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La vitamine D joue un role primordial dans la croissance et la santé osseuse .En effet,
une carence en vitamine D peut provoquer du rachitisme chez I’enfant et de I’ostéomalacie
chez 1’adulte. Son rdle dans la prévention des fractures ostéoporotiques du sujet agé (en
association avec du calcium) est maintenant bien démontré.

La localisation variée de ses récepteurs suggere, aujourd’hui, son intervention dans
différentes autres pathologies : sarcopénie du sujet &gé, évenements cardiovasculaires et
hypertension, certains cancers, certaines maladies auto-immunes et infectieuses, troubles
psychiatriques. De trés nombreuses données épidemiologiques et expérimentales démontrent
déja certains des effets extra-osseux de la vitamine D, mais ses origines variées impliquent
encore des difficultés a 1’étudier (Holick, 2007).

La vitamine D est considérée comme une hormone et posséde deux origines. L’une
alimentaire et ’autre issue de la synthése cutanée a partir du rayonnement solaire.

Qu’elle soit synthétisée par la peau ou apportée par I’alimentation ou par supplément
médicamenteux, la vitamine D (D2 ou D3) est absorbée dans 1I’intestin gréle stockée dans le
tissu adipeux et éliminé par voie fécale. Pour son métabolisme la vitamine D, libérée dans la
circulation sanguine liée a une protéine porteuse, la VDBP, et I’albumine, est ensuite

métabolisée dans le foie et les reins.

L’évaluation du statut vitaminique D peut étre réalisée par le dosage de la 25-
hydroxyvitamine D 25(OH)D sérique. La plupart des revues récentes sur le sujet suggérent
que les valeurs de référence de la 25(OH)D obtenues dans des populations apparemment en
bonne santé sont beaucoup trop basses (Elsevier et al., 2004).

Afin d’évaluer la teneur sérique de la vitamine D de la population marocaine, nous
avons analysé un échantillon de 114 individus dont 108 femmes et 6 hommes par méthode
immunologique qui utilise Elisa, comme principale technique.

Cette méthode consiste en deux grandes étapes. D’abord, la préparation préalable du
sérum (centrifugation du sang, récupération du sérum). Ensuite, classement du sérum dans
I’appareil Bio Rad PhD qui dose automatiquement la vitamine D. Cet appareil nous donne a la
fin une courbe d’étalonnage, qui permet la lecture des résultats (valeur sérique de la vitamine

D pour chaque patient).



I. HISTORIQUE ET DEFINITION DE LA VITAMINE D

I.1. HISTORIQUE DE LA VITAMINE D (Tavera, 2008)

En 1782, Dale Perceval, médecin anglais, fit absorber de I'huile de foie de Morue, aux
rickets (enfants chétifs, contrefaits, jambes arquées et dos bossu, des quartiers pauvres de
Londres).

En 1827, Bretonneau, médecin francais, administra aux enfants atteints de rachitisme,
de I'huile de foie de morue. En 1890, Palm affirme le pouvoir guérisseur des expositions au
soleil.

En 1865, Trousseau est le premier, dans son manuel de médecine clinique, a
recommander a la fois I'absorption de I'huile de foie de morue et I'exposition au soleil. En
19109, I'effet curatif des rayons Ultra-violets est prouvé.

En 1921, Huldechinky traita le rachitisme par les UV. En 1932, les cristaux de vitamine
D, pure sont isolés. En 1936, les cristaux de vitamine D3 pure sont isolés a partir de I'huile de
foie de thon. En 1952, Woodward synthétise pour la premiere fois la vitamine D3, ce qui lui
vaut le prix Nobel de chimie en 1965.

En 1964, Norman detecte I'existence de trois métabolites de la vitamine D. Il établit la
structure du calcitriol en 1971.

|.2. DEFINITION

La vitamine D (Figure 1) est une vitamine liposoluble (soluble dans les graisses) et
thermostable (résistante a la chaleur),sensible a la lumiere, aux acides, aux alcalins et a

. Absorbée dans I’intestin gréle de maniére passive, elle rejoint la circulation générale
par voie lymphatique, incorporée aux chylomicrons. Ses principaux sites de stockage sont le
foie, la peau, les reins, la rate, les muscles, le tissu adipeux et le sang. L’élimination de la

vitamine D se fait par voie fécale(Vieth et al., 2005).

La vitamine D regroupe en réalité un ensemble de cing vitamines D différentes,

numérotées de 1 a 5, dont une petite partie est apportée par I'alimentation (20%). Le reste

étant synthétisé par le corps a partir de la lumiére (80%) (Elsevier et al., 2004).



http://www.guide-vitamines.org/vitamines/vitamines/types-vitamines.html

En effet, la vitamine D en réalité est une pro-hormone, et ne peut étre considérée
comme une vitamine proprement dite. C’est un produit dont I’organisme a besoin en petite
quantité mais qu’il ne peut pas étre fabriqué, puisque la peau ne peut synthétiser de la
vitamine D3 (cholécalciférol) qu’a partir du 7-dehydrocholesterol lorsqu’elle est exposée a des
rayonnements UVB. Cette pro-hormone est d’origine double, ’'une endogeéne (action du

rayonnement solaire sur la peau), I’autre exogéne (alimentation) (Elsevier et al., 2004).

CH,

V\'/ CH3

CHy

HO

Figure 1 : Structure chimique de la vitamine D (Holick, 2007).

Il. EPIDEMIOLOGIE DE LA VITAMINDE D

I1.1. FACTEURS INFLUENCANT LA REPARTITION DE LA VITAMINE D
Plusieurs facteurs peuvent influencer la répartition de la vitamine D (Holick et al.,
2007)., tels que :
» Diminution globale de la consommation du lait ;
> Diminution globale de I’activité physique de plein air, surtout chez les jeunes, au
profit du temps passé devant la télévision ou I’ordinateur ;

» Augmentation de la prévalence du surpoids et de 1’0bésité.

Le statut de la vitamine D differe selon :

> L’age : les sujets ages ont en moyenne une concentration sérique du 25-hydroxy-
Vitamine D (25(OH)D) plus basse que la population jeune d’une
méme région dont la pigmentation est comparable ;

> Le sexe : en moyenne, les femmes ont des concentrations de 25 (OH)D plus basses

que les hommes ;



> La pigmentation de la peau : plus la peau est foncée, plus la concentration de
25(0OH)D est basse dans une zone géographique donnée ;

> Les habitudes vestimentaires : le diaméetre du port vestimentaire ;

> Les habitudes alimentaires : les populations qui consomment beaucoup de poissons
marins ont souvent des concentrations de 25 (OH)D plus élevées que

celles qui consomment moins.

