
Journal Identification = ABC Article Identification = 0936 Date: March 31, 2014 Time: 3:14 pm

do
i:1

0.
16

84
/a

bc
.2

01
4.

09
36

Article original

Ann Biol Clin 2014 ; 72 (2) : 207-12

Dépistage de la trisomie 21 par les marqueurs
sériques maternels au premier trimestre
Aspect pré-analytique
Focus on preanalytics for Down’s syndrome screening during first
trimester of pregnancy
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Résumé. L’objectif de cette étude est de préciser les conditions pré-analytiques
requises pour le dépistage de la trisomie 21 au premier trimestre par les mar-
queurs sériques maternels. La variation de concentration des deux marqueurs
utilisés, l’hCG� et la PAPP-A, a été analysée à température ambiante, à + 4 ◦C
et lors de cycles de congélation-décongélation. Avec un écart acceptable de 5 %
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pour chacun des deux marqueurs, le sérum peut être conservé pendant 72 h à
température réfrigérée comprise entre + 2 et 8 ◦C. Il peut également subir trois
cycles de congélation-décongélation sans que les résultats soient affectés. La
conservation à température ambiante (entre 20 et 25 ◦C) oblige à une analyse
dans les 24 h. À partir de cette étude, la rédaction de recommandations per-
met de donner un cadre précis au traitement pré-analytique et au transport des
échantillons sanguins, dans un domaine où les variations peuvent entraîner des
décisions thérapeutiques lourdes.

Mots clés : trisomie 21, PAPP-A, hCG bêta libre, pré-analytique

Abstract. The aim of the study is to specify the pre-analytical conditions requi-
red for Down’s syndrome screening in first trimester by maternal serum markers.
The concentration variation of both markers, hCG� and PAPP-A, was analyzed

at room temperature, at 4◦C and during freezing-thawing cycles. Serum can be
kept during 72h between 2 and 8◦C with an acceptable bias of 5% for each
marker. It can also undergo three freezing-thawing cycles without any variation
of results. Preservation at room temperature (between 20 and 25◦C) requires an
analysis within 24h. From this study, writing recommendations enable to give
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e dépistage prénatal du risque de trisomie 21 (T21) par
osage des marqueurs sériques maternels est réalisé en
rance par 82 laboratoires agréés. Ce dépistage est pro-
osé à toutes les femmes enceintes, sur tout le territoire ;
ela nécessite donc le transport des échantillons, des sites
e prélèvements aux laboratoires exécutants. La phase pré-

irés à part : C. Doche
e-analytical processing and transport of blood samples, in
ons can lead to heavy therapeutic decisions.

syndrome, PAPP-A, free beta hCG, preanalytics

analytique va présenter une importance toute particulière
pour ce dépistage aux conséquences parfois lourdes.
Pratiqué depuis 2010 au premier trimestre de la grossesse
entre 11 et 13 semaines d’aménorrhée (SA) (11 SA plus 0
207
es marqueurs sériques maternels au premier trimestre. Aspect pré-analytique.

jour et 13 SA plus 6 jours), il combine le risque lié à l’âge
maternel, le risque lié à la valeur de la clarté nucale et le
risque attribué à deux marqueurs biochimiques de varia-
tions antagonistes, la fraction � libre de l’hCG (hCG�) et
la pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A).
Le paramètre biochimique le plus fragile est l’hCG totale
qui se clive facilement en ses deux unités � et �. Il a été

dx.doi.org/10.1684/abc.2014.0936
mailto:christophe.doche@ch-chambery.fr
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ontré que la fraction � libre peut augmenter avec le temps,
a température ou une contamination bactérienne du pré-
èvement, par dégradation de l’hCG totale [1-4]. Morin
t al. rapportent qu’une erreur aléatoire sur la mesure de
a concentration de l’hCG� de 5 % conduit à une erreur de
’ordre de 15 % dans le calcul de risque [2].
ette étape pré-analytique a fait l’objet de peu d’études
our le dépistage du premier trimestre. Les quelques publi-
ations existantes sont plutôt optimistes et rassurantes mais
cceptant parfois des variations de 10 % de la concentration
es marqueurs.
our l’étude, le dosage des marqueurs sériques maternels
st réalisé avec l’automate Kryptor Thermo Fischer Scienti-
c. Les fiches techniques recommandent une centrifugation
es échantillons dans les 6 h, une conservation avant ana-
yse d’au maximum 24 h à température réfrigérée, avec une
ongélation au-delà, mais en évitant des cycles de congé-
ation et décongélation [5, 6]. Ces recommandations très
rudentes nécessitaient d’être investiguées de façon plus
oussée.
es conditions pré-analytiques sont un élément indispen-
able à maîtriser pour assurer la fiabilité des résultats, et
lles doivent être précisées aux prescripteurs et aux préle-
eurs dans un manuel de prélèvement [7].

