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INTRODUCTION

La mucoviscidose est une affection hérédi-
tairc, objet d’une grande préoccupation de la
part du corps médical ; en effet, la fréquence en
est €élevée — 1/2.000 environ dans la race
blanche — et le pronostic vital de ces patients
est trés défavorable. Chez la moitié de ceux-ci,
le décés survient avant 'adolescence (18, 34,
25,29, 35).

La variabilité dans I'expression clinique de
cette affection sévere, d’une part, et I'age tardif
auquel le diagnostic est parfois posé, d’autre
part, ont incité au développement et & I"appli-
cation étendue du dépistage néonatal de la
mucoviscidose, La connaissance de ce diagnos-
tic dés le premier mois de la vie poursuit un
objectif double :

1) donner un conseil génétique informant
les parents du risque encouru, avant une autre
ETOSSesse ;

2) instaurer le plus t6t possible les mesures
de traitement de I'affection et la prévention de
ses complications. :

Si la justification théorique du dépistage sys-
tematique ne préte pas a discussion sur cette
base, des réticences sont cependant manifestées
par plusieurs auteurs (18, 24, 32, 17} en effet,
le conseil génétique souffre de I'absence de
moyens permetiant un diagnostic anténatal. En
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outre, il est actuellement toujours impossible
de mettre en évidence les hétérozygotes pour
cette affection (1/25 de la population) (6)
Quant a l'effet bénéfique d’un traitement pré-
coce sur les conditions de vie et le pronostic
vital, les observations sont loin d’étre unanimes
(9, 29).

Un recul insuffisant contribue sans doute a
alimenter cette controverse a laquelle le déve-
loppement de nouveaux moyens diagnostiques
et thérapeutiques pourrait mettre fin au cours
des prochaines années. C’est dans cette optique
que le travail présenté ici a été entrepris, en vue
d’améliorer les qualités techniques des métho-
des utilisées pour le diagnostic néonatal de la
mucoviscidose.

LE DEPISTAGE NEONATAL
DE LA MUCOVISCIDOSE

La recherche de I'albumine dans le méconium
a I'aide du BM-test® est le moyen le plus rapide
et le plus répandu dans la détection de la
mucoviscidose chez le nouveau-né (24, 18, 10).
Ainsi que le Pr. C. Lambotte le montre dans une
analyse détaillée (27), ce test est entaché d’une
spécificité et d’une sensibilité insuffisantes.

Le test a la sueur reste le premier moyen
diagnostique chez le nourrisson et I'enfant plus
agé (34, 25). Par contre, il n’est pas fiable chez
le nouveau-né et n’est, en outre, pas applicable
sur une large échelle. Pour ces raisons, il était
utile de rechercher un moyen permettant le
diagnostic néonatal de la mucoviscidose en
répondant aux critéres suivants :

— innocuité : pour le nouveau-né

— spécificité : rédutre le nombre de «faux
positifs »

— sensibilité : éviter les « faux négatifs »

-— «applicabilit€ » : insertion pratique du
test dans le prélévement réalisé pour le dépis-
tage actuel (hypothyroidie, phénylcétonurie)
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— fiabilité : éviter les erreurs dues a une
technique de qualité insuffisante

— rentabilité : réduire le coit de la mé-
thode.

L’AUGMENTATION DE LA TRYPSINE SERIQUE :
NQUVELLE METHODE DE DEPISTAGE
DE LA MUCOVISCIDOSE

En 1979, Crossley et ses collaborateurs ont
suscité un intérét nouveau pour le dosage de la
trypsine immunoréactive (TI), en montrant que
celle-ci était accrue dans le sérum ou sur une
tache de sang séché obtenus chez des nouveau-
nés atteints de mucoviscidose (11). Ainsi que la
figure 1 I'illustre schématiquemerit, cette éléva-
tion de la TI, présente chez le nouveau-né
mucoviscidosique, persiste pendant plusieurs
mois (7, 13, 31, 21). Ce phénomeéne résulte
sans doute du passage anormalement important
de la trypsine vers le torrent circulatoire car

I’affection entraine, par la viscosité excessive -

des sécrétions exocrines, un obstacle a I'excré-
tion des enzymes pancréatiques. Cet état de
souffrance du pancréas conduira bientot a la
« fibrose kystique » et a la dégénérescence de ce
parenchyme glandulaire.