11.2. SOURCE DE LA VITAMINE D

11.2.1. Les rayonnements UVB
Les rayonnements UVB principalement apportés par le soleil, sont la majeure source de
la vitamine D, induisent une photolyse du 7-déhydro-cholesterol en pré-vitamine D3 dans les

cellules des couches profondes de 1’épiderme.

Sous I’influence de la température (optimale a 37 C), cette pré-vitamine D3 est ensuite

isomérisée en vitamine D3 (cholécalciférol) (Holick, 2007).

I1.2.2. L’alimentation
Les sources alimentaires étant trés peu nombreuses et donnent a 1’organisme de la
vitamine D3 (d’origine animale tel que le poisson) ou de la vitamine D, (d’origine végétale)
(Rosen 2011)

11.2.3. Suppléments médicamenteux
La vitamine D existe également sous forme de suppléments médicamenteux. Différentes

spécialités contiennent, a doses variées, soit de la vitamine D, soit de la vitamine Dj
(A.F.S.S.P., 2009).



I11. ABSORPTION, TRANSPORT ET METABOLISME DE LA
VITAMINE D

Qu’elle provienne de 1’alimentation ou de supplément médicamenteux, la vitamine D
est absorbée dans tout 1’intestin gréle, associée a des sels biliaires et des acides gras libres.
Cette absorption est lente de 1’ordre de trois jours pour une dose de vitamine D relativement
importante (Souberbielle, 2010).

L’intestin peut également absorber des métabolites de la vitamine D (Figure 2), comme
la 25- hydroxy-vitamine D (25(OH)D) ou la 1,25(OH) 2D). L’absorption intestinale de ces

dérivés est beaucoup plus rapide gue celle de la vitamine D (Souberbielle, 2010)

Vitamine D, (D) 25(0H) vitamine D, (D ) 1,25(0H), vitamine D, (D )

); % /éﬁéson /zﬁésOH
l | |
| I |
1
=0 HO HO OH

Figure 2 : Différences structurelles entre vitamine D et ses métabolites
(Souberbielle, 2010).

Tout médicament empéchant 1’absorption des graisses risque d’avoir un impact négatif
sur I’absorption intestinale de la vitamine D, vue que celle-ci et ses métabolites sont des
stéroides et sont donc liposolubles /hydrophobes. Ils doivent, par conséquent, étre transportés
par des protéines dans les milieux aqueux comme le plasma. Qu’elle soit synthétisee par la
peau (Figure 3) ou apportée par I’alimentation ou la supplémentation, la vitamine D (D2 ou
D3) est transportée dans le sang par une protéine porteuse de 458 acides amines (DBP =
Vitamine D Binding Protein (Speeckaert et al., 2006).

L’affinit¢é de DBP pour la 25(OH)D est plus importante que pour la vitamine D ou la

1,25 (OH)D. En effet, la DBP est en grand excés par rapport a la quantité totale de la vitamine



D si la concentration de DBP est fortement diminuée par exemple cas de syndrome
néphrotique en raison d’une perte rénale de cette protéine ; ou augmentée comme pendant la
grossesse. La concentration de vitamine D (et ses métabolites) libre semble rester constante.

Le réle de la DBP, outre le transport plasmatique des métabolites de vitamine D, est
d’augmenter la demi-vie et de moduler la distribution des métabolites de la vitamine D aux

tissus (Speeckaert et al, 2006).
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Figure 3 : Biosynthése de la vitamine D (Ernandez et al., 2012).

111.1. METABOLISME DE LA VITAMINE D DANS LE FOIE



Dans le foie (Figure 4), la vitamine D est hydroxylée sur le carbone 25 sous 1’action
d’une vitamine D-25-hydroxylase pour former la 25(OH)D. La nature exacte de cette 25-
hydroxylée n’est pas totalement claire.

La vitamine D est liposoluble et une partie est stockée dans le tissu adipeux. Pour une
quantité, donnée de vitamine D ingérée ou synthétisée, ce stockage dans la graisse sera
beaucoup plus important chez les obéses que chez les sujets maigres et la production
hépatique de 25(OH)D sera ,par conséquent ,moindre (Holick, 2007).
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Figure 4 : Métabolisme de la vitamine D (Souberbielle, 2010).

111.2. METABOLISME RENAL DE LA VITAMINE D



La 25 (OH)D, circule dans le sang, transportée par DBP, avec une demi vie de 1’ordre
de 3 & 4 semaines. Le complexe 25(OH)D-DBP est filtré par le glomérule rénal et subit une
endocytose dans les bordures en brosse des cellules du tubule proximal (Figure 5). Cette
endocytose est un processus actif, faisant intervenir un certain nombre de protéines. La
mégaline et la cubiline, deux protéines exprimées sur la bordure en brosse de la cellule,
attirent et lient le complexe 25(OH)D-DBP présent dans le filtrat glomérulaire (Nykjaera et
al., 1999).

La mégaline permet 1’endocytose du complexe 25(OH)D-DBP. Apres 1’endocytose, le
complexe est internalisé dans les lysosomes ou la DBP est dégradée. La 25(OH)D ressort des
lysosomes et est prise en charge par une autre protéine (IDBP3) qui va la diriger vers les
mitochondries ou elle va hydroxylée sur le carbone 1 sous I’action de la 1-alpha hydroxylase
pour former la 1,25(0OH),D. Cette derniere va sortir aussi de la cellule et se lier a la DBP libre

présente dans le vaisseau sanguin qui va pouvoir la transporter jusqu’aux tissus cibles (Bimh

et al., 2000).
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Figure 5 : Métabolisme rénal de la 25(OH)D (Soubrielle, 2010).




I11.3. REGULATION DE LA SYNTHESE DE 1,25(0OH),D
La synthese de 1,25(0OH),D est stimulée par des concentrations croissantes de
parathormone (PTH) elles-mémes a son tour stimulée par des faibles concentrations sériques

de calcium. et de phosphate peuvent également induire une production accrue de 1,25(0OH),D.

A I’opposé, la production de 1,25(0OH),D est inhibée par le fibroblaste Growth Factor
23 (FGF23) sécreté par les ostéocytes. Les concentrations de 1,25(0OH),D exercent également
un rétrocontréle négatif sur sa propre production en inhibant la 1-a-hydroxylase et en
stimulant la 24-hydroxylase qui transforme la 1,25(0OH),D en 24,25(0OH),D, forme biologique
inactive du calcitriol (Briot et al., 2004).