atériel et méthodes

atientes

’étude a été réalisée à partir des surplus de sérums frais
rélevés sur les patientes venues pour faire pratiquer le
épistage de la T21 par les marqueurs sériques au 1er

rimestre. Le recueil des échantillons a été effectué par
es quatre laboratoires privés du groupement de labora-
oires de l’agglomération chambérienne et par le laboratoire
u centre hospitalier où sont également réalisées les
nalyses.
haque patiente a été informée oralement de l’étude et a
onné son accord avant signature du formulaire de consen-
ement de dépistage de la trisomie 21 qui comporte la
hrase suivante : « L’éventuel surplus de sérum restant après
éalisation de vos analyses, au lieu d’être jeté, peut être uti-
isé à des fins scientifiques ». Il est notifié que la patiente
eut refuser en s’adressant aux responsables du laboratoire
gréé.
08

tude de stabilité

uinze patientes ont été prélevées sur tube sec sans gel
Becton Dickinson) de 7 mL. Les échantillons sont centri-
ugés et décantés ; les sérums sont stockés à température
mbiante puis transportés au laboratoire exécutant. Toutes
es étapes sont réalisées dans un délai maximal de 6 h.
Dès leur arrivée, les sérums sont dosés pour l’hCG� et la
PAPP-A (J0).
Deux parties aliquotes sont décantées et conservées à + 4 ◦C
(entre 3 et 6 ◦C dans la période concernée pour une tempé-
rature acceptable entre 2 et 8 ◦C) ou température ambiante
(comprise entre 20 et 25 ◦C dans la période concernée, pour
une température acceptable entre 18 et 25 ◦C). Les deux ali-
quots sont ensuite analysés pour les deux marqueurs à 24,
48 et 72 h (J1, J2 et J3).
Les échantillons conservés à température réfrigérée sont
ramenés à température ambiante pendant 30 min, analysés,
puis à nouveau réfrigérés immédiatement après analyse.

Test de congélation-décongélation

Trente-et-une patientes ont été prélevées sur tube sec sans
gel (Becton Dickinson) de 7 mL. Les échantillons sont cen-
trifugés et décantés ; les sérums sont stockés à température
ambiante puis transportés au laboratoire exécutant. Toutes
ces étapes sont réalisées dans un délai maximal de 6 h.
Dès leur arrivée, les sérums sont dosés pour l’hCG� et la
PAPP-A (J0).
Chaque sérum est ensuite décanté en une partie aliquote
de volume suffisant pour subir 3 cycles de congélation-
décongélation. L’échantillon est décongelé à température
ambiante pendant 30 min, puis homogénéisé par 7
retournements lents successifs. Il est ensuite recongelé
immédiatement après analyse.
La conservation se fait à - 18 ◦C (entre - 15 et -21 ◦C dans la
période concernée, pour une température acceptable entre
- 15 et - 25 ◦C). Les dosages sont réalisés à J1, J2 et J3.
Les jours ne sont pas obligatoirement consécutifs en cas
de prélèvement en fin de semaine, ce qui permet d’inclure
dans l’étude le transport et la conservation des prélèvements
réalisés en fin de semaine.

Matériel

Les analyses sont réalisées sur automate Kryptor Compact –
Société Thermo Fisher Scientific. Le dosage d’hCG� utilise
la technologie TRACE – référence produit : 809.075 [5]. Le
dosage de PAPP-A utilise la technologie TRACE - référence
produit 866.075 [6]. Les dosages sont réalisés par série,
encadrés par plusieurs contrôles internes de qualité, Thermo
Fisher Scientific (trois niveaux) et ProBioQual (un niveau),
pour chaque paramètre.
Ann Biol Clin, vol. 72, n◦ 2, mars-avril 2014