TRYPSINE

immunoréactivité
OBSTACLE A
L'EXCRETION

FIBROSE

NSECRETION
FreEsorPTION

o o0& 1 & 10 3
AGE
FiG. 1. Représentation schématique des variations de TI

sérique en fonction de I'age chez les sujets sains (N) et chez
les patients mucoviscidosiques (M).

20ans

Dés lors, au-deld de I’dige de 6 mois a 1 an, la
TI circulante s’abaisse progressivernent et perd
ainsi sa signification diagnostique. Finalement,
I'insuffisance de sécrétion exocrine du pancréas
s’accompagne de concentrations sériques de T1
abaissées. Toutefois, la différence entre pa-
tients et témoins n'est alors plus significative
individuellement et n’a donc pas de valeur
diagnostique a ce stade.

Ainsi, le dosage de la TI peut étre hautement
significatif de D'affection chez le nouveau-ne,
mais perd cet intérét au-deld de 6 mois (15,
23).

LE DOSAGE DE LA TRYPSINE SERIQUE

La trypsine circulante est un matériel hétéro-
géne dont la constitution est illustrée par la
figure 2. Le pancréas produit essentiellement
un précurseur, le trypsinogene, qui est excrété
vers le duodénum ot une entéro-kinase 'active
en trypsine libre. Ces deux matériels sont im-
munoréactifs, ¢’est-a-dire possédant la capacité
de se lier a Vantisérum utilisé pour le dosage.
Par contre, seule la trypsine libre est douée
d’une activité biologique. Le matériel circulant
est constitué a partir du trypsinogéne et de la
trypsine, suite 4 leur résorption au niveau du
pancréas et du duodénum.

Cependant, la trypsine circulante ne sera,
sous sa forme libre, qu’en tres faible propor-
tion. Elle va se lier principalement a une -
globuline, masquant le site immunoréactif de la
molécule.

Plus accessoirement, clle se fixera a I'oy-
antitrypsine, et perdra ainsi son activité biologt-
que. Le matériel circulant immunoréactif (T1I)
mis en évidence par le dosage radio-
immunologique est représenté surtout par le
trypsinogéne, mais également par la trypsine et
le complexe trypsine-a,-antitrypsine.

Depuis le travail princeps de Crossley et
coll., le dosage radio-immunologique de la TT a
été appliqué, par divers auteurs, a I'éluat de sang
séché (40 ul environ) obtenu dans les mémes
conditions que pour le dépistage de I'hypothy-
roidie et de la phénylcétonurie (1, 2, 4, 14, 19,
22, 26, 33, 36). Une grande prudence est
requise dans les comparaisons entre les diffé-
rents travaux car I’hétérogénéité physicochimi-
que de la trypsine, utilisée comme standard et
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FiG. 2. Illustration schématique des constituants plasmati-
ques du matériel apparenté a la trypsine et de ses origines.
On peut distinguer, parmi les constituants, ceux doués
d’une immunoréactivité, c’est-a-dire détectables par 'anti-
sérum et donc dosables, de ceux doués d’activité biclogique
enzymatique.

pour I'obtention d'antisérum, est telle qu'un
facteur 10 peut étre relevé entre les valeurs
déterminées par différentes techniques, de qua-
lité par ailleurs similaire (16, 20, 28, 30).

LE DOSAGE DE LA TRYPSINE IMMUNO-
REACTIVE (II) SUR L'ELUAT DE SANG SECHE

A Taide de réactifs mis a notre disposition
par la firme Sorin (trousse Trypsik®, CIS), nous
avons développé une technique adapiée au
dosage radio-immunologique de la TI sur
I’éluat de sang séché.

Les conditions méthodologiques choisies
peuvent avoir une grande importance sur I'ap-
plication au dépistage de la mucoviscidose.

