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(R résumé

Résumé.

Les maladies cardiovasculaires constituent un problmajeur de santé publique en raison de
leur prévalence croissante et leur retentissemarniassanté. Pour prévenir le développement
de ces complications nous nous somme intéressétidd de quelques facteurs modifiables

et non modifiables impliqués dans le développerdertes complications.

Notre étude est étalée sur trois axes complémentdin6 patients dont (73 témoins sains et
73 malades) ont fait I'objet d’'une collecte de déesm pour évoluer les parametres
biochimiques. Par la suite, une enquéte épidémupliegest réalisée sur 25 sujets souffrants
de MCV et 25 patients témoins dans le but de d#ter les facteurs de risque. L'évaluation
du statut Redox consiste dans la réception de Banétlons de plasma (dont 10 témoins

sains et 10 malades) pour le dosage de GSH et MDA.

Sur le plan biochimique, nos résultats révélent peréurbation du métabolisme caractérisée
par une hyperglycémie, une hyperlipémie et une amgation du bilan rénal sanguin. Notre
guestionnaire dévoile que le diabete, 'HTA, ledalet I'obésité sont fréquents au cours des
maladies cardiovasculaires. Une augmentation eé wminution statistiguement

significatives de 'MDA du GSH est enregistrer resfivement.

En conclusion, nos résultats permettent de concueeles maladies cardiovasculaires sont
associées a des perturbations des parametresrhiqabs et biomarqueurs de stress oxydant.
Ainsi, un dépistage précoce, une surveillance réguldu métabolisme, une perte de poids

sont des recommandations important pour préveuirrtsque cardiovasculaire.

Mots clés : Maladies cardiovasculaires, facteurs dasque, prévalence, stress oxydant,

parametres biochimiques.
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(R résumé

Abstract

The cardiovascular diseases constitute a majorlgolof public health because of their
increasing prevalence and their repercussion olthh€a prevent the development of these
complications us summons itself interested in thdysof some modifiable and no modifiable

factors implied in the development of these congpions.

Our study is spread out over three complementags.446 patients of which (73 healthy
witnesses and 73 patients) were the subject of ta daquisition to evolve/move the
biochemical parameters. There after, an epidemiolotyestigation is carried out into 25
suffering subjects of MCV and 25 pilot patientstwdan aim of determining the factors of
risk.The evaluation of the Redox statute consistthe reception of 20 samples of plasma

(including 10 healthy witnesses and 10 patientsjHe proportioning of GSH and MDA.

On the biochemical level, our results reveal audisince of the metabolism characterised by
hyperglycemy, a hyperlipemy and an increase in bheod renal assessmenOur

questionnaire reveals that the diabetes, the Hid tdbacco and obesity are frequent during
cardiovascular diseases.A statistically significactease and a reduction in the MDA of the

GSH are to record respectively.

In conclusion, our results make it possible to dwae that