En cas d’insuffisance en vitamine D, I’absorption intestinale de calcium est diminuée,
ce qui engendre une diminution de la calcémie ionisée, elle-méme responsable d’une
augmentation de la production de PTH. Or, la PTH augmente la production de 1,25(OH),D.
Ainsi, en cas de déficit en 25(0OH)D, la concentration sérique de 1,25(OH),;D peut étre
augmentée (Holick, 2009).

IV. ROLES PHYSIOLOGIQUES DE LA VITAMINE D

Le r0le le mieux connu de la vitamine D est le maintien de [’homéostasie

phosphocalcique par augmentation de 1’absorption intestinale du calcium et du phosphore.

Dans la cellule intestinale, la 1,25 (OH)2 D induit la synthése :

e de la protéine TRPV6 (potentiel canal cationique transient receptor, la famille
V, membre 6) qui crée un canal calcique au niveau de la bordure en brosse
apicale de 1’anthérocyte, permettant I’entrée de calcium dans la cellule.

e des protéines qui transportent le calcium dans I’anthérocyte.

e Des proteines qui sont des co-transporteurs sodium-phosphate favorisant
I’entrée du phosphate dans 1’anthérocyte (White et al., 1998 ; Hoenderop et al.,
2005).



Au niveau rénal, la 1,25(0OH),D augmente la réabsorption tubulaire distale de calcium et
la réabsorption tubulaire proximale de phosphore. Ce processus permet une augmentation
significative de la fraction du calcium et du phosphore absorbée par rapport a la quantité
ingérée. Ce mécanisme nécessite une concentration plasmatique élevée de vitamine D et il est
donc prépondérant lorsque les apports en calcium et phosphore sont faibles dans certaines
conditions physiologiques (pendant la croissance ou la grossesse) ou pathologiques (comme
I’hyperparathyroidie) (Briot, 2009).

IV.1. METABOLISME OSSEUX, ACTION ENDOCRINE

La vitamine D joue un réle majeur dans la croissance et la minéralisation osseuses. La
1,25(0OH),D (calcitriol), la forme active de la vitamine D, intervient dans I’homéostasie
phosphocalcique en agissant sur les parathyroides, les reins et ’intestin. La calcémie est ainsi
contr6lée dans une fourchette trés étroite. Une diminution de la calcémie stimule la
production de parathormone laquelle stimule & son tour celle de calcitriol pour augmenter

I’absorption intestinale de calcium.

A Tinverse, la 1,25(0H),;D et la 25(OH)D exercent une action inhibitrice sur la
sécrétion de parathormone. Un déficit profond en vitamine D peut ainsi entrainer les défauts

de minéralisation osseuse observés dans le rachitisme et I’ostéomalacie (Briot et al., 2009 ;

Courbebaisse et al., 2011).

IV.2. ROLE EXTRA-OSSEUX, ACTION AUTOCRINE OU PARACRINE

De nombreux tissus expriment a la fois des récepteurs a la vitamine D (VDR) et la 1-a-
hydroxylase : la 25(OH)D peut ainsi étre localement convertie en 1,25(0OH)2D (calcitriol) qui
contrble I’expression de plusieurs centaines de génes. Cette action serait a la base des actions
non phosphocalciques attribuées a la vitamine D : différenciation et prolifération cellulaires,

apoptose, angiogéngse. .. etc.
Cependant, le role exact du calcitriol sur les différents tissus et ses conséquences

physiologiques restent encore a préciser (Briot et al., 2009 ; Cavalier , 2009 ; Courbebaisse et
al., 2011 ; Ross et al., 2012).

V.VITAMINE D ET PATHOLOGIES CHRONIQUES



Les pathologies chroniques induisant une hypovitaminose D sont les suivantes
(Schwalfenberg, 2007) :

» Insuffisance rénale chronique : entrainant un défaut de transformation de la
25(0OH)D en 1,25(0OH)2D. Les insuffisances rénales modérées
(clairance de la créatinine inférieure a 30 ml/min) entrainent une
diminution des taux de vitamine D dans le sang. Les insuffisances
rénales séveres et terminales (clairance a la créatinine inférieure a 30
ml/min)  entrainent  rapidement une  hypocalcémie, une
hyperparathyroidie secondaire avec ostéopathies due & des taux de
Calcitriol effondrés ;

» Malabsorption : maladie de Crohn, maladie cceliaque, maladie de Whipple,
pancréatite chronique, mucoviscidose, obstruction biliaire. Le tube
digestif servant a absorber les précurseurs de la vitamine D, toute
pathologie digestive affectera les taux circulant de 250HD ;

» Chirurgie gastrique (By pass) ;

» Insuffisance hépatique entrainant : un défaut d’hydroxylation de la vitamine D en
position 25 ;

» Syndrome néphrotique : entrainant une fuite de 25(OH)D dans les urines ;

> Séquelles de brulures étendues : diminution de la capacité de la peau a synthétiser
la vitamine D3 ;

» Hyperparathyroidie primaire : qui engendre un exces de transformation de 25(OH)
D en 1,25(0OH),D, d’ou une concentration basse de 25(0OH)D ;

» Granulomatoses, sarcoidose, tuberculose et certains lymphomes: via les
macrophages qui transforment également excessivement la 25(0OH) D
en 1,25(0H)2D ;

» Hyperthyroidie : Responsable d’une accélération du métabolisme de la 25(OH)D ;

» Maladies génétiques : Défaut de production de la 1,25(0OH), D (rachitisme pseudo-
carentiel de type 1) ; résistance a la 1,25 (OH)2 D (rachitisme pseudo-
carentiel de type Il par mutation/délétion récepteur VDR) ; tubulo-
pathies héréditaires avec perte urinaire de phosphates.

V1. DOSAGE DE LA VITAMINE D



V1.1 FORME DE DOSAGE DE LA VITAMINE D

Compte tenu de sa regulation (Holick et al., 2006 ; World et al., 2008 ; Ross et al.,
2011) le dosage de la 1,25(OH)2D ne permet pas d’évaluer le statut vitaminique D (Tableau
1). Seul le dosage de la 25(OH)D permet d’apprécier les stocks de 1’organisme (Sobrielle et
al., 2010 ; Rosen et al., 2011 ; Ross et al., 2011 ; Duhamel et al., 2012).

Pour la supplémentassion des patients, deux formes de vitamine D sont disponibles sur
le marché, la vitamine D2 et la vitamine D3. Les kits de dosage doivent pouvoir doser les
deux formes de vitamine D sous peine de minimiser les résultats d’un dosage effectué chez

une personne supplémentée en vitamine D2 (Benhamou et al., 2010 ; Ross et al., 2011).

V1.2. DIFFERENTS TECHNIQUES DE DOSAGE
Actuellement, deux types de méthodes sont utilisés, les méthodes immunologiques et
les méthodes séparatives, non immunologiques.

