chez
un foetus porteur d’une cardiopathie conotroncale dépistée a I’échographie est une des
applications les plus courantes en prénatal.

Notons enfin que I'application la plus spectaculaire de la FISH sur noyaux en interphase est le
DPI des anomalies chromosomiques. Ce diagnostic est proposé aux couples porteurs d’une
anomalie chromosomique bien caractérisée a haut risque de déséquilibre transmissible a la
descendance. L’utilisation de sondes télomériques permet, aprés hybridation sur un blastomere
prélevé au stade de morula non compactée de repérer les déséquilibres chromosomiques et de
ne réimplanter que les embryons non porteurs de ces déséquilibres.

L’'inconvénient majeur des techniques de FISH sur noyaux est qu’elle permet uniquement
d’identifier la présence ou non de la séquence génomique reconnue par la sonde. La FISH ne
permet pas d’éliminer complétement toute anomalie chromosomique comme le fait le caryotype
(dans les limites de sa résolution). Elle ne nous donne aucune information sur le nombre et la

structure des autres chromosomes, ni sur la structure du chromosome étudié.
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Une étude rapportée par Evans et ses collaborateurs portant sur 146000 diagnostic prénatals a
montré que seulement 70% des anomalies chromosomiques retrouvées auraient pu étre
détectées par la FISH en utilisant les 5 sondes sur LA non cultivé. Les anomalies ne pouvant étre
détectées concernaient des anomalies de structure, équilibrées ou non. [242]. Une autre limite
réside dans la détection d’une aneuploidie en mosaique qui est de diagnostic et d’interprétation
délicate. Il s’agit le plus souvent de mosaiques concernant les chromosomes XY, ou, en cas de
PVC, de mosaiques confinées au placenta. Les contaminations des préléevements par des cellules
maternelles sont également difficiles a interpréter mais le grand nombre de cellules analysées
permet de minimiser le risque de faux négatifs qui supposerait une contamination massive par
des cellules maternelles.

C’est pour ces plusieurs raisons qu’actuellement, aucun résultat ne peut encore étre suivi d’une
IMG, avant confirmation du caryotype par les méthodes classiques de cytogénétique.
Effectivement c’est toujours le caryotype final qui est considéré comme la traduction exacte de la
constitution chromosomique du feetus.

Il est donc admis par tous que I’hybridation in situ ne remplace pas le caryotype. Elle présente
I’lavantage de donner un résultat rapide en 24 heures, mais seulement pour les anomalies de
nombre des chromosomes testés.

Comme nous venons de le voir, la FISH représente un examen indispensable pour le diagnostic
de certaines anomalies chromosomiques, mais elle n’explore qu’une petite partie du génome.
Depuis quelques années se sont développées de nouvelles techniques de cytogénétique
moléculaire permettant une étude globale du génome: il s’agit du caryotype en multi
fluorescence et de I’hybridation génomique comparative (CGH) qui permettent d’identifier, I'un
les échanges inter chromosomiques, I'autre les déséquilibres du génome, avec une sensibilité
supérieure a celle du caryotype en bandes. Ces techniques restent cependant réservées a des
patients sélectionnés sur des critéeres cliniques et cytogénétiques précis et, sauf cas trés

particuliers, sont indissociables de I’étude cytogénétique classique.
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5-Le caryotype en multi fluorescence

Le caryotype multiplex ou M-FISH [243] et le caryotype spectral ou SKY [244] sont les
deux méthodes utilisées pour sa réalisation.
Leur principe repose sur la cohybridation simultanée de sondes de peinture chromosomiques
spécifiques de chacun des 24 chromosomes (22 autosomes et les chromosomes X et Y). Ceci
donne une signature spectrale caractéristique a chaque paire de chromosomes (c'est-a-dire des
couleurs différentes en raison des proportions variables de fluorochrome sur chaque
chromosome). Les chromosomes sont classés sur la base de leur fluorescence spécifique. On
obtient alors un caryotype en multi fluorescence. De nombreux travaux ont déja montré
I’efficacité du SKY comme du M-FISH pour I’identification des marqueurs chromosomiques en

cancérologie comme en pathologie constitutionnelle [245] [246].

La multi-FISH permet de peindre spécifiquement tous les chromosomes a l'aide de sondes
réparties tout au long du génome. La combinaison de ces différentes sondes couplées
judicieusement a 5 fluorochromes différents, va générer une couleur propre a chaque paire
chromosomique. Cette technique va permettre une analyse globale du génome. Elle est surtout
tres utile dans la mise en évidence de remaniements chromosomiques complexes ou par
I’identification de chromosomes marqueurs, en permettant I'identification des chromosomes
concernés. Enfin, un des avantages de cette technique est qu’elle est utilisable sur des
métaphases de mauvaise qualité. L’'inconvénient majeur est son prix dii au nombre important de

sondes utilisées.

Cependant, ces techniques basées sur l'utilisation des sondes de peinture ne permettent pas

I’étude des déséquilibres intrachromosomiques, mais uniquement celle des échanges entre

chromosomes et celle de la composition des chromosomes anormaux.
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6-L’hybridation génomigue comparative (CGH) :

6-1 Introduction

En 1992, Kallionémi et ses collaborateurs décrivent une nouvelle technique de
cytogénétique moléculaire appelée CGH [247].
A la différence des techniques classiques de FISH ou I’étude est réalisée sur les chromosomes

ou les noyaux des patients, la CGH utilise ’ADN du patient comme sonde.

6-2 Principe

Son principe consiste a cohybrider une méme quantité d’ADN d’un patient et d’un témoin
marqué chacun par un fluorochrome différent (rouge et vert le plus souvent), sur les métaphases
d’un sujet normal. Apres révélation, le signal est numérisé et le rapport entre I'intensité de
I’émission des 2 fluorochromes le long de I’axe de chaque chromosome est établi par un témoin.
C’est une étude globale du génome permettant a partir de ’ADN d’un patient de détecter un
déséquilibre génomique globale avec un pouvoir de résolution de ’ordre de 5-10Mb [248].
Initialement utilisée pour la détection des déséquilibres génomiques dans les tumeurs solides
(sein notamment), la CGH a jusqu’a présent été peu employée dans les laboratoires de routine de
cytogénétique constitutionnelle du fait des exigences techniques qu’elle impose. C’est pourtant
la technique d’étude globale du génome la plus performante pour le diagnostic des

déséquilibres génomiques.

6-3 Applications

Ses applications sont nombreuses :

-ldentification de fragments chromosomiques transloqués ou insérés dans un chromosome et
détectés au préalable par la technique de bandes. Elle constitue une alternative aux méthodes
plus longues et moins précises de FISH avec les sondes de peinture.

—-détermination de microremaniements dés lors que leur taille est supérieure a 5Mb. C’est ainsi
gu’il a été récemment montré que la CGH permettait non seulement le diagnostic de

microremaniements interstitiels difficilement détectables par les techniques classiques mais
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aussi celui de la majorité des anomalies télomériques. Elle constitue donc une alternative a la

FISH avec des sondes subtélomériques.

6-4 Conclusion

La CGH parait étre a ce jour la technique de choix a utiliser en cytogénétique
constitutionnelle devant un tableau clinique de retard mental associé a des signes évocateurs
d’anomalie chromosomique mais s’accompagnant d’un caryotype normal. Elle reste cependant
techniqguement délicate a mettre en ceuvre. Une de ses limites, outre le manque de

reproductibilité, est son niveau de résolution qui dépasse rarement 5 Mb.

7- La CGH microarray :

7-1 Introduction

Compte tenu des limites de résolution de la CGH (5-10Mb), tous les microremaniements
ne peuvent pas étre détectés par cette technique. Ceci est en particulier le cas des syndromes
microdélétionnels connus qui, nous l'avons vu précédemment, sont générés par des
microremaniements génomiques de I’ordre de 1-5 Mb.

La CGH microarray s’est développée sur la base de la CGH et des retombées du séquencage du

génome humain [249].