Mode opératoire statistique

Étude statistique
Les statistiques sont réalisées avec le logiciel MedCalc.
Le test de Kolmogorov-Smirnov est utilisé pour tester la
normalité des distributions des concentrations obtenues en
PAPP-A et en hCG�.
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Figure 2. Représentation en Box-plot des écarts relatifs des
concentrations en PAPP-A en fonction de la durée de conserva-
tion des échantillons à + 4 ◦C. * différence significative p ≤ 0, 05 ;
** différence fortement significative p ≤ 0,001.
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tude de stabilité
à température ambiante et à + 4 ◦C)
es résultats des dosages de la PAPP-A et de l’hCG� à J0
nt été pris pour référence. La comparaison des concentra-
ions obtenues entre J0-J1, J0-J2 et J0-J3 a été réalisée par
e test t de Student sur séries appariées. Pour chaque couple
e mesures a été calculé l’écart relatif : [(Jindiqué - J0)/J0]
100. La moyenne de ces rapports a permis de calculer

’écart moyen.

est de congélation-décongélation
e test de Student sur séries appariées a été utilisé pour
omparer les résultats des trois cycles de congélation-
écongélation par rapport au résultat obtenu lors du premier
osage pris comme valeur de référence (J0). Pour chaque
ouple de mesures a été calculé l’écart relatif par rapport à
0 : [(Résultat après x cycles de congélation - J0)/J0] * 100.
a moyenne de ces rapports a permis de calculer l’écart
oyen.

ésultats

tabilité à température ambiante et à + 4 ◦C

APP-A
température ambiante, les concentrations de la PAPP-A
nn Biol Clin, vol. 72, n◦ 2, mars-avril 2014

ugmentent avec le temps. Un écart significatif est noté dès
4 h (p = 0,0106). L’écart moyen est de 2,24 % à 24 h,
,07 % à 48 h (p = 0,001) et 3,66 % à 72 h (p = 0,0002)
figure 1).

+ 4 ◦C, la PAPP-A est stable 24 h. Une différence signi-
cative apparaît à 48 h avec un écart moyen observé de
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igure 1. Représentation en Box-plot des écarts relatifs des
oncentrations en PAPP-A en fonction de la durée de conservation
es échantillons à température ambiante. * différence significative
≤ 0,05 ; ** différence fortement significative p ≤ 0,001.
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Figure 3. Représentation en Box-plot des écarts relatifs des
concentrations en hCG� en fonction de la durée de conservation
des échantillons à température ambiante. * différence significative
p ≤ 0,05 ; ** différence fortement significative p ≤ 0,001.

2,07 % (p = 0,0130). À 72 h, l’écart moyen est de 2,45 %
(p = 0,0139) (figure 2).

hCG�

La conservation du sérum à température ambiante conduit
à une augmentation des concentrations de l’hCG�. Cette
hausse est significative (p = 0,0231) à partir de 24 h avec
209

un écart moyen évalué à 3,49 %. Cet écart augmente avec
le temps : à 48 h, il est de 5,76 % (p = 0,001) puis de 8,20 %
à 72 h (p = 0,0001) (figure 3).
La conservation du sérum à + 4 ◦C n’entraîne pas
d’augmentation de concentration significativement diffé-
rente de l’hCG� pendant 72 h (figure 4).
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Figure 4. Représentation en Box-plot des écarts relatifs des
concentrations en hCG� en fonction de la durée de conservation
des échantillons à + 4 ◦C. * différence significative p ≤ 0,05 ; **
différence fortement significative p ≤ 0,001.
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Discussion

Dans la littérature, il existe de grandes différences de délais
de conservation. La stabilité de la concentration d’hCG�
dans le sérum, entre 2 et 8 ◦C, varie selon les auteurs de
37 h à 94 jours [2, 8]. Ces variations sont souvent dues
aux différences des durées de stabilité étudiées. Certaines
études de stabilité des échantillons congelés s’étalent de 6
à 240 jours [2, 8].
Dans le contexte du dépistage prénatal de la trisomie 21,
l’intérêt principal est l’obtention rapide de résultats pour
poursuivre les investigations, si nécessaire. L’étude que
nous avons menée s’est volontairement limitée à un délai de
72 h qui correspond au délai classique de transmission des
échantillons d’un laboratoire préleveur vers un laboratoire
agréé en incluant l’éventualité d’un prélèvement la veille
d’une fin de semaine.
Pour la stabilité à température ambiante, il faut se référer
avec attention aux valeurs de température réellement obser-
vées ; en effet, elles peuvent être très variables selon les
conditions et les études montrant alors une stabilité diffé-
rente des analytes par rapport à la température ambiante de
20 à 25 ◦C [4].
Les différences sont également liées aux limites de varia-
tions considérées comme acceptables pour les différents
analytes, elles s’étalent entre 3 % [2] et 10 % [8]. Certains
auteurs utilisent comme variation acceptable un chiffre cor-
respondant à leur coefficient de variation (CV) analytique
de fidélité intermédiaire [9]. Parfois, les raisons du choix
de la valeur seuil ne sont pas précisées [8], elle semble tou-
tefois correspondre à un écart total acceptable. Dans notre