> Les méthodes immunologiques compétitives : consistent en un systeme de
dosage dans lequel la 25(OH)D et un traceur marqué entrent en
compétition pour la reconnaissance par un anticorps anti 25(OH)D.

> Les méthodes séparatives non immunologiques a détection directe : reposent
sur un processus de séparation physique des molécules a analyser, par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) ou

spectrométrie de masse, détection directe.

Les marqueurs peuvent étre des isotopes (méthodes radio immunologiques), des
enzymes (méthodes enzymo-immunologiques) ou des molécules phosphorescentes (méthodes

lumino-immunologiques) (Ingrand et al., 2010 ; Hunty et al., 2013).

Tableau 1 : Valeur sérique normale et valeur pathologique de la vitamine D
(Hollick, 2007).

Statut de la vitamine D | Concentration sérique de la vitamine D (ng/mL)




Déficit sévére 0-10
Déficit 10-20
Insuffisance 20-30
Vitamine D optimal 30-50
Supérieur a la normal 50-100
Vitamine D Toxique >100

VIlI. CARENCE, INSUFFISANCE ET TOXICITE DE LA
VITAMINE D

V1.1. RISQUES ASSOCIES (ETABLIS OU SUPPOSES) A UNE INSUFFISANCE EN

VITAMINE D

V1.1.1. Risques 0sseux
> Le rachitisme : C’est un syndrome résultant d’un défaut de minéralisation osseuse.
Il existe plusieurs formes étiologiques de rachitisme dont le principal est
lié & une carence en vitamine D. Le rachitisme carentiel peut survenir
pour des concentrations sériques de 25(OH)D inférieures a 25 nmol/L
(David et al., 2007).

» L’ostéomalacie : C’est une ostéopathie métabolique étendue a 1’ensemble du
squelette. Elle correspond a un défaut de minéralisation osseuse
conduisant a une accumulation de tissu ostéoide. Le tissu osseux devient
fragile et le risque de fracture important. L’ostéomalacie se manifeste par
des douleurs osseuses diffuses et une difficulté a la marche liée a une
faiblesse musculaire. L’étiologie la plus fréquente des ostéomalacies est

la carence en vitamine D. Une concentration de 25(OH)D inférieure a

» 25 nmol/L est constamment retrouvée dans 1’ostéomalacie carentielle (Lafage et al.,
2000).



» L’ostéoporose et fractures osseuses : La vitamine D joue un rdle important dans le
métabolisme phosphocalcique. Lorsqu’il existe un déficit en vitamine D,
I’absorption intestinale du calcium est diminuée et la tendance a
I’hypocalcémie induite stimule la sécrétion de PTH favorisant le
remodelage et la fragilité osseuse. A long terme, ces deux facteurs
contribuent a I’installation d’une ostéoporose. Utilité clinique du dosage

de la vitamine D (Holick, 2007).

V1.1.2. Risques extra-osseux
Sur la base d’études épidémiologiques et observationnelles, des liens entre des
concentrations basses de vitamine D et des maladies non osseuses ont été suggérés. Les
actions paracrine, autocrine et le rdle physiologique extra -osseux de la vitamine D confortent
la plausibilité de ces associations. Toutefois, les valeurs de référence de 25(OH)D liées a

I’apparition ou 1’aggravation de pathologies non osseuses sont rarement precisées.

» Cancer : des enquétes épidémiologiques ont également suggéré des associations
possibles entre les Concentrations basses de vitamine D et la survenue
de certains cancers (colorectal, prostate, pancréas, poumons...).
L’effet anti tumoral serait 1ié¢ au fait que la forme active de la vitamine
D [1,25 (OH),D] régulerait des genes impliqués dans la prolifération
cellulaire (Briot et al., 2009 ; Cavalier et al., 2009).

» Systeme immunitaire: Le VDR et la 1l-a-hydroxylase sont présents dans les
lymphocytes T et B. Il est supposé que la 1,25 (OH),D pourrait
atténuer voire prévenir ’apparition de maladies telles que la sclérose
en plaques, le lupus systémique, le diabete de type 1 et la polyarthrite
rhumatoide. Des etudes épidemiologiques seraient en faveur
d’associations entre la fréquence de ces maladies auto-immunes et de
faibles apports en vitamine D ou des concentrations sériques basses de
25(0OH)D (Briot et al., 2009 ; Cavalier et al., 2009).

» Risques cardiovasculaires : des études observationnelles de Duhamel et al. (2012)

suggerent également une association entre la vitamine D et les risques



cardiovasculaires qui serait liée a I’effet de la vitamine D sur la

pression artérielle.

VI1.2. TOXICITE DE LA VITAMINE D

La vitamine D peut étre toxique a hautes doses. Elle entraine alors une hypercalcémie
qui peut se caractériser notamment par une anorexie, des nausées, une polyurie, une
constipation, de la fatigue, une perte de poids, des céphalées, une dépression, des
calcifications rénales et vasculaires, de I’hypertension et une anémie. Lors d’intoxications
séveres, I’hypercalcémie peut conduire a une insuffisance rénale irréversible et a une

insuffisance cardiaque pouvant entrainer le coma et la mort (Rosen et al., 2011).

L’intoxication a la vitamine D est rare mais peut étre provoquée par une
supplémentassion quotidienne a des doses trop élevées (Hoclich et al., 2006 ; Briot et al.,
2009 ; Audran et al., 2011 ; Benhamou et al., 2011 ; Ross et al., 2011).

V1. VITAMINE D EN PRATIQUE QUOTIDIENNE

La vitamine D peut étre de forme D2 ou D3, la forme D2 (ergocalciférol) et la forme D3
(cholécalciférol). En cas de supplément quotidien, on peut donner indifféremment les formes
D2 ou D3, alors qu’en cas de supplément mensuel ou trimestriel, il faut préférer une forme D3
du fait de sa demi-vie plus longue. Ainsi, la vitamine D3 semble au moins 3 fois plus efficace
que la vitamine D2, méme si les 2 peuvent avoir un effet biologique (Misra et al., 2008).

Pour un supplément médicamenteux, plusieurs formes de vitamine D sont disponibles

sur le marché (Armas et al., 2004).



I. MATERIEL

Dans cette étude, nous avons utilisé le sérum comme matériel biologique de 114
patients, dont 104 femmes et six hommes. Tous ces patients se sont présentés au laboratoire
de Biochimie de I’Institut Pasteur Maroc a Casablanca, afin de réaliser un dosage de la

vitamine D durant le mois d’Avril 2013.