7-2 Aspects techniques et limites de la CGH microarray

Afin d’augmenter la résolution, différentes équipes ont eu I'idée d’effectuer des CGH non
pas sur des chromosomes mais sur des fragments d’ADN, dont I'ensemble représente une
partie, voire la totalité du génome. Pour ce faire ils ont utilisé les chromosomes artificiels de
bactéries (BAC) [250,251].

Un BAC correspond a un plasmide ayant des origines de réplications des chromosomes
bactériens et dans lequel a été inséré (cloné) une séquence d’ADN humain de I'ordre de 150

kilobases (kb). Chaque clone bactérien contient une séquence précise de notre génome. Une fois
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introduit dans une bactérie, le plasmide se répliqgue un grand nombre de fois. Les
cytogénéticiens ont utilisé ces BACs comme sondes pour la FISH. Dans le méme temps les inserts
humains contenus dans les clones bactériens ont été séquencés et grace a un formidable travail
informatique ont pu étre ordonnés le long des chromosomes permettant de connaitre la
séquence de notre génome [252]. Contrairement a la CGH classique, ou les deux ADN sont
hybridés sur des métaphases, I’hybridation est réalisée ici sur un support ou sont déposés, sous
forme de spots, des fragments d’ADN génomique extraits généralement de BAC ou de PAC
(chromosomes artificiels de Phage). Ce développement technologique, permettant d’analyser
simultanément un grand nombre de séquences d’ADN génomique déposées sur un support
appelé « puce » (chip) par analogie aux puces électroniques, a été appelé CGH microarray (ou
CGH sur microréseaux). Elle nécessite essentiellement 3 composants : un support, en général
des lames de verre, des sondes (fixées sur la lame) et des cibles (qui correspondent au matériel a
étudier) [253].

Contrairement a la CGH sur chromosomes, le rapport de fluorescence n’est plus calculé selon
I’'axe de chromosomes mais au niveau de chaque dépot correspondant au fragment d’ADN fixé.
L’interprétation est de ce fait beaucoup plus rapide et automatisable. L’informatique joue un réle
central dans l'interprétation. Différents logiciels ont été développés permettant un traitement
statistique des données et proposant une représentation graphique automatique des résultats

(figure 7).

137



Prélevements feetaux dans le diagnostic prénatal

Marquage des
ADN

Hybridation

Révélation

de fluorescence

Résolution

Analyse des rapports

CGH sur chromosomes

ADN de référence  ADN test (du patient)

L\

perie 3

5 Mb

ADN de référence

CGH microarray

ADN test (du patient)

2P 90090009

}

RIF

0.6
04
0.2

v

0.2

04

0.6

bras court

chromosome 22 '
perte gam
*
&/
LY
o e ot Yt e o,
v Fiig 30 50
-
‘Q.'

distance en Mt bras IOIlg

1 Mb

Figure 10 : Synoptique comparatif des principales étapes entre la CGH sur chromosomes a
gauche et la CGH microarray a droite.

7-3 Les applications

De nombreux travaux ont validé cette technique dans I'exploration des déséquilibres
génomiques en prénatal :

—détection de microremaniements
En 2002, Veltman a démontré [I'efficacité de

la CGH microarry dans la détection des

remaniements subtélomériques [254].
En fonction des clones fixés sur la lame, la CGH microarray permet aussi de détecter des

remaniements intercalaires. Le plus souvent, les puces utilisées comportent environ 3500 clones
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offrant un niveau de résolution moyen de I'ordre d’une mégabase. L'utilisation de ce type de
puce a permis, par exemple, de montrer 12 déséquilibres chromosomiques au sein d’une
cohorte de 50 patients présentant un retard mental syndromique inexpliqué et pour lesquels le
caryotype et I’analyse des extrémités subtélomériques en FISH n’avaient pas montré d’anomalie
[25,256]. 7 délétions et 5 duplications intercalaires ont été détectées. Cependant, parmi les 5
duplications, 4 étaient héritées d’un des parents présentant par ailleurs un phénotype normal.
Ce fait montre d’une part qu’il est difficile de faire un lien direct entre un déséquilibre
chromosomique de petite taille, surtout une duplication, et le phénotype (d’ou la nécessité

d’étudier les parents) et, d’autre part a confirmé I'existence de polymorphismes.

-Caractérisation d’anomalies cytogénétiques
D’autres équipes ont utilisé cette technique pour définir des remaniements particuliers en
construisant des puces en contig sur une région précise. Ainsi, dés 2003, Veltman et al. ont
défini de facon tres précise une région critique pour I'atrésie du conduit auditif externe chez les
patients présentant une délétion du bras long du chromosome 18 [254].
Cette approche a été adoptée pour étudier d’autres régions comme les régions 1p [257] [258],

4p [259], 15q [260], 17p [261].

8- LA PCR gquantitative :

8-1 Introduction

La QF-PCR (Quantitative Fluorescence- Polymérase Chain Réaction) est une technique de
biologie moléculaire qui a été récemment introduite pour remédier aux inconvénients de la FISH
dans la mise en évidence rapide et sensible des anomalies chromosomiques les plus courantes
du feetus [262]. Elle est réalisée principalement sur des préléevements de liquide amniotique et
permet, en 24-48 heures, de mettre en évidence de possibles aneuploidies des chromosomes
21,18, 13, X et Y. L'analyse est effectuée conjointement a I'analyse cytogénétique traditionnelle,

basée sur la culture d'amniocytes et la détermination du caryotype.
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Cependant, elle ne nécessite pas de prélevement supplémentaire car elle est réalisée directement
sur un petit aliquot (1 ml) de I'échantillon obtenu par amniocenteése. La rapidité d'exécution de la
QF-PCR permet de réduire a un minimum les temps d'attente du résultat. La possibilité d'exclure
une pathologie chromosomique dans les heures qui suivent le prélevement contribue a soulager
I'anxiété des parents; dans les cas positifs, I'obtention rapide du résultat permet aux parents de
convenir avec leur médecin, bien a I'avance, d'une éventuelle intervention thérapeutique.

Cette technique innovante se distingue de la FISH prénatale (Fluorescent In Situ Hybridization)
par le fait qu'elle est moins laborieuse, facilement automatisable et nettement moins codteuse.
En outre, certaines de ses particularités techniques permettent la détection de mosaicismes, la
détermination de la zygotie dans les grossesses gémellaires, et l'identification rapide de la

contamination maternelle, qui n'est pas réalisée par la FISH et le caryotype.

8-2 Aspects techniques

La méthode est basée sur I'amplification in vitro, par technique PCR, de séquences répétées
d'ADN appelées microsatellites ou STR (Short Tandem Repeats), localisées sur les chromosomes
considérés. Les fragments d'ADN amplifié marqués a la fluorescence sont ensuite séparés et
quantifiés par électrophorése capillaire couplée a un séquenceur automatique. Les STR sont des
séquences hautement polymorphiques dont la longueur varie en fonction du nombre de
répétitions de la séquence unitaire. Dans la majorité des cas, le tracé électrophorétique d'un STR
d'un individu normal montre deux pics de surface et de hauteur égales, correspondant

respectivement aux produits amplifiés de l'allele maternel et de I'allele paternel.

8-3 Avantages de la QF-PCR

Outre ses avantages de rapidité et de facilité d'exécution, la QF-PCR présente certaines
caractéristiques qui, par rapport a la FISH prénatale, lui conféerent une solidité et une fiabilité
supérieures. Il a été démontré que la présence de polymorphismes constitutionnels dans les

régions chromosomiques cibles peut fausser le résultat de la FISH, dans la mesure ou cette
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technique utilise une seule sonde fluorescente par chromosome analysé. La QF-PCR est moins
sensible a ce phénomeéne grace a l'utilisation simultanée de plusieurs marqueurs par
chromosome. De plus, dans la QF-PCR, |'évaluation quantitative d'un tracé électrophorétique est
plus précise et moins sujette a interprétation qu'une FISH, basée sur le comptage manuel au
microscope de signaux fluorescents. Cette précision permet a la QF-PCR l'identification rapide
de mosaicismes dans les cas ou la lignée cellulaire trisomique est supérieure a 20% [263].