En effet, I'objectif sera de distinguer le plus
clairement possible les patients d’avec la popu-
lation de référence. Cette distinction reposera
sur les valeurs élevées de T1, situées entre 65 et
100 ng/ml de sérum. Or, comme @'illustre la
figure 3, selon que le diametre de la pastille est
de 6 ou 8 mm, "allure de la courbe standard est
différente. De la sorte, les valeurs situées entre
65 et 100 ng/ml de TI seront «lues» dans le
dosage sur la base d'une variation de fixation
du traceur (B/Bo) de moins de 10 % (8 mm) ou
de prés de 25 % (6 mm). '

RIA ir TRYPSINE SUR SANG SECHE

7 PASTILLE

Big, xioo B, x100

00 8mm _H0
s
— /

Emim

25 3 15 W55 wWg 260

w TRYPSINE ngfmi serum

=}

FIG. 3. Les courbes standards du dosage radio-immuno-
logique de la trypsine sont réalisées a partir de pastilles de
sang séché (8 ou & mm de diamétre) et exprimées par
Pinhibition de la fixation (B) de la trypsine marquée a
Panticorps en présence de concentrations croissantes de
trypsine non marquée (IR trypsine en ng/mi sérum). Cette
fixation est calculée en pourcentage de celle observée en
['absence de trypsine froide (Bo).

A T'évidence, la précision dans cette zone de
la courbe sera plus grande sur la base de
pastilles de 6 mm qu’avec celles de 8 mm. Les
répercussions de ce phénoméne sont traduites
dans la figure 4.
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FiG. 4. Distribution des valeurs de T1 sérique mesurées chez des nouveau-nés & partir de pastilles
de sang séché avant 8 ou 6 mm de diamétre. Les valeurs supérieures de la distribution sont
représentées par la fréguence cumulée (percentiles), La zone hachurée ou ombrée permet de
mieux observer ['écart de valeurs entre les P99 ¢t 999,

Notre expérience d’une année dans l"applica-
tion du dosage de 1a TT au sang de nouveau-nés
prélevé entre les 4° et 6° jours de vie doit en
effet étre dissociée en deux parties, selon le
diametre de la tache de sang analysée.

H ressort de la figure 4 que la distribution des
valeurs de TI observée s'effectue selon un
mode logarithmo-normal dont 'allure génerale
est voising, que la pastille analysée ait 6 ou 8§
mm de diametre. Toutefois, les deux séries se
comportent trés différemment si 'on considére
les valeurs de TI les plus élevées.

Entre les percentiles 99 et 100, c’est-a-dire 1a
o seront situées les valeurs suspectes d'étre
pathologiques. il y a un accroissement des taux
de TT deux fois plus grand pour les pastilles de
6 mm qu'avec celles de 8 mm. Cette différence
est a rapprocher des variations dans la précision
de Ia courbe de référence, évoquées plus haut.

La figure 5 représente la perte de TT en
fonction de 1'dge de Iéchantillon du sang.
Aprés 7 mois de conservation a 4° on ne
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FiG. 3. Variation de la quantité de trypsine immunoréactive
en fonction du temps écoulé (de | a 7 mois) depuis le
premier dosage réalisé endéans le premier mois qui suit le
prélévement,

mesure plus que la moitié de la TI mise en
évidence dans les premieéres semaines aprés le
prélevement. Cette perte progressive, attribua-
ble & une dégradation et/ou & une diminution
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de la capacité d’élution de la TI, continuera 2
s’accentuer avec le temps. Il est donc hasardeux
d’effectuer des dosages & posteriori sur des
échantillons conservés. Toutefois, c’est ainsi
que la premiére démonstration de la valeur
diagnostique de ce dosage a été apportée (11,
12). Dans ce cas, il est indispensable de mesu-
rer les valeurs de référence sur des échantillons
provenant d’enfants sains et maintenus dans les
mémes conditions de conservation (13, 23).

INFLUENCE DES CIRCONSTANCES
NEONATALES SUR LES CONCENTRATIONS
SERIQUES DE TI

Dans le cadre du Centre universitaire de
néonatologie, nous avons pu réaliser une étude
longitudinale chez une centaine de nouveau-
nés entre le premier et le cinquiéme jour de vie.

A Tinverse de ce qui est observé pour la
TSH, il n’y a pas de différences significatives
entre les valeurs mesurées sur des prélévements
effectués au premier, au second, au troisiéme,
au quatriéme ou au cinquiéme jour de vie.

Le préléevement de sang destiné au dépistage
de la mucoviscidose peut donc étre effectué i
n’importe quel moment du séjour de 'enfant &
la maternité. Toutefois, pour des raisons prati-
ques, ce prélevement est a réaliser au méme
moment que celui destiné au dépistage de
I’hypothyroidie et de la phényicétonurie.