Il METHODES

Afin de doser la vitamine D, nous avons utilisé, la méthode d’Elisa qui passe par le
recueil du sang du patient dans un tube sec jusqu’a le mettre dans 1’appareil Bio-rad PhD.
C’est un appareil qui utilise la technique d’Elisa pour le dosage des vitamines A, B, C, D et E.
Puisque la vitamine D est plus demandée par le médecin vue son importance pour la
croissance et la santé osseuse, 1’Institut Pasteur s’intéresse essentiellement au dosage de cette
vitamine.

La technique d’Elisa (Annexe 1) consiste en deux grandes étapes : la préparation

préalable du sérum et le passage a 1’appareil de dosage Bio-rad PhD.

11.1. PREPARATION PREALABLE DU SERUM

11.1.1. Prélevement sanguin
On récupere (prélévement) le sang de chaque patient dans des tubes rouges secs (Figure
6) qui ne contiennent pas d’anticoagulant. En effet, dans le laboratoire de Biochimie, toutes
les analyses (Urée, Créatinine, Calcium, Magnésium, Phosphore, Transaminases,
Phosphatases alcalines, LDH, Fer, vitamine D) se font dans ce type de tubes, sauf I’analyse de
1I’hémoglobine glyquée, qui se fait dans des tubes qui contiennent ’EDTA (anticoagulant).
Chaque tube a son propre code barre qui porte le nom et le prénom du patient, la date,

la référence et le type de I’analyse.

11.1.2. Centrifugation des tubes
Pour récupérer le sérum, on centrifuge le sang a une vitesse 1000 tours par minute,
pendant 10 minutes grace a la centrifugeuse sigma 3-18k (Annexe 2a).
Les tubes sont disposés dans le rotor de ce dernier de facon a éviter tout déséquilibre.

Ainsi, le poids des tubes qui se font face dans le rotor doit étre identique.



Figure 6 : Tubes rouges secs contenant le sang.

11.1.3. Récupération et classement du sérum
Aprés centrifugation des tubes, on prend une quantité de serum de chaque tube avec une
micropipette et on les aliquote dans d’autres tubes secs différents des premiers et qui portent
des étiquettes qui contiennent la date, la référence et le nom de I’analyse. Ces tubes sont,
ensuite, congelés a température de -20°C afin de les conserver et éviter ainsi la dégradation de

la vitamine D Les congélations et décongélations répétées sont déconseillées.

On répéte les mémes étapes chaque jour, sur d’autres échantillons collectés jusqu’a ce
qu’on obtient un nombre total de tube (80 a 88 tubes).

Pour homogénéiser le sérum, on mélange au vortex (Annexe 2b) les tubes, pendant 5
secondes avant de les disposer et les classer dans la plaque spécifique de 1’appareil Bio-rad
PhD (Figure 7).

Figure 7: Classement des tubes et récupération du sérum.



I1 2 APPAREIL DE DOSAGE BIO-RAD PH D

La trousse IDS 25(OH)D est une technique immuno-enzymatique destinée au dosage
quantitatif de la 25(OH)D (D2/D3) et d'autres métabolites hydroxylés présents dans le sérum
ou le plasma humain.

Ce dosage direct ne nécessite pas d’étapes de précipitation ou de centrifugation. Il est
automatisable sur les plateformes ouvertes Elisa (Figure 8). Les laboratoires de plus petite
taille peuvent utiliser la trousse sans automate. Dans tous les cas, ceci évite l'envoi
d'échantillons a un centre de dosage et réduit, ainsi, le cotit et les délais d’obtention de
résultats.

L’anticorps utilisé est un anticorps monoclonal, c’est & dire, un anticorps spécifique

pour un seul antigene qui est la vitamine D.
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Figure 8 : Appareil Bio-rad PhD de dosage de la vitamine D.
11.2.1. Utilisation

Pour un usage diagnostic in vitro, la trousse IDS 1,25(0OH),D est un systéme de dosage
complet servant a la purification de la 1,25(0OH);D du sérum ou du plasma humain par
immunoextraction, puis a la détermination quantitative au moyen d’un dosage immuno-
enzymatique.

Le dosage obtenu permet, conjointement a d’autres données cliniques et de laboratoire,
au médecin d’évaluer un déficit éventuel en 1,25(0OH),D associé a des maladies rénales chez
I’adulte (Holick, 2008).

11.2.2. Principe général de la technique Elisa
La technique Elisa (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) est une technique
immuno-enzymatique de détection, qui permet de visualiser une réaction antigéne-anticorps,
grace a une réaction colorée produite par I'action sur un substrat d'une enzyme préalablement

fixée a I'anticorps (Figure 9).

I1.2.3 Principe du test d’Elisa trousse IDS 25(OH)D

Le test Elisa est concu pour la détermination in-vitro de la 25(OH)D dans des
échantillons de sérum ou de plasma humains.

Dans la premiére étape d'analyse, les étalons (calibrant) et les échantillons des patients
sont dilués a la biotine, et ajoutés a un puits de microplaques contenant des anticorps
monoclonaux anti-25(OH)D.

Une incubation a une température entre 18°Cet 25C’est ensuite effectuée, au cours de
cette incubation, une quantité inconnue de la 25(OH)D dans I'échantillon du patient et une
quantité connue de la biotine entrent en compétition pour les sites de fixation des anticorps
dans les puits de la microplaque. La 25(OH)D non liée est éliminé par lavage.

Pour la détection complexe anticorps-antigéne, une seconde incubation est réalisée a
I'aide de streptavidine marquée a la peroxydase (enzyme de couleur bleu).

Dans une troisieme incubation utilisant le substrat de la peroxydase tétra-méthyl-
benzidine (TMB) (substrat), la peroxydase liée favorise la couleur de la réaction. L'intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la concentration en 25(OH)D dans

I'échantillon.



Les doses pour les échantillons peuvent étre calculées directement a partir d'une courbe

standard.
1
/
N 4
Antigénes dans un puits Le facteur rhumatoide Lavage pour éliminer
ki'une plaque en polystyréne () Sérum se fixe sur le complexe les éléments non fixés
antigéne-anticorps
5
6 7
N < :
(@ Conjugé Lavage pour éliminer @ Substrat pour Le substrat se colore
(anticorps antilgM a5 gléments non fixés Fenzyme malgré labsence d'lgM
couplé a un enzyme) spécifiques

Figure 9 : Schéma représentant le principe général d’Elisa.

11.2.4. Préparation des réactifs de ’appareil Bio-rad PhD)

L’appareil nécessite, des calibrants, des contrdles, une solution de lavage et une solution

de la biotine pour faire le dosage automatiquement de la vitamine D.

a. Calibrants et controles

Les contrdles et les calibrants sont constitués de sérum humain tamponné contenant de
la 25(OH)D et de I’acide de sodium (Figure 10). La valeur exacte de 25(OH)D pour chaque

calibrant est imprimée sur I'étiquette. 1ls sont fournig lyophilisés, prét a I’emploi.