Les préléevements de LA contaminés par des cellules de la mére représentent un gros probleme
dans la FISH prénatale, dans la mesure ou il est impossible de distinguer les signaux dérivés de
cellules foetales de sexe féminin de celles de la mére. En revanche, dans la QF-PCR, la présence
d'une contamination maternelle se reconnait facilement, car sur le tracé électrophorétique vient
s'ajouter, pour chaque STR, I'allele maternel qui n'a pas été hérité par le foetus. Les échantillons
contaminés doivent toutefois étre interprétés avec prudence, en analysant en paralléle un
échantillon de sang de la meére.

Les avantages de cette technique sont I'extréme rapidité par rapport a la technique de PCR
classique ( 30 minutes au lieu de 2 a 3 heures ) avec un résultat immédiat et une sécurité quant

aux risques possibles de contamination par de I’ADN exogéne.
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l1l. BIOCHIMIE PRENATALE :

1- le dosage de I'xFP dans le LA :

L'FP est essentielle au métabolisme fecetal, elle équivaut a l'albumine en période
postnatale. Son interprétation nécessite I’établissement préalable de valeurs de références. Ce
marqueur est trés sensible mais peu spécifique et des accroissements sont observés dans un
contexte inflammatoire. C’est pourquoi I'intérét de ce dosage reste limité aux :

-DPN des syndromes néphrotiques en raison d’antécédents familiaux.

-anomalies échographiques du placenta et/ou des reins foetaux évoquant un syndrome
néphrotique.

—quelques cas particuliers d’oFP sérique maternelle élevée avec échographie normale.

Il n’y pas d’indication a réaliser ce dosage pour le diagnostic des défauts de fermeture du tube
neural.

Seul I’électrophorése des cholinestérases du LA doit étre réalisée dans cette indication.

2- Electrophorese des cholinestérases du LA [264] :

C'est la technique de référence pour le diagnostic biochimique des anomalies de
fermeture du tube neural. Il s’agit de malformations graves comprenant I’'anencéphalie et la
myéloméningocéle.

L’acétylcholinestérase est une enzyme spécifique du tissu nerveux. A I’état normal, elle n’existe
pas dans le LA. Si le foetus présente un DFN, I’enzyme neuronale soluble du LCR s’écoule dans le
LA.

Cette iso enzyme est caractérisable par sa migration en gel de polyacrylamide ce qui permet de
la différencier des autres isoformes normalement présents dans le LA. La présence de 2 bandes,
une bande lente et une bande rapide, signe donc I'existence d’acétylcholinestérase et donc, la
présence anormale de tissu nerveux ou de LCR dans le LA.

Cette technique est délicate, entierement manuelle, non automatisable, mais elle permet un

dosage qualitatif de grande sensibilité et spécificité.
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Les indications sont :

-Suspicion de DFN

-Signes échographiques de malformation autre que celle du tube neural
-Examen systématique lors d’amniocentese pour un caryotype

Il existe toutefois des données a prendre en compte :

-Un spina bifida fermé n’est pas biochimiquement détectable

-1l existe des faux positifs induits, en particulier, par une contamination par du sang feetal.

3- Diagnostic de maladies métaboliques

Certaines maladies génétiques sont caractérisées par I’absence ou le caractéere
défectueux de I’enzyme normalement présente dans tous les tissus, y compris le trophoblaste et
les cellules amniotiques. Il est alors possible d’effectuer un DPN par dosage d’activité
enzymatique ou de substrat sur un échantillon de trophoblaste ou de LA.

Quand le risque est connu avant la grossesse, I'idéal est d’effectuer un diagnostic précoce sur
préléevement de trophoblaste, c’est le cas par exemple des maladies mitochondriales
caractérisées par un déficit de la chaine respiratoire mitochondriale. Le DPN biochimique Il ne
peut étre proposé qu’aux familles dans lesquelles le déficit de la chaine respiratoire a été mis en
évidence dans les fibroblastes en culture du cas index (environ la moitié des patients). Dans ce
cas, I’étude de la chaine respiratoire sera réalisée sur villosités choriales entre 9 et 11 SA ou sur
amniocytes a 16 SA. La mise en évidence d’un déficit de la chaine respiratoire affirme la récidive
de la maladie. En revanche, un résultat normal n’exclut dans aucun cas la possibilité d’une

expression ultérieure du déficit au cours de la grossesse ou méme en période postnatale.

4- Enzymes digestives du LA :

Cette technique permet une approche indirecte de la fonction digestive au cours du
développement. Celle ci peut étre altérée par des anomalies fonctionnelles (iléus méconial d’une

mucoviscidose) ou anatomiques (atrésie intestinale).
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Plusieurs enzymes digestives peuvent étre dosées dans le LA. La phosphatase alcaline totale
(PAL) est un mélange de 5 iso enzymes, dont I'iso enzyme digestive, GGTP, LAP et protéines
totales. Une méme activité de PAL totale peut donc a la fois correspondre a I'absence de
I'isoenzyme digestive (trés pathologique) ou a sa présence normale. En plus des isoenzymes de
la PAL, d’autres enzymes digestives doivent étre dosées, gammaglutamyl transpeptidase, leucine
aminopeptidase et protéines totales.

Les indications d’étude des enzymes digestives dans le LA sont relativement peu fréquentes :
-Enzymes digestives et mucoviscidose :

Avant la découverte du gene CFTR, dont les mutations sont a I’origine de la mucoviscidose, on
avait pu montrer la tres haute fréquence d’une « obstruction intestinale fonctionnelle » chez les
feetus atteints. Cette obstruction se traduisait par I'effondrement des activités enzymatiques
dans le LA.

Aujourd’hui, cette technique peut encore rendre service quand la génétique moléculaire ne
permet pas de conclure, par exemple, quand il n’a pas été possible de déterminer les mutations
responsables de la mucoviscidose chez un premier enfant atteint.

-Atrésie anorectale ou biliaire d’origine génétique :

Dans la situation exceptionnelle d’un antécédent de maladie génétique comportant une atrésie
biliaire ou anale (inaccessible a I’échographie), on a pu réaliser un diagnostic prénatal fondé sur
le dosage des enzymes digestives aprés amniocentése.

-Contréle de qualité des amniocentéses chez les jumeaux :

Quand les amniocentéses sont réalisées dans une grossesse gémellaire, il faut étre certain
d’avoir bien prélevé chacune des deux cavités amniotiques.

Des taux différents d’enzymes digestives dans les deux échantillons permettent d’affirmer qu'’ils

correspondent bien chacun a un jumeau différent.

5- Dosage de la bilirubine feetale :

L’augmentation de la bilirubine du LA est I'une des conséquences biochimiques (liés a

I’hémolyse) d’une allo-immunisation rhésus foetomaternelle (mere Rh-/feetus Rh+).La
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bilirubinémie permet de suivre la gravité de I'atteinte foetale. Dans ce contexte le prélévement
de sang feetal permet de préciser l'intensité de I'anémie feetale par des parametres
hématologiques et d’envisager une ou plusieurs transfusions in utero. Généralement,
I'amniocentese s’effectue autour de la 18¢me semaine de grossesse. La découverte récente du
gene rhésus permet de savoir plus tot, par biologie moléculaire sur biopsie de trophoblaste ou

sur ADN feetal circulant dans le sang maternel, si ’enfant a naitre est rhésus + ou - [265].

6- Biochimie rénale foetale :

Une mention particuliéere mérite d’étre faite sur I'intérét majeur du dosage de la B2
microglobuline dans les uropathies. Cette exploration biochimique de la fonction rénale feetale
est inutile lorsque I'échographie permet a elle seule de conclure. Parfois cependant, la
confirmation biochimique de I'insuffisance rénale peut contribuer a asseoir le diagnostic et a
conforter une décision d’abstention thérapeutique ou d’IMG.