10

8

∗ ∗∗ ∗∗

6

4

2

1 2

Nombre de cycles de congélation-décongélation
3

0

-2

-4

E
ca

rt
s 

re
la

ti
fs

 e
n

 [
h

C
G

β]
 (

%
)

igure 5. Représentation en Box-plot des écarts relatifs des
oncentrations en PAPP-A en fonction du nombre de cycles de
ongélation-décongélation. * différence significative p ≤ 0,05 ; **
ifférence fortement significative p ≤ 0,001.

est de congélation-décongélation

es trois cycles de congélation-décongélation sont sans
nfluence significative sur les concentrations de la PAPP-A
figure 5).
es cycles de congélation-décongélation entraînent une
ugmentation des concentrations en hCG� dès le premier
10 Ann Biol Clin, vol. 72, n◦ 2, mars-avril 2014

ycle (p = 0,0231). Cette augmentation s’accroît avec les
ycles de congélation-décongélation : l’écart moyen est de
,11 % après un cycle, 1,75 % après 2 cycles (p = 0,001)
t 3,09 % après 3 cycles (p = 0,0001) (figure 6).

Figure 6. Représentation en Box-plot des écarts relatifs des
concentrations en hCG� en fonction du nombre de cycles de
congélation-décongélation. * différence significative p ≤ 0,05 ; **
différence fortement significative p ≤ 0,001.
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n’est pas statistiquement significative. La concentration de
l’hCG� augmente légèrement mais cette hausse reste bien
inférieure au seuil de 5 %, même lors de la troisième décon-
gélation. Ainsi, il est possible d’accepter des échantillons
arrivés décongelés, ce que préconise déjà l’équipe de Brest
[8], puis de les recongeler après analyse. La possibilité de
ré-analyse reste alors intacte.
Nous n’avons pas testé la stabilité de la congélation à long
terme, celle-ci étant connue largement supérieure à la durée
maximale de conservation envisagée. C’est d’ailleurs le
moyen de conservation utilisé pour les contrôles de qualité
[12], et pour les échantillons après analyse selon la législa-
tion [13]. Les échantillons congelés peuvent être transmis
sans problème.
Bien que non reconnue en France, certains auteurs ont étu-
dié la conservation en goutte de sang séché sur papier, qui
permettrait d’allonger les délais de conservation et de trans-
mission (42,6 jours vs 72 h pour l’hCG� à température
ambiante) [8, 14]. Cependant, la conservation de la PAPP-
A est alors à peine meilleure que celle de l’hCG� en sérum
à température ambiante pour une variation acceptable de
5 % (1,6 jour vs 1 jour) [9, 14]. Bersinger obtient un CV
intra-essai plus élevé pour les échantillons sur papier que
dans le sérum : 6,5 % vs 4,3 % [15]. Cette technique qui a
été testée en France fut assez rapidement abandonnée.

Conclusion

Cette étude nous a permis de confirmer les délais de conser-
vation des échantillons après prélèvement dans le cadre
du dépistage de la trisomie 21 par les marqueurs sériques
maternels du premier trimestre. Ainsi nous avons pu rédi-
ger des préconisations pour la réalisation et la prise en
charge pré-analytique de ces prélèvements. Ces préconi-
sations sont synthétisées sous forme de tableau (tableau 1).
L’hCG� étant le paramètre le plus sujet à variations parmi

Tableau 1. Préconisations préanalytiques pour le dosage des mar-
queurs sériques maternels de trisomie 21 du premier trimestre.