Gréce a ces calibrants et ces contrdles, 1’appareil peut construire la courbe d'étalonnage.


http://www.rapport-gratuit.com/

On prend avec une micropipette 1 ml de chaque calibrant, et on le met dans des tubes

numérotes.

Figure 10 : Calibrants et controles.

b. Solution de 25(OH)D biotine
La biotine est un tampon qui a le méme caractére,physiologique que le sérum, il est

concentré de 100 fois, fourni lyophilisé, prét a I’emploi aussi, on mélange bien le flacon avant

de le dilué. Ensuite, on prend 1mL biotine concentré a auquel on ajoute 99 mL de tampon.

c. Solution de lavage

On mélange 100 mL de tampon avec 900 mLd’eau distillé afin de préparer 1000 ml de
solution de lavage.

Tous les autres réactifs (enzyme, substrat d’enzyme) sont fournis préts a I’emploi. Ces
réactifs sont ensuite, amenés a une température ambiante avant I’utilisation. Ils doivent étre

homogénéisés en retournant plusieurs fois le flacon avant usage.

11.2.5.Disposition des échantillons et des réactif dans I’appareil
Bio-rad ph D
L’appareil Bio-Rad PhD contient quatre portoirs :
» Un pour le classement des réactifs (Figure 11) ;
» Un pour le classement des échantillons des patients (Figure 12) ;
» Un pour le classement des calibrants ;
» Une plaque d’Elisa avec des anticorps monoclonaux spécifiques pour la 25(OH)D

préalablement fixée.



Figure 12 : Portoir pour classement des échantillons des patients.

11.2.6. Etapes effectuées par I’appareil de dosage Bio-Rad PhD
Aprés la disposition des réactifs déja prépares, 1’appareil peut faire sa propre méthode
d’¢élution, d’ajout d’enzyme, d’ajout de substrat d’enzyme, d’incubation ou de lavage, ...etc

selon le schéma suivant (Figure 13).

a) Dilution : I’appareil effectue une dilution de 1/10°™ pour chaque échantillon et
chaque calibrant. 1l prend 20uL de chaque calibrant et 0,5 pL de la biotine



b)

d)

f)

9)

h)

(tampon). Il fait la méme chose pour les échantillons. Ensuite, il les

dispose (les calibrants et les échantillons) dans la plaque Elisa.

Premiére incubation : 1’appareil effectue une incubation pendant 2h pour permettre
la fixation anticorps -antigene (Figure 14b) sur les anticorps préalablement

fixes sur la plaque (Figure 14a).

Premiers lavage : I’appareil effectue trois lavages. 100uL de solutions de lavage est
utilisé pour chaque lavage qui est effectué pour éliminer 1’excés d’antigéne

non fixé sur la plaque.

Solution d’enzyme : 1’appareil ajoute 100 pL d’enzyme streptavidine marquée a la

peroxydase (Figurel4c).

Seconde Incubation : pendant 30 min pour permettre la fixation d’enzyme sur le

complexe antigene anticorps.

Seconds lavages : I’appareil effectue trois lavages,il prend 100 pL de la solution de
lavage pour chaque lavage effectué pour éliminer cette fois tout 1’enzyme

non fixée sur le complexe antigéne —anticorps.

Révélations du complexe immun (antigene —anticorps) : pour révéler et détecter le
complexe antigene-anticorps I’appareil utilise le substrat d’enzyme, la

peroxydase tétra-méthyl-benzidine (TMB) (Figure 14d).

Troisieme incubation : réalisée pendant 15 min, pour permettre la fixation du

complexe antigene, anticorps, enzyme, substrat d’enzyme.

Arrét des réactions : réalisée pour arréter les réactions, I’appareil utilise le Hcl

comme solution d’arrét (solution stop).



20 pL calibrons + 0,5 pL.Biotine
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Figure 13 : Etapes effectuées par I’appareil de dosage Bio-rad PhD.
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Figure 14 : Schéma représentatif complexe (antigene-anticorps-enzyme-

substrat d’enzyme) formé dans les puits de la plague Elisa.



11.2.7. Traitement des résultats
La courbe standard a partir de laquelle les concentrations de 25(OH)D dans les
échantillons de sérum peuvent étre pris ,et s'obtient par le tracage des points des valeurs
d'extinction mesurées par I'étalonnage des 6 calibrant de sérum contre les unités
correspondantes (linéaire/log). On Utilise le tracage pour le calcul de la courbe standard par
ordinateur. Le graphe suivant est un exemple typique d'une courbe d'étalonnage.

En effet, les résultats peuvent étre exprimés en nano-gramme/ml ou en nano mol/ml.

0 23 L 14l | L 1 L il 4 Lt L Lall

200 + IS SN WSS : +—44 L 2 il 4 +—3 1 4 114

200 > gt $- -t + >ttt

- 4—4 4 4 34 4o - - - r—_———t - 44 444

| [VITD]

0 ng / ml 100 1000

Figure 15 : Exemple typique d'une courbe d'étalonnage.



Tableau 2 : Valeur de la vitamine D en ng/mL et nm/mL.

Valeur de la vitamine D (ng/ml) | Valeur de la vitamine D (nmol/ml)
10 25
20 50
30 75
40 100
50 125
60 150
70 175
80 200
90 225
100 250




. REPARTITION DU NOMBRE DE PATIENTS EXAMINANT
LE DOSAGE DE LA VITAMINE D SELON LE SEXE

Le dosage de la vitamine D porte sur 114 patients dont 104 femmes et six hommes. On
constate que le nombre de patients féminins examinant le dosage de la vitamine D est
beaucoup plus important (95%) que les patients hommes (5%) ayant consulté le laboratoire de

Biochimie de I’Institut Pasteurs du Maroc le mois d’avril 2013.

De ce fait, et tout le long de cette partie des résultats, nous nous intéressons uniquement
a la population féminine pour faire les différentes analyses. La population totale montre un

effectif négligeable des hommes (Figure 16)

B femme

B homme

Figure 16 : Répartition des patients dosant la Vitamine D selon le sexe



Il REPARTITION DES PATIENTS SELON LA VALEUR
SERIQUE DE LA VITAMINE D

Le Tableau 3 donnant la présente étude le nombre de femmes en fonction de la valeur
sérique de la vitamine D en ng/mL et nmol/mL montre que :

» Le nombre des femmes qui ont une valeur sérique de vitamine D inférieure a 10
ng/ml (déficit sévere) représente 15% de la population étudiée.