Quand les données échographiques sont difficiles a interpréter, contradictoires ou évolutives,
I’étude biochimique de la fonction rénale feetale prend toute sa valeur. Cest le cas des
dilatations urinaires évolutives, d’'une échographie suspecte du parenchyme rénal ou d’une
tendance a I'oligoamnios.

L’étude biochimique de I'urine feetale, qui refléte surtout la fonction tubulaire, est I'approche la
mieux évaluée. L'urine des 2 bassinets ou, a défaut, du bassinet du rein le moins atteint ou de la
vessie est prélevée sous contrble échographique.

De trées nombreux composants ont été étudiés dans les urines. [2656] [267] [268].

Deux d’entre eux se sont révélés étre les plus discriminants:le sodium et la B 2 microglobuline.

Tous étudient la fonction tubulaire et jamais la fonction glomérulaire.

Schématiquement, I’élévation du sodium urinaire survient a un stade avancé et permet surtout
de confirmer les données de I’échographie en faveur d’une atteinte grave de la fonction rénale.
L’élévation de la B2microglobuline urinaire feetale est plus précoce et prédirait de facon plus

sensible que I’échographie le risque d’altération postnatale de la fonction rénale.
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La B2microglobuline sérique foetale est le reflet de la fonction glomérulaire mais sa valeur

pronostique n’a été étudiée que sur un nombre limité de cas [269].

IV- INFECTIOLOGIE PRENATALE :

Grace a la biologie moléculaire [270], ce domaine a considérablement évolué, la plupart
des maladies responsables d’embryofoetopathies sont diagnosticables in utero et certaines

peuvent bénéficier d’un traitement.

1- La toxoplasmose :

Le diagnostic biologique ne repose plus dorénavant que sur la seule étude du liquide
amniotique, le prélevement étant réalisé a partir de la 18¢ semaine et 4 semaines au minimum
apres la date présumée de I'infection maternelle.

Les performances de la recherche du génome toxoplasmique par PCR ont permis de se dispenser
depuis plusieurs années de I’analyse du sang feetal prélevé par cordocentése.

En outre I’examen est rapide, le résultat pouvant étre obtenu en quelques heures. Cependant, la
valeur diagnostique de la PCR est dépendante des conditions techniques dans lesquels I’examen
est réalisé, c’est a dire de la qualité du laboratoire.

Une recherche de toxoplasmose par inoculation a la souris est réalisée conjointement pour

pallier les rares faux négatifs de la PCR [271].

2- Les infections virales :

2-1 Rubéole

Apres la mise en évidence d’une séroconversion maternelle de rubéole, qu’il y’ait contage
connu ou non, le DPN était anciennement réalisé sur un PSF a 22SA. Cette approche a pour
inconvénient de donner un résultat trés tardif au cours de la grossesse, alors que le risque
d’atteinte feetale grave est trés élevé en cas de séroconversion précoce.

EN 1996 il a été possible de mettre en évidence le virus de la rubéole par RT-PCR (Reserve

Transcriptase PCR) sur amniocentése précoce, dés 13 -14SA. Mais ce test est plus délicat a
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réaliser qu’une PCR classique car il s’agit d’un virus a ARN [272]. En cas de négativité du test
cependant, un controle sur sang foetal a 22SA reste prudent pour confirmer I'absence

d’infection.

2-2 Varicelle

L’émergence de la biologie moléculaire avec les techniques de PCR a permis un progres
important dans le diagnostic de la varicelle congénitale. Dés 1991, I'application au dépistage est
évoquée et montre une meilleure sensibilité que les cultures cellulaires. Le premier cas de
diagnostic prénatal positif est rapporté en 1992.

Par ailleurs, le génome viral peut étre retrouvé dans les lymphocytes maternels 3 a 10 semaines
apres la fin de I’éruption. L’analyse d’un liquide amniotique sanglant (contaminé par du sang
maternel) peut alors entrainer un résultat faussement positif. Parmi 215 prélevements de sang
maternel réalisés avant amniocentése et apres cicatrisation des lésions cutanées maternelles, 10

% ont révélé une persistance du génome [273].

2-3 Parvovirus

Aprés séroconversion maternelle ou devant des signes évocateurs, le diagnostic de
I’infection feetale peut se faire de maniéres différentes :
-L’étude du LA permet la mise en évidence de I’ADN viral par PCR dont I’avantage réside encore
une fois dans la spécificité et la rapidité de la réponse [274].
-L’étude de sang feetal vient confirmer le diagnostic en constatant une anémie sévére
arégénérative, la présence inconstante d’lgM sériques feetales spécifiques, par la mise en
évidence de I’ADN viral et par I'existence sur les précurseurs érythroides infectés d’anomalies
caractéristiques d’une infection a parvovirus B19 : inclusions éosinophiles et margination de la

chromatine.

2-4 Cytomégalovirus

La recherche de CMV sur LA est pratiquée aprés amniocentése réalisée au moins 6

semaines aprés l'infection maternelle, et pas avant 22 SA. La recherche du génome du CMV par
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PCR a les mémes sensibilité et spécificité que la culture cellulaire. Il parait prudent de conseiller
la réalisation simultanée des deux techniques pour le DPN d’infection foetale a CMV, la PCR étant
susceptible d’avoir une meilleure fiabilité en cas de probléemes de transport entre le lieu du
préléevement et le laboratoire.

Une équipe s’est intéressée au dosage des IgM anti Heat Shock protein 70 qui, d’une part,
semble plus spécifique et plus sensible que la PCR et qui, d’autre part, peut étre utilisé pour

I’évaluation pronostique de I'infection [275].

148



Prélevements feetaux dans le diagnostic prénatal

CONSEQUENCES OBSTETRICALES ET
PEDIATRIQUES DU DIAGNOSTIC
PRENATAL
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|- PRESENTATION GENERALE DES OPTIONS :

Dans une large mesure, prendre en charge un feetus malade avant la naissance, c’est
d’abord tenter de cerner le pronostic de son affection. En effet si les pathologies les plus graves
peuvent déboucher sur une IMG, de nombreuses anomalies foetales décelables en période
prénatale sont au contraire curables et bénéficieront d’une prise en charge néonatale adaptée.
Cette notion de gravité est cependant subjective. Elle dépend de I’expérience personnelle des
familles, de leur perception de I'information médicale, et parfois de I'anxiété induite par le

discours médical. C’est dire avec quel soin I'information devrait étre délivrée en matiere de DPN.

II- TRAITEMENTS IN UTERO :

1- Traitement de la pathologie rhésus :

La fréquence de cette affection a considérablement diminué depuis I'introduction en
1969 d’une prévention par I'administration de gamma globulines anti-D aux femmes Rhésus
négatif apres la naissance d’'un enfant Rhésus positif et dans les autres situations obstétricales
exposant a une immunisation (fausse couche, amniocentése..). Elle est actuellement de 1%o
grossesses contre 1% il y’a 30 ans [275]. Le risque fcetal est apprécié au cours d’un bilan initial
qui tient compte de la sévérité de I'atteinte éventuelle des enfants précédents, du diagnostic du
groupe sanguin foetal quand le pére est hétérozygote (possible par étude de I’ADN fcetal dans le
sang maternel) [276,277], et du dosage pondéral des anticorps (risque faible en dessous de 1
ug/ml).
Un traitement in utero est indiqué en cas d’anémie foetale (Hb < 8g /dl avant 32 SA et <9g/dI
apres). Le traitement repose actuellement sur I’exsanguino transfusion in utero (ETIU) de sang

rhésus négatif, apres abord de la veine ombilicale prés de son insertion placentaire.
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La mere est mise sous traitement sédatif. Le volume des échanges est adapté au terme de la
grossesse et poursuivi jusqu'a ce que I’hémoglobine soit remontée aux alentours de 14 a
15g/dl. Les ETIU sont répétées toutes les 3 semaines environ, jusqu'a obtention d’un terme
correct pour la naissance.

Les résultats sont bons dans 95% des cas en |'absence d’anasarque et de 80% (contre 20%

précédemment) si I’anasarque est constituée [278,279].