Étape Préconisations
Prélèvement Sang veineux

Tube sec
Centrifugation
(et décantation
si absence
de gel séparateur)

Dans les 6 h après prélèvement
tude, nous avons décidé d’utiliser comme variation maxi-
ale acceptable la valeur de 5 %, qui correspond aussi bien

u CV analytique qu’au biais acceptable utilisé et préco-
isé par les associations de contrôle de qualité [10]. Cette
aleur est largement inférieure à l’écart total acceptable qui
st pour les deux marqueurs de 12,2 % [10]. L’équipe de
orin et Moineau a également retenu le seuil de 5 % comme

ariation acceptable, qui correspond à leur CV inter-série en
tilisant la même technologie TRACE sur appareil Kryptor
e la société Thermo Fisher Scientific [9].
ous montrons que la concentration en hCG� sérique est

ugmentée après 48 h à température ambiante, nous ne
etenons donc qu’une conservation maximale acceptable
e 24 h. L’étude ne permet pas d’être plus précis dans cette
remière période de conservation. L’équipe de Morin a étu-
ié le pourcentage d’augmentation de la concentration à
haque heure, autorisant une conservation dans ces condi-
ions de 32 h pour une variation acceptable de 5 % [2]. Une
récédente étude, au deuxième trimestre, avait montré une
onne stabilité des concentrations de l’hCG� pendant 72 h
ors d’un transport sans précaution que le sérum soit décanté
u simplement centrifugé dans un tube avec gel séparateur
3]. Cependant, il ne semble pas raisonnable de conserver
’hCG� plus de 32 h à température ambiante. Ce paramètre
st le plus sujet à variations de tous ceux utilisés pour le
épistage. La PAPP-A est stable pendant 72 h à tempéra-
ure ambiante contrairement à ce qui est indiqué dans la
otice du fournisseur [6]. Il est difficile d’évaluer exacte-
ent l’impact sur le risque, des variations de l’hCG� et de

a PAPP-A conservées à température ambiante au-delà de
4 h. Les deux paramètres augmentent avec le temps mais
eur impact sur le calcul est opposé. Une augmentation de
a concentration de l’hCG� fait augmenter ce risque, tan-
is qu’une augmentation de concentration de la PAPP-A
e fait baisser. Sachant que la variation de concentration de
’hCG� est plus importante que celle de la PAPP-A (5,76 %
8,20 % de hausse versus 3,07 % - 3,66 % respectivement
48 et 72 h), le risque estimé est alors faussement aug-
enté. S’il se retrouve supérieur à 1/250 la patiente peut

tre considérée, à tort, comme étant dans la zone à risque
ccru. Ce résultat ne peut être rendu.
a conservation du sérum à + 4 ◦C (2 à 8 ◦C) ne pose pas de
roblème pendant 72 h pour les deux paramètres. Chacun
ugmente légèrement et régulièrement sans jamais dépasser
% de variation. Lambert-Messerlian et son équipe ont

bservé des médianes à 1,10 pour l’hCG� et à 1,03 pour
nn Biol Clin, vol. 72, n◦ 2, mars-avril 2014 211

a PAPP-A pour des dosages après transport des sérums
température ambiante et conservation jusqu’à 3 jours à
4 ◦C [11]. Cette conservation peut donc être préconisée

ans problème.
es résultats obtenus lors des cycles de congélation-
écongélation ne montrent pas de variation importante des
aramètres. L’augmentation de la concentration en PAPP-A

Conservation du sérum

Entre 20 et 25 ◦C : si dosage
dans les 24 h après prélèvement
Entre 2 et 8 ◦C : si dosage dans
les 72 h après prélèvement
Entre - 15 et - 25 ◦C si dosage
au-delà de 72 h après
prélèvement

Congélation-décongélation Trois cycles au maximum
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es marqueurs sériques maternels que sont l’hCG�, l’hCG
ntacte, la PAPP-A et l’�-foeto-protéine [2-4, 16], nous
vons affiné les recommandations pour les prélèvements
u dépistage de la trisomie 21 au deuxième trimestre.
es conditions pré-analytiques du dosage des marqueurs

ériques sont précisées aux prescripteurs et aux préleveurs,
l’aide d’un manuel de prélèvement.
a justification de ces recommandations pré-analytiques
’intègre dans le cadre de l’accréditation de ce secteur ana-
ytique.
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