> Le nombre de patient qui ont une valeur entre 10 et 20 ng/mL (déficit) est tres
important représente 61% de la population étudiée

» Les femmes qui ont une valeur sérique de vitamine D entre 20 et 30
ng/mL(insuffisance ) représente 11% de la population étudiée

» Le nombre des femmes qui ont une valeur sérique de la vitamine D entre 30 et
50 ng/mL(valeur normale) représente 9% de la population étudié

» Les femmes qui ont une valeur sérique de vitamine D entre 50 et 100
ng/mL(supérieure a la normale ) représente 0,96% de la population étudier les

femmes qui ont une valeur supérieure ou égale a 100 ng/mL(toxique)

Tableau 3: Répartition des femmes selon la valeur sérique de la Vit D.

Statut de la vitamine Valeur serique Vit D Effectif | Pourcentage
D En( ng/mL) en (nmol/mL)

Déficit sévere <10 <25 16 15%
Déficit [10-20] [25-50] 64 61%
Insuffisance [20-30] [50-75] 12 11%
Vitgmine D [30-50] [75-125] 10 9%
optimal(normal)

Supérieur a la normale [50-100] [125-250] 1 0,96%
Vitamine D toxique >100 >250 1 0,96%




70

60

50

40

Effectif

30

20

) .
0]
[0-10] [10-20] [20-30] [30-50] [50-100 >100

Valeur serique de la vitamine D

Figure 17: Répartition des patientes selon la valeur sérique de la vitamine
D.

D’aprés ces résultats ,on constate qu’on assiste a une hypovitaminose D (diminution de
la valeur sérique de la vitamine D) Cette hypothése est en accord avec les résultats des études
de Holick, (2006 ); Cavalier et al ; ENMS(2007).qui montrent que la prévalence du déficit en
vitamine D varie selon les seuils retenus pour définir la carence ou I’insuffisance. Toutefois,
quel que soit le seuil retenu, I’insuffisance en vitamine D serait largement répandue a travers
le monde.

Nos résultats concordent aussi avec les résultats des études de : Holick,(2007) ;Van et al
:Mithal et al ,(2009 )qui indiquent respectivement que :

> Le déficit en vitamine D est fréquent et sous-diagnostiqué. Au niveau mondial,
on estime qu’un milliard de personnes auraient un tel déficit

» Dans les pays occidentaux, plus de 40% de la population de plus de 50 ans
présenteraient un déficit

» L’hypovitaminose D des populations de six régions du monde (Asie, Europe,
Moyen-Orient, Amérique du Nord, Amérique du Sud et Océanie), est un
phénomeéne trés répandu. Les niveaux de 25(OH)D sériques inférieurs a 75
nmol/L sont répandus dans toutes les régions tandis que les taux sériques les
plus bas (< 25 nmol/L) touchent d’avantage les populations de 1’Asie du Sud et
du Moyen-Orient .



Une étude de ’ENMS (2007) sur une population francaise avec des seuils de définition
de I'insuffisance en vitamine D différents ,montre que

» 79 % des hommes et 81 % des femmes avaient une concentration sérique en 25(0OH)D
inférieure a 75 nmol/L (seuil optimal).

» Pour 36 % des hommes et 49 % des femmes elle était inférieure a 50 nmol/L (déficit
modéré)

» pour 4 % des hommes et 6 % des femmes cette teneur est inférieure a 25
nmol/L(déficit sévere).

Il REPARTITIONS DES FEMMES EXAMINANT LE
DOSAGE DE LA VITAMINE D SELON L’AGE

Le graphe montre que 69% des femmes qui se préneste au laboratoire sont des femmes
agées de plus de 50 ans et 31% des femmes agée de moins 50 ans

Tableau 4 :Répartitions des femmes examinant le dosage de la vitamine D

selon ’age.

Catégories Age des femmes | Effectif | Résultat en %
1 >50 ans 72 69
2 <50ans 32 31
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Figure 18: Répartitions des femmes examinant le dosage de la vitamine D

selon I’age.

Le nombre des femmes agées de plus de 50 ans qui se présentent au laboratoire de
Biochimie Institut Pasteur Maroc est beaucoup plus important (69%) par rapport aux femmes
agées de moins de 50 ans (31%)

La premiére catégorie (femmes agées de plus de 50 ans) présentant une valeur sérique
de la vitamine D inferieur a la normale ceci pourra étre due au probleme lié a la ménopause
chez les femmes agées. En effet ,cette période se manifeste par des ostéoporoses et des
troubles hormonaux graves.

En effet I'ostéoporose est fréquente chez les femmes ménopausées, Elle est due a une
modification de la trame osseuse liée aux changements hormonaux de la ménopause

diminution apports en calcium (Ca) et vitamine D sont également essentiels : le calcium

permet une bonne minéralisation de l'os, la vitamine D est nécessaire a l'assimilation du
calcium. Or ,des études récentes ont mis en évidence une carence importante en Ca et

Vitamine D, en particulier chez les frangaises (Reginster, 2008).


http://www.avenirsdefemmes.com/medecine/rhumatologie/calcium-et-vitamine-d.html

IV.REPARTITION DES FEMMES AGEES DE PLUS DE 50

ANS SELON LA VALEUR SERIQUE DE LA VITAMINE D

Le Tableau 5 donnant la présente étude de la

2°™¢ (femme agée de plus de 50 ans) en

fonction de la valeur sérique de la vitamine D en ng/ml et nmol/mL montre que :

>

Le nombre des femmes qui ont une valeur sérique de la vitamine D inferieur a
10ng/ml (déficit sévere) représente 16%de la population étudier

Le nombre de patient qui ont une valeur entre 10et 20ng/mL (déficit) est trés
important représente 62% de la population étudier

Les femmes qui ont une valeur seérique de la vitamine D entre 20et
30ng/ml(insuffisance ) représente 11% de la population étudier

Le nombre des femmes qui ont une valeur sérique de la vitamine D entre 30 et
50 ng/ml (valeur normale) représente 1% de la population étudié

Les femme qui ont une valeur sérique de la vitamine D entre 50et 100
ng/mL(supérieur a la normale ) représente 5% de la population étudier

Les femme qui ont une valeur supérieure ou égale a 100ng/mL (toxique)

représente 2% de la population étudiée .

Tableau 5 : Répartition des femmes agée de plus de 50 ans selon la valeur

sérique de la Vit D.

Valeur sérique de la
e i _—— Effectif | Pourcentage
En ng/ml mol/ml
peficit severe | [0-10] | [0-25] 12 16 %
Déficit 1o 125 45 62 %
20] 50]
Insuffisance 129: 150- 8 11 %
30] | 75]
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Figure 19: Répartition des femmes agee de plus de 50 ans selon la valeur

sérique de la Vitamine D.