2- Pose de drains foeto—amniotiques

La reconnaissance de certaines pathologies obstructives feetales permet d’envisager un
geste de dérivation entre une cavité dilatée et I’espace amniotique dans le but d’éviter une
détérioration de I'organe d’amont ou la pérennisation d’un anamnios. Ces pathologies doivent
donc étre connues dans leur histoire naturelle car elles sont associées a une morbidité et une
mortalité importantes lorsqu’elles ne sont pas traitées in utero. A ce jour, seules 3 pathologies
pourraient voir leur pronostic amélioré par le drainage :

-les uropathies obstructives basses ou bilatérales,

-la maladie kystique adénomatoide du poumon de type macrokystique

-les épanchements pleuraux lorsqu’ils présentent des signes objectifs de
compression et que la fonction d’organe sous-jacent semble encore normale.
L’information sur les risques et les limites du geste doit absolument étre comprise des couples
concernés. lls doivent idéalement avoir eu un entretien préalable avec le pédiatre ou le

chirurgien pédiatre qui prendra en charge I’enfant.
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3- Traitements des infections foetales :

3-1 toxoplasmose

Le traitement de la toxoplasmose a 2 objectifs :
-limiter le risque de transmission du parasite au foetus, apres séroconversion maternelle, en
administrant de la spiramycine a la mere pour stériliser le placenta.
-traiter les foetus infectés par le parasite avant que la parasitose n’ait induit des lésions
irréversibles :
Compte tenu de sa lourdeur, de I'importance de ses éventuels effets secondaires et du fait qu’il
peut négativer completement les controles post nataux visant a documenter la réalité d’une
infection congénitale, le traitement est réservé aux foetus dont I'infection est confirmée par
amniocentése.
Les deux médicaments les plus utilisés sont la pyriméthamine (Malocid) et les sulfamides en
particulier la sulfadiazine (adiazine). L’adjonction de sulfamides multiplie par 10 I'activité de la
pyriméthamine, ce qui permet de l'utiliser a des doses non toxiques pour I’espéce humaine, ils
sont donc prescrits en association [280].
L’efficacité de ces traitements in utéro a été démontrée dans les cas ou I'infection maternelle est
survenue relativement tard en cours de grossesse. Elle suppose une surveillance échographique
tres attentive durant toute la grossesse pour s’assurer de I'absence d’échec du traitement. En
effet la survenue d’anomalies échographiques séveres, y compris au 3¢me trimestre, pourrait

faire remettre en question le choix initial de poursuivre la grossesse.

3-2 Rubéole :

En cas d’infection entre 12 et 18 SA, I'IMG peut étre discutée en fonction des données
précises de chaque cas. Au dela de 18 SA, l'infection foetale n’entraine que des formes
asymptomatiques et une simple surveillance post natale est proposée. Les nouveaux nés infectés
sont porteurs du virus durant toute la 1¢ année dans les secrétions pharyngées, les urines, les

selles. IIs doivent étre maintenus a distance des femmes enceintes séronégatives [281].
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La vaccination s’impose en post partum immédiat chez les patientes séronégatives mais aussi

dans les suites immédiates de fausses couches, IVG ou grossesses extra-utérines.

3-3 Cytomégalovirus

L’aspect échographique et son évolution au cours de la grossesse constituent le principal
élément pronostique. L’apparition d’anomalies cérébrales, d'une anasarque et d’une
hépatomégalie vont faire prévoir une infection congénitale symptomatique, avec son risque élevé
de séquelles. En [I'absence d’anomalies échographiques, des anomalies biologiques
(thrombopénie, atteinte hépatique, détermination de la charge virale, taux d’anticorps) peuvent
étre recherchées par un PSF. Leur valeur pronostique n’est pas encore établie [282].

En présence d’anomalies échographiques, on est en mesure de donner aux parents des
informations pronostiques, qui pourront le cas échéant conduire a la réalisation d’une IMG.

En I'absence de signes échographiques, cette évaluation pronostique n’est pas encore possible
avec précision, rendant la prise de décision pratique extrémement difficile. Certains
professionnels recommandent la poursuite de la grossesse et le dépistage des troubles de
I'audition en période néonatale et dans I'’enfance. D’autres recommandent des investigations
biologiques complémentaires recherchant une atteinte hématologique ou hépatique [282].

Certains couples demandent et obtiennent une IMG pratiquée « dans le doute », méme si le

risque d’interrompre la vie d’'un enfant bien portant est élevé.

4-4 Parvovirus

En I'absence de traitement dans les formes a atteinte foetale grave, la mort feetale
survient entre 4 et 6 semaines aprés la symptomatologie maternelle, mais peut se produire
jusgu’a 12 semaines apres.

Le PSF apres avoir contribué au diagnostic, permet également de corriger I'anémie feetale par

transfusion in utero. Plusieurs auteurs ont rapporté des succés thérapeutiques aboutissant ainsi
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a une guérison apparemment sans séquelles néonatales [283]. En cas d’infection maternelle, la
plupart des auteurs recommandent la mise en place d’un suivi échographique régulier a la

recherche des premiers signes d’Hydrops foetalis [283].

[1l. INTERRUPTION MEDICALE DE GROSSESSE (IMQG):

En France, Une IMG peut étre réalisée « quel que soit I'dge gestationnel si le foetus est
atteint d’une affection d’une particuliere gravité reconnue comme incurable au moment du
diagnostic ». L'IMG doit étre demandée par la patiente, et I'indication doit étre acceptée par 2

médecins appartenant a un centre multidisciplinaire de médecine foetale.

1- La technique du foeticide [284]

1-1 Le terme

En fonction des équipes ce geste est réalisé a partir de 20 ou 22 SA.

1-2 Le moment du foeticide :

Le foeticide a lieu idéalement le jour de I'expulsion pour éviter la macération rapide et la
lyse neuronale rendant difficile I’examen foetopathologique.
La patiente est a jelin, prémédiquée, et le geste a lieu au bloc opératoire ou en salle
d’accouchement sous analgésie péridurale pour pouvoir enchainer sur le déclenchement du
travail ou bien sous anesthésie locale en cas de contre indication maternelle a I'analgésie

péridurale.

1-3 Le geste :

On réalise un PSF au mieux au niveau de l'insertion funiculaire ou sur cordon libre, en cas
de difficultés techniques ou d’abord impossible il reste la solution de I'abord intra cardiaque.
Les substances utilisées associent toujours un analgésique ou un anesthésique feetal puis une
substance lytique le plus souvent cardiotoxique entrainant des troubles du rythme cardiaque
feetal type tachycardie ventriculaire puis arrét cardiaque.
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ASPECTS ECONOMIQUES ETHIQUES
ET PSYCHOSOCIAUX DU DIAGNOSTIC
PRENATAL
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|- ASPECTS ECONOMIQUES

1 -Critéres du dépistage [285]

Le dépistage de masse est un protocole de santé publique qui repose sur des pré-requis
d'ordre technique, sociologique, éthique, et économique. Il est réalisé a l'initiative des pouvoirs
publics sur des populations de taille variable, bien définies quant aux criteres d'éligibilité et
s'avere régulierement évalué. Le lancement d'une campagne de dépistage de masse repose sur la
connaissance de critéres en rapport avec la maladie a dépister, le test utilisé, I'efficacité et

I'efficience du dépistage, les conditions d'exécution du programme.

1-1 Critéres liés a ’affection

Le dépistage doit étre limité a une affection soulevant un probléeme de santé publique de par sa
morbidité et sa mortalité (tel que la T21). Son histoire naturelle doit étre connue. La maladie doit

étre fréquente et curable au moment du diagnostic.

1-2 Critéres liés au test de dépistage

Le test doit étre simple, acceptable, non dangereux, non douloureux, non coliteux, fiable,
reproductible. La validité du test est liée a sa capacité a identifier les sujets sains (test négatif)
des sujets malades (test positif). La sensibilité du test est sa capacité a détecter les malades,
alors que la spécificité est la capacité a repérer les sujets sains. Il existe néanmoins des faux
négatifs et des faux positifs, d'ou la notion de valeur prédictive positive qui exprime la

proportion de malades parmi les sujets ayant un test positif.