Une €tude menée sur une cinquantaine de
prématurés nous a permis d’établir que les
concentrations de TI sont significativemnent
plus basses chez les prématurés d’age gestation-
nel inférieur ou égatl a 31 semaines. En outre, la
comparaison entre les valeurs mesurées chez
des prématurés eutrophigues (poids moyen :
1.512 £ 291 g; 4ge gestationnel moyen : 312
+ 2,3 semaines) et chez des prématurés hypo-
trophiques (poids moyen : 1.410 + 350 g; age
gestationnel moyen : 342 + 2.5 semaines)
montre que les concentrations de TI sont plus
¢levées chez ces derniers. Il s’agit donc bien
d’un phénomene lié a la maturation et non a la
croissance pondérale (5). Chez des enfants
prématurés d’dge inférieur &4 31 semaines, 'in-
terprétation des résultats du dosage de la tryp-
sine doit donc étre trés prudente.

Dans notre expérience actuelle, nous n’avons
observé aucune relation entre les valeurs de

TT et diverses circonstances périnatales comme
le mode d’accouchement, Vindice d’Apgar ou
I'existence d’une pathologie sévére dans les
premiers jours de la vie.

RESULTATS D'UNE ANNEE DE DEPISTAGE

Au cours d'une année, nous avons mesuré la
trypsine immunoréactive circulante chez 8,840
nouveau-nés.

1} Durant les cing premiers mois, nous avons
réalis¢ le dosage de la TI en double, & partir de
taches de sang de 8 mm de diamétre, obtenues
chez 3.858 nouveau-nés. Les résultats sont
repris dans le tableau I, A.

TABLEAU L. Résultats d'une année de dosage de la trypsine
immunoréactive sur tache de sang séché

A B

Durée de I'étude 5 mois 7 mois
Nombre de nouveau-nés 3.858 4.982
@ tache de sang & mm 6 mm
Trypsine ng/ml sérum

P50 17.8 14,5

Po7 60) 37

P99 87 47

Po9.5 97 57

P99.7 = 1(H} 65
Valeur de rappel = 80 =65
Taux de rappels (%) 52 NN 14 NN

(1,35 %) (0.28 %)

Dosages controles 22/32 7/14

recus/demandés
Résultats du contrile :

normaljsé 18/22 714

faux + 1/22 —

vrai + 3722 —
Faux - ? ?

La valeur moyenne était de 17,8 ng/ml de
sérum et la valeur de rappel était fixée a4 80
ng/ml de sérum. Dans ces conditions méthodo-
logiques, comme nous I'avons expliqué plus
haut, 'imprécision relative du dosage pour les
valeurs élevées de TI fut au détriment de la
distinction entre valeurs extrémes des témoins
et valeurs pathologiques. Ceci expligue le taux
de rappel excessif de 1,3 % obtenu durant les
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cing premiers mois. Dans la moiti€ des cas, une
suite a été apportée a notre demande de
contrble.

Quatre enfants présentaient toujours une va-
leur élevée au 2° dosage. L'un d’entre eux avait
un test a la sueur normal (figure 6). Les trois
autres se sont avérés atteints de mucoviscidose.
Les concentrations sériques de trypsine chez
ceux-ci étaient de 86,1, 90,6 et supérieures a
100 au premier dosage et supérieures a 100 au
deuxiéme dosage, chez ces trois patients.

2) Au cours des 7 mois suivants, nous avons
effectué le dosage sur 1'éluat de taches de sang
séché de 6 mm de diametre.

Les résultats des dosages de cette seconde
période (4.982 nouveau-nés) sont représentes
au tableau I B).

/R TRYPSINE

ngimi serum

D Mo 73E
—y ) 17

=700

501

oL | I
DEPISTAGE CONTROLE

Jdab

FiG. 6. Evolution des concentrations de trypsine immuno-
réactive élevées au dépistage et controlées dans les semai-
nes ultérieures. Pour certains nouveau-nés, la concentra-
tion de Na obtenue au test & la sueur est indiquée,

La valeur moyenne géométrique normale
(percentile 50) se situe a 14,5 ng/ml de sérum
et le percentile 99 & 47 ng/ml sérum. La valeur
de rappel est située a 65 ng/ml, ce qui nous a
donné un taux de rappel de 0,28 % (14 sur
4.982). Un prélévement de contrdle nous est
parvenu dans la moiti¢ des cas et était norma-
lisé. Depuis les modifications méthodologiques
introduites dans notre dosage (utilisation de
pastilles de 6 mm de diameétre), le taux de
rappels est tout & fait compatible avec un
dépistage. Cependant, le probléme des faux
positifs et des faux négatifs reste ouvert,

Au dosage du 2° prélevement, nous avons
enregistré un seul cas de faux positif sur 8.840
nouveau-nés, c’est-a-dire une incidence trés
faible comparée & Uincidence des faux positifs
obtenue dans le BM-test®. Quoique nous man-
quions de recul, il semble que le dosage radio-
immunologique de la trypsine immunoréactive
soit donc intéressant sous cet aspect.