Ces résultat concordent avec ceux de I’études de Bruyére et al (2006); Reginster,
(2008);lips et al,(2001) qui indiquent respectivement que

> La population européenne 90% des francaises ménopausées manquent de

vitamine D, cette étude publiée en 2006 portant sur 8532 femmes ménopausées

dans toute I'Europe laisse, apparaitre que les francaises manquent gravement de

vitamine D. De toutes les européennes, les francaises sont méme les plus

concernées avec un taux moyen de vitamine D de 51,5 (nmo/L)


http://www.vegetari1.net/article-90-des-fran-aises-menopausees-manquent-de-vitamine-d-103820582.html
http://www.vegetari1.net/article-90-des-fran-aises-menopausees-manquent-de-vitamine-d-103820582.html

> Le taux sanguin de vitamine D, sur lI'ensemble des femmes étudiées, et en
moyenne 61 nmol/l. Il est insuffisant chez 79,6 % d'entre elles, (si I'on prend
comme seuil de carence 80 nmol/l,) et chez 32,1 %, (si I'on se base sur un seuil
de 50 nmol/L.)

> Les déficit sévere (25(OH)D<10 est fréquent dans le monde chez les femmes

ménopausées ostéoporotiques de 65 ans en moyenne



La vitamine D est une vitamine pro-hormone liposoluble et thermostable, sensible a la
lumiére, aux acides, aux alcalins et a I’oxydation de ’air. Elle est nécessaire a la fixation du
calcium sur les os. De ce fait, elle est donc essentielle & notre santé osseuse.

La meilleure source de vitamine D se trouve dans notre peau, qui est capable d’en
produire sous I’influence du rayonnement solaire.

Plusieurs facteurs comme 1’age, la saison, 1’activité physiologique, les habitudes
vestimentaires, alimentaires...etc., influencent sur la répartition de la vitamine D. Soit en
augmentant ou en diminuant la valeur sérique de cette derniere.

Pour doser la vitamine D, il existe deux types de méthodes qui sont utilisés, les
méthodes immunologiques et non immunologiques a détection directe.

Dans le laboratoire de la Biochimie de I’Institut Pasteur, nous avons utilisé la méthode
immunologique basée sur la réaction antigéne —anticorps. Ce dosage permet au meédecin,
conjointement a d’autres données cliniques et de laboratoire, d’évaluer un déficit éventuel en

1,25(0OH),D associé a des pathologies chroniques.

La présente étude révéle plusieurs résultats :

Le nombre de patientes féminines qui se présentent au laboratoire de Biochimie de
I’Institut Pasteur Maroc pour effectuer le dosage, est beaucoup plus important (95%) que
I’effectif des hommes (5%).

La présence de 1I’hypovitaminose D : la valeur sérique de la vitamine D étant baissée
par rapport a sa valeur normale (30-50ng/ml). Ces résultats sont en accord avec ceux de
Holick (2006), de Cavalier et al. (2009) et de I’ENMS (2007) qui montrent une
hypovitaminose largement répandu dans le monde.

Les femmes agées de plus de 50 ans se présentent beaucoup plus au laboratoire, de
Biochimie de I’Institut Pasteur pour le dosage de la vitamine D, que les femmes &gées de
moins de 50 ans.

La plupart (62%) des femmes agées de plus de 50 ans ont un déficit en vitamine D. 5%
de ces femmes ont une valeur sérique normale de la vitamine D. Ces résultats pourront étre
dues aux symptomes liés a la ménopause chez les femmes agée de 50 ans. Cette période est
manifestée par des troubles hormonaux et des ostéoporoses.

Ainsi, plusieurs pathologies peuvent étre a 1’origine de cette hypovitaminose comme le

diabete, les maladies rénales, 1’hyper-parathyroidie ou I’insuffisance hépatique.
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ANNEXE 1

TECHNIQUE ELISA

A. Petit historique

La technique d'ELISA a été conceptualisée et développée par 2 scientifiques Peter

Perlmann (investigateur principal) et Eva Engvall

a I'Université

de Stockholm en1971.

A la fin des années 60, Stratis Avrameas et GB Pierce mettent au point la technique

d'immun enzymologie, technique d'analyse par réaction entre antigenes et anticorps et

utilisant comme marqueur des enzymes.

B. Principe général de la technique Elisa

La techniqgue ELISA (Enzyme Linked Immuno

Sorbent Assay) est une

technique immuno-enzymatique de détection qui permet de visualiser une réaction antigene-

anticorps grace a une réaction colorée produite par l'action sur un substrat d'une enzyme

préalablement fixée a I'anticorps.

Plaque Elisa


http://www.rapport-gratuit.com/

ANNEXE 2

APPAREILLAGES UTILISEE DANS LE LABORATOIRE DE

(a) Centrifugeuse.

BIOCHIMIE

(b) Vortex.

(c) Micropipette.




Teneur

ANNEXE 3
TENEUR SERIQUE CHEZ LES PATIENTES SELON L’AGE.

8,84 89
14,53 59
9,7 65
9,7 65
54,25 61
11,85 54
120 84
15,15 56
12,1 40
17,29 23
26,82 48
27,49 58
10,27 60
10,49 60
10,51 55
10,68 69
13,24 54
13,48 65
13,96 60
14,66 70
14,79 53
15,12 62
16,84 59
18,19 48
23,55 43
28,51 56
53 40
7,97 41
7,99 61

sérique Age (ans)
14,28 73
53,25 39
13,91 41
16,22 49
14,34 69
17,07 56
15,68 53
16,09 64
9,93 31
11,7 57
21,65 56
15,44 37
11,86 37
14,08 40
16,89 64
50,85 64
11,21 57
15,44 36
10,94 88
30,48 28
22,55 76
25,87 57
14,45 69
15,65 52
17,82 65
88,92 93
15,35 57
0,52 45
10,18 47
23,89 76
9,59 54
18 48
17,71 48
144 53
Teneur A
sérigue Age (ans)
8,61 60

20,36 59
12,15 46
9,49 37
21,17 44
11,86 88
7,89 67
8,76 56
11,06 63
12,13 54
18,44 29
13,36 52
8,69 61
8,91 50
11,45 54
17,76 73
10,49 57
52,91 89
23,81 39
17,1 64
10,3 48
13,69 37
10,47 64
11,1 45
10,15 53
10,82 83
39,75 51
9,88 62
16,45 44
18,71 68
10,45 78
4,99 78
11,47 50
9,67 61
Teneur A
sérique Age (ans)

11,19 53
33,63 39
21,34 58
14,15 34