1-3 Critéres liés a l'efficacité et a I'efficience du dépistage

Le dépistage de masse doit comporter une obligation de résultat : réduire la morbidité
et/ou la mortalité; néanmoins si le bénéfice collectif est important et immédiat, le bénéfice
individuel est aléatoire et décalé dans le temps. Avant de lancer une campagne de dépistage

pour une affection donnée, un essai randomisé doit avoir apporté la preuve de son efficacité.
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2- Travaux d’évaluation économique

Les méthodes d’évaluation économique permettent d’évaluer les conséquences, en terme
d’allocation de ressources et d’efficacité attendue, des préférences du décideur public en
matiére de définition de programmes de dépistage ou de diagnostic (analyse co(t efficacité).
Dans ce cadre d’analyse s’inscrivent plusieurs travaux d’évaluation économique [286,287].

Ces travaux portent sur différentes activités de dépistage et de DPN, a titre d’exemple le

dépistage de la T21 par dosage de MSM.

- Analyse économique du dépistage de la T21 feetale par dosage de MMS [288] :

Le dépistage de la T21 par MSM a fait I'objet de nombreuses publications en matiére
d’évaluation économique, qui alimentent la réflexion sur les conditions de recours au DPN.
La portée des travaux d’évaluation économique du dépistage de la T21 feetale est favorisée par
la disponibilité de données précises sur les performances du dépistage par MSM, ainsi que sur la
prévalence de la T21 foetale par age maternel et a différents moments de la grossesse.
Soulignons cependant que de grandes disparités sont observées quant a I’évaluation des colts
induits par la mise en ceuvre des stratégies, ce qui invalide toute tentative de comparaison des
résultats des études.
Les travaux économiques sur le dépistage de la T21 par dosage des MSM conduisent aux
conclusions suivantes [289] :
-Préférer un dépistage généralisé a un dépistage ciblé sur critere d’age maternel est davantage
mobilisateur de ressources. Mais le maintien des décisions antérieures d’acces au DPN pour les
femmes de 38 ans et plus conduit a un colit par cas supplémentaire dépisté qui est tres
supérieur au colit moyen par cas du dépistage généralisé.
-La possibilité de dépistage au 1er et au 2éme trimestre de grossesse ainsi que la diffusion du
dépistage échographique de la T21 renouvellent les questions de définition de dépistage.
-L’adoption d’un critére de rentabilité, en termes de maximisation de la différence entre codts
de mise en ceuvre et codts évités attendus, conduit a envisager des valeurs seuils de risque pour
la proposition du DPN qui sont inférieurs a 1/250 .
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-Les performances du programme de dépistage et de DPN reposent in fine sur la décision de
recours des femmes enceintes. Alors que quelques travaux portent sur l’analyse de la décision
individuelle de recours au DPN, il n’existe pas de travaux d’économistes sur la décision
individuelle de recours au dépistage, sur les préférences en matiére de dépistage du 1e et /ou

du 2éme trimestre, ainsi que sur I'impact de I'information sur la prise de décision.

Il. ASPECTS PSYCHOLOGIQUES

1- Circonstances du diagnostic :

L’ indication « caryotype pour dge maternel » étant des plus anciennes, ses conséquences

psychologiques ont été largement été étudiées.
Alors que la situation est entrain de changer dans les pays ou le dépistage par MSM est offert, la
littérature montre que les femmes réagissent de maniere différente selon la situation de DPN :
En effet, Green et Statham ont attiré I’attention sur le fait que les femmes recourant au DPN a
cause de leur age plus avancé expriment moins d’anxiété que celles qui recourent a cet examen
suite a un résultat positif dans le cadre d’'un dépistage systématique. La confrontation
inattendue avec le résultat ainsi que le manque d’information avant le dépistage semblent
influencer le niveau d’anxiété [290].
Soubieux a évalué I'impact du DPN de nuque épaisse sur le vécu de la grossesse. La facon
d’annoncer la nouvelle et la maniere d’envisager la problématique médicale ont un impact
considérable sur les parents. Le médecin peut soit renforcer I’'angoisse du couple et entrainer un
effet déstructurant sur leur psychisme, soit les aider a se construire dans leur parentalité grace a
sa disponibilité, son écoute et son role de contenant, méme dans ce contexte insécurisant.
Les travaux sur I'amniocentése ont mis en évidence des résultats concordants et constants dans
le temps :

- soucis vis—a-vis du risque potentiel d’avortement spontané

- nature stressante de la période d’attente des résultats

- réduction de I'anxiété dans les mois qui suivent la communication d’un bon résultat
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Une étude de suivi a révélé qu’aprés une premiére amniocentése, presque toutes les femmes ont

eu une amniocentése dans toutes leur grossesses ultérieures [291].

2- Annonce du diagnhostic d’une maladie génétique :

L’annonce d’un diagnostic est toujours un moment délicat, mais particulierement pour
les maladies génétiques pour lesquelles les répercussions psychologiques peuvent étre
importantes :

-Pour le patient lui-méme, qui peut étre menacé dans son pronostic vital ou son autonomie
fonctionnelle par le risque de voir se développer un handicap, sans possibilité de traitement
curatif.

—-Pour sa famille, lorsque la découverte de I’affection améne a annoncer que d’autres personnes
ont un risque de la développer un jour ou de la transmettre a leurs enfants déja nés ou a naitre.
Cela est d’autant plus douloureux qu’il persiste encore dans certains esprits autour des maladies
génétiques un tabou lié a la notion de tare familiale, terme qui n’a malheureusement pas encore
disparu dans la bouche de certains médecins, auquel peut se surajouter un sentiment de
culpabilité, parfois bien difficile a surmonter, pour le patient transmetteur. Il faut donc insister
sur la nécessité d’un accompagnement prolongé du patient et sa famille [292].

Aux Etats-Unis, les auteurs insistent sur I'importance de développer des recommandations
concernant le contenu des discussions entre les obstétriciens et les femmes enceintes. Les
obstétriciens, les infirmiéres, les généticiens (genetic counselors) et les femmes enceintes

doivent tous contribuer a I’élaboration de ces recommandations [293,294].

I1l. ASPECTS ETHIQUES :

Si le DPN appelle des interrogations au plan de I'éthique, c’est qu’il illustre parfaitement
les ambiguités sociales et morales des progrés scientifiques que la réflexion éthique a pour
tache d’analyser. On considére généralement qu’un probléme éthique surgit lorqu’une personne

ou un groupe est confronté a I’obligation d’agir alors que les cadres informatifs existants pour
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guider sa décision ne lui semblent plus aller de soi. « Il y’a probléme éthique quand une décision
ne dépend pas des simples données objectives de la situation ou de son codt financier,mais des
considérations juridiques, morales, idéologiques, religieuses ou méme par des répugnances
personnelles »[295]. L’'introduction dans la pratique médicale du début des années 1970 de
techniques de prélévements et d’analyses de tissus foetaux dans le but d’identifier une anomalie

génétique grave a été reconnue d’emblée comme relevant de ce type d’interrogation.

1-Modalités d’organisation du DPN :

Le DPN est un acte médical individuel. Il doit étre accessible pour toutes les femmes qui
le souhaitent. Cependant, il n’est ni obligatoire, ni systématique. Sa pratique pose de nombreux
probléemes éthiques concernant la conduite a tenir devant une pathologie feetale diagnostiquée
en cours de grossesse, soit en raison d’antécédents, soit fortuitement, en fonction d’examens
échographiques ou biologiques. Aussi, il est apparu indispensable qu’un encadrement législatif
et réglementaire fixe a la fois les objectifs du DPN et les garanties d’une pratique de qualité :
-Une consultation médicale de conseil génétique doit précéder les prélevements en vue d’établir
un DPN. Le médecin délivre alors une attestation signée certifiant qu’il a correctement informé la
patiente des bénéfices et riques.

-Le consentement éclairé de la femme enceinte est recueilli par écrit.