Quant aux faux négatifs, il ne sera pas pos-
sible d’en discuter avant plusieurs années
puisqu’il y a parfois un délai trés long entre la
naissance et les manifestations cliniques de la
mucoviscidose.

CONCLUSIONS

[.a mucoviscidose est une affection hérédi-
taire pour laguelle un dépistage systématique
est justiciable par plusieurs aspects, mais est
controversé sur certains points. Parmi ceux-ci,
la sensibilité et la SpeCIflClte des techniques de
dépistage étaient a reconsidérer. Dans le but
d’améliorer ces parameétres, nous avons déve-
loppé le dosage radio-immunologique de la
trypsine sur Péluat de sang séché,

Le matériel immunoréactif ainsi mesuré est
hétérogéne Ses concentrations sont plus basses
chez le prématuré d’age gestationnel inférieur &
31 semaines. Par contre, elles s'élévent, de
maniére transitoire, chez le nouveau-né atteint
de mucoviscidose, de telle sorte qu’elles peu-
vent étre distinguées de celles observées chez
les enfants sains.

Cette distinction peut étre faite dans les
conditions méthodologiques les plus adéqua-
tes, avec un taux de rappel bas, les «faux-
positifs » représentant 0,3 % de la population
dépistée.
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Ce dépistage ne trouve sa signification que
dans la mesure ol il est suivi d’'un conseil
génétique d’une part, et d’'une prise en charge
médicale intensive et spécialisée du patient
dépisté d’autre part. Cette attitude, confrontée
aux progrés thérapeutiques et diagnostiques
futurs, est la seule qui permettra de se pronon-
cer quant a I'indication de ce dépistage.
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DOCUMENTATION ET DISCUSSION

MUCOVISCIDOSE

L’intérét de généraliser actuellement le dé-
pistage néonatal de la mucoviscidose préte en-
core a discussion. Les avis sont partagés
devant ’absence de preuve d’'une amélioration
du pronostic grace a ce diagnostic, devant la
plus grande précocité actuelle du diagnostic
clinique et donc le moindre intérét d’un conseil
génétique trés précoce, devant les perturba-
tions familiales causées en cas de fausse positi-
vité d’un premier test, certains auteurs estiment
gue le dépistage néonatal est prématuré (3).
D’autres considérent qu’une démonstration ir-
réprochable de I'amélioration clinique par un
diagnostic précoce serait hautement désirable,
mais demanderait beaucoup de temps; par
contre, quelques études apportent maintenant
des arguments assez convaincants concernant le
bénéfice d’un diagnostic précoce (7); par ail-
leurs, les progrés qu’on dit réalisés dans la
précocité du diagnostic clinique sont souvent
illusoires (6) ; enfin, seul un dépistage néonatal
peut permettre de diagnostiquer tous les en-
fants atteints, y compris ceux qui mourraient
sans diagnostic, ce qui n’a rien d’exceptionnel
(6); la mucoviscidose se rapprocherait actuelle-
ment des criteéres exigés par 'OMS pour justi-
fier un dépistage néonatal (1), pour lequel des
études et actions pilotes intensives demandent
a étre entreprises et soutenues {6).

L’extension qu’a pris d’emblée le BM-test®
dans les maternités de notre région indique gue
nos pédiatres ont largement opté pour le dépis-
tage néonatal. Le BM-test® est maintenant
remplace en grande partie par le dosage de la
trypsine sanguine immunoréactive.

Les premiéres €tudes prospectives ont en
effet montré U'intérét du dosage de la trypsine
sanguine pour le dépistage néonatal, et égale-
ment dans la surveillance des mucoviscido-
siques traités (5). Aux techniques radio-
immunologiques viennent actuellement s’ajou-
ter des techniques immuno-enzymatiques {2).

Tous les cas diagnostiqués a la naissance ont
présenté des symptdmes nets 2 un ige moyen
de 17 mois (7).
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