2- Aspects légaux de I'IMG :

L’IMG pose de nombreux problemes d’ordre éthique, juridique et religieux.
Les indications d'IMG légalement permises sont différentes suivant les pays. Des marges de
manceuvres existent habituellement dans les possibilités d’application des textes législatifs et

réglementaires. C’est pourquoi les médecins doivent appliquer les lois avec discernement.

2-1 - La loi francaise sur ’IMG [296]

Le code francais de la santé publique autorise I'IlMG dans 2 cas : soit en raison de la santé
de la mére, soit en raison de la santé de I’enfant :
- La santé de la mére : I'IMG est permise lorsque « la poursuite de la grossesse met en péril

grave la santé de la femme »
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- La santé de I'’enfant: I'IMG est permise quand il existe « une forte probabilité » qu’il
existe une « affection d’une particuliere gravité ».

En France depuis 1975, et plus récemment en Hollande ou au Royaume Uni, I'IMG peut étre
réalisée sans limitation de terme. Cette disposition légale peut paraitre choquante a une époque
ou les progrés de la médecine néonatale font reculer les limites de la viabilité, parfois jusqu’au
milieu du 2éme trimestre.
Concernant la décision de I'IMG, ni la femme ni le couple ne peuvent décider seuls du recours a
une IMG, a la différence de I'lVG, ce qui donne a I’avis et a la décision médicale tout son poids.

Le motif thérapeutique doit étre attestée par deux médecins, apres examen et discussion.

2-2- La loi marocaine sur ’'IMG [297]

La loi marocaine sur I'avortement a évolué :

Elle autorisait les IMG quand la vie de la mere était en danger, actuellement la loi autorise
les interruptions de grossesse quand la santé de la mere est en danger.
Cette modification a permis d’élargir I’éventail des indications d’IMG au Maroc. Les IMG pour
pathologie rénale en constituent un exemple. La grossesse peut aggraver la pathologie de la
meére mais sans engager le pronostic vital maternel dans un court terme. Il existe un vide
juridique au Maroc concernant les IMG pour cause feetale.
Du point de vue religieux, la question de l'interruption de grossesse en Islam n’a pas été
évoquée de facon explicite par le Coran et les Hadiths. En fait les juristes musulmans ont eu
recours a des efforts de réflexion « lidjtihad » pour statuer sur les différents aspects de la
question. Des avis ont été formulés a la suite de recherches sur les multiples cas de figures
pouvant se présenter. On parle de possibilité d’avortement avant que « la vie ne soit insufflée
dans le feetus ». Mais cette notion « d’ame insufflée au feetus » est percue différemment selon
les théologiens musulmans. Pour certains I’dme est insufflée au feetus des la fécondation. Pour
d’autres le feetus commence a avoir une ame 40 jours aprés la fécondation.
Selon Chaouki Abdessahi, dans son ouvrage «la pensée islamique et les problemes médicaux
contemporains », le débat sur I'IMG reste ouvert. L’évolution de la médecine et de la science ne

permet pas d’instaurer des lois figées. Les indications litigieuses d’IMG doivent étre discutées
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au cas par cas au conseil comprenant un théologien chercheur, le médecin de I'intéressé, un

médecin spécialiste assermenté et d’autres personnes selon le cas.

3- Enjeux éthiques :

Les principaux enjeux éthiques sous-jacents a I'’ensemble des pratiques du DPN n’ont
guere changé depuis l'introduction de I'amniocentése, malgré I'augmentation notable des
techniques disponibles et des maladies pouvant étre détectées avant la naissance. lls concernent
notamment [298] :

-le statut du foetus et sa relation avec la mere,

-I’extension du DPN et le respect dii aux handicapés : ici le questionnement implique la société
et fait intervenir des considérations sur la qualité de la vie, le sens social du handicap, le colit
pour la famille et la société de la prise en charge des handicapés,

-I’avortement sélectif pour anomalie foetale et I’aspect moral de la médecine en tant qu’activité
sociale,

-le r6le du médecin a I’égard de la personne qui consulte : jusqu’ou peut il, doit il, accepter que

les parents exercent leur autonomie de décision ?
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PERSPECTIVES D’AVENIR
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Le diagnostic de certitude des aberrations chromosomiques et le DPN en général,
nécessitent, comme nous venons de le voir, des techniques invasives comportant un risque
feetal, mais aussi maternel. Ces gestes diagnostiques sont parfois de réalisation difficile, de plus
il existe une limite quant au terme de leur réalisation. Pour toutes ces raisons un DPN n’est donc
proposé que dans les cas ou le bénéfice est supérieur au risque lié au geste.

La recherche s’est donc orientée vers de nouvelles méthodes d’obtention de matériel feetal
comme l'identification et I’isolement de cellules susceptibles de circuler dans le sang maternel et
plus récemment la découverte de I’ADN feetal libre circulant dans le sérum maternel. La

révolution s’effectue également dans I'approche du diagnostic avec le DPI.

|. PRESENCE DE CELLULES FCETALES DANS LE SANG MATERNEL

1- Historique :

Les lers indices de I'existence de cellules foetales nuclées dans le sang périphérique
maternel remontent a plus d'un siecle par I'observation au microscope de fragments
cytoplasmiques multinuclées, considérés comme étant d’origine placentaire, dans les vaisseaux
pulmonaires de femmes mortes d’éclampsie [299]. Les léres études cytogénétiques ont été
menées en 1969 par Walknowska qui a mis en évidence des cellules présentant un caryotype 46
XY chez des femmes enceintes d’un enfant de sexe masculin [300]. Au début des années 1990,
I’apparition de techniques sophistiquées de biologie moléculaire comme la PCR et la FISH a

permis I’essor de ce domaine de recherche.

2- Isolement de cellules foetales :

Au cours de la grossesse, des érythrocytes foetaux anucléés (globules rouges) peuvent
traverser la barriére placentaire et étre responsables d’une allo immunisation Rhésus maternelle.
Ces cellules sont mises en évidence par le test de Kleihauer. Toutefois, ces cellules étant
dépourvues de noyaux, elles ne peuvent pas étre utilisées pour la réalisation d’un DPN non

invasif de maladies génétiques et/ou chromosomiques. En revanche, les cellules
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trophoblastiques, les érythroblastes, les lymphocytes et les cellules souches, nucléées,
possédent un matériel génétique théoriquement exploitable.

Les érythroblastes sont les meilleurs candidats pour plusieurs raisons :

- Demi-vie courte (5 jours) [301].

- Production et passage maternel précoce 6 SA [302].

- ils présentent des antigénes (glycophorine A, CD36, CD 71) [303] [304] permettant de les
identifier et de les isoler des cellules plus matures (non nucléées).

Le taux de cellules foetales circulantes est tres faible, entre 1 /106 et 1/108 au début de la
gestation [305] et jusqu’a approximativement 1/104 en fin de grossesse [306]. Ce taux peut
augmenter considérablement en cas d’aneuploidie [307,308,309]

Quoi qu’il en soit, un enrichissement est souvent nécessaire préalablement au diagnostic

[310,311]

3- Culture des cellules feetales :

La mise au point de la culture de cellules foetales est une des voies de recherche majeure pour le
DPN sur sang maternel [312,313]. Ce procédé basé sur l'utilisation d’un milieu de culture
spécifique (hormones, facteurs de croissance), afin de favoriser la croissance des cellules
foetales, permet d’envisager I'établissement du caryotype sur chromosomes en métaphase ou

I’analyse directe des cellules apreés culture sans tri préalable.

Limites des cellules foetales :

Quelque soit la méthode utilisée, aucune étude n’a une puissance statistique suffisante pour
évaluer ces techniques. Un seul essai clinique a été réalisé aux Etats-Unis (le National Institutes
of Health Fetal Cell Study (NIFTY)) [314] pour évaluer la pertinence du diagnostic prénatal des
anomalies chromosomiques a partir des cellules feetales circulantes. Les résultats montrent que
les techniques utilisées placent ces investigateurs encore loin du but fixé : le développement
d’une technique uniforme et reproductible qui permette de récupérer une population suffisante
de cellules a partir d’un prélévement maternel pour permettre des études moléculaires et/ou de

cytogénétique.
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De nombreuses équipes se sont penchées alors sur une autre source de matériel génétique feetal

circulant dans le sang maternel : L’ADN foetal « libre » circulant.

PRESENCE D’ADN FCETAL LIBRE DANS LE SANG MATERNEL :

Physiopathologie :

Plus récemment, la présence d’ADN feetal libre (non cellulaire) circulant dans le plasma maternel
a été mise en évidence [315]. L’origine de cet ADN feetal reste encore une énigme. |l semblerait
que le placenta en soit la source essentielle [316].

L’équipe de Dumez a complété ces données en montrant que I’ADN foetal peut étre détecté dés
le 182me jour de grossesse pour certaines patientes, et pour la majorité d’entre elles au 28me
jour [317]. Enfin, ’ADN foetal ne persiste pas dans la circulation maternelle contrairement a

certaines cellules foetales, et son analyse n’est donc pas faussée par des grossesses antérieures.

Technigues d’extraction :

L’analyse de I’ADN foetal dans le sang maternel s’affranchit des problemes d’isolement et
d’enrichissement, préalables a I’étude des cellules foetales. Elle est ici directe et relativement
simple puisqu’elle ne requiert qu’une « simple » extraction des acides nucléiques a partir du
sang maternel. La technique de choix pour I’analyse est indiscutablement aujourd’hui
I’'amplification génique par PCR en temps réel. Associée a des procédés automatiques
d’extraction des acides nucléiques [318], la PCR en temps réel a une fiabilité jamais égalée par

les méthodes conventionnelles.

Limites :

L’étude de I’ADN feetal libre circulant a un champ d’application limité pour plusieurs raisons :
D’une part il s’agit d’un ADN « en solution » qui n’est pas contenu dans un noyau cellulaire
(cell_free DNA). Par conséquent, aucune analyse chromosomique (caryotype foetal) n’est

réalisable. D’autre part, cet ADN foetal est dilué au sein d’un ADN largement majoritaire et
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hautement homologue qu’est I’ADN libre circulant d’origine maternelle. Il est donc tres difficile

de distinguer la contribution maternelle de I’ADN feetal circulant dans le sérum maternel.

Applications diagnostiques :

Pour les raisons évoquées précédemment, les possibilités diagnostiques sont actuellement
limitées. Les deux principales applications actuelles de I'analyse de I’ADN feetal circulant dans le
sérum maternel sont, d’une part, la détermination du sexe feetal [319] et, d’autre part, le
génotypage Rhésus feetal [320]. Les implications médicales de ces deux diagnostics sont
importantes. Elles vont permettre dans le 1er cas de modifier radicalement la prise en charge du
DPN des maladies liées au chromosome X ou celles dont la prise en charge est modifiée selon le
sexe du feetus (hyperplasie congénitale des surrénales par ex) [321]. Dans le 2¢me cas, elles vont
permettre d’adapter la prise en charge des patientes Rhésus négatives allo immunisées, et de
celles confrontées a des situations obstétricales a risque [322] (interruption de grossesse,

procédure invasive...).

LE DIAGNOSTIC PREIMPLANTATOIRE (figure 11) :

Définition :

Le DPI consiste a réaliser une analyse génétique sur des embryons humains obtenus par
fécondation in vitro (FIV) et a ne transférer chez la patiente que des embryons sains ou porteurs
sains [323]. Cette méthode anténatale de diagnostic génétique permet d’éviter I’épreuve d’une

IMG a un couple a risque élevé de transmettre une maladie génétique [324].

Indications [325]:

Le DPI s’adresse aux :

—-couples a risque de transmettre une maladie génétique et qui ne souhaitent pas recourir au
diagnostic prénatal classique pour plusieurs raisons :

- Opposition morale ou religieuse a I'interruption médicale de grossesse
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- Expérience douloureuse d’interruptions de grossesse répétées aprés diagnostic
prénatal
- Risque génétique pour lequel un diagnostic précis n’est pas encore possible mais
pour lequel le transfert d’embryons non atteints est une option. C’est le cas de certaines
maladies liées a I'X.
—-couples présentant une hypofertilité justifiant en soi une fécondation in vitro et chez qui un
risque génétique a été identifié :
-Infertilité due a un mosaicisme gonadique, une translocation chromosomique ou a
un age avancé.
-Couples a risque pour une maladie monogénique et nécessitant une fécondation in

vitro.

Avantages et limites :

Le principal avantage du DPI est qu’il permet d’éviter une interruption de la grossesse. Cela
constitue la principale motivation de la majorité des couples faisant appel a lui. En général, ces
couples ont déja un enfant atteint et connaissent bien les conséquences de la maladie. En outre,
un grand nombre a déja subi I'expérience malheureuse d’une interruption de grossesse.

Par ailleurs, au moins trois facteurs peuvent étre responsables d’une erreur de diagnostic:
I’absence d’amplification d’un des alleles, la contamination par de I’ADN masculin et la présence

d’une mosaique ‘chromosomique.
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Figure 11 : principe du DPI
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CONCLUSION
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Le diagnostic prénatal constitue I'avancée la plus médiatisée de nos jours. Il permet de
porter in utero le diagnostic de pathologies feetales graves.
Les prélevements et gestes interventionnels réalisables sur le foetus in utero ont permis de
passer d’'une médecine anténatale plrement diagnostique a une médecine thérapeutique.
Les pathologies pouvant justifier un DPN sont les anomalies chromosomiques, les maladies
géniques et les embryofoetopathies infectieuses. Le dépistage des anomalies chromosomiques
consiste a cibler des patientes a risque chez lesquelles un prélévement invasif pour caryotype
foetal est réalisé. La multiplicité des outils de dépistage rend nécessaire I'intégration de leurs
résultats dans un méme calcul de risque, pour ne pas multiplier inutilement les gestes invasifs.
Ces gestes sont :
- L’amniocentese (prélevement de liquide amniotique), méthode la plus couramment réalisée, a
partir de 15-16 semaines.
- La choriocentése (prélevement de villosités choriales), a partir de 11-12 semaines.
- La cordocentese (préléevement de sang foetal), a partir de 20-22 semaines.
Ces gestes ne peuvent se scinder d’'un accompagnement du couple dans le difficile parcours du
choix d’une technique invasive dont le rapport entre les bénéfices attendus et les risques doivent
toujours étre rappelés et expliqués.
Les progres réalisés en matiére de dépistage des anomalies chromosomiques au 1er trimestre par
la mesure de la clarté nucale et les marqueurs sériques maternels imposent de disposer d’un
outil diagnostic tout aussi précoce et fiable, au prix d’un risque acceptable : la biopsie de
trophoblaste est la technique de choix.
Au niveau des techniques biologiques, I'application de la cytogénétique moléculaire au DPN a
permis aujourd’hui de faire des diagnostics rapides d’aneuploidie sur liquide amniotique et de
reconnaitre des microdélétions suspectées sur un signe d’appel échographique.
Le diagnostic prénatal par analyse de cellules ou d’ADN du feetus dans le sang maternel est
devenu une réalité, des aujourd’hui utilisable pour le diagnostic de sexe dans les maladies liées

a I'’X. Le diagnostic préimplantatoire, récemment autorisé en France, se développe rapidement.
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Au plan des thérapeutiques, le syndrome transfuseur transfusé est exemplaire, deux
interventions prénatales : I'amniodrainage et la coagulation des anastomoses au laser, ayant
radicalement amélioré son pronostic.

Toutes ces transformations ont eu de considérables conséquences éthiques, économiques,
sociales et juridiques, dont les médias se font régulierement écho.

Au Maroc, il existe un vide juridique concernant le DPN et par la, nombre d’incertitudes
persistent sur sa pratique actuelle. Il semble qu’un débat a ce niveau soit nécessaire, il devrait

permettre de définir avec précision les indications et les limites du DPN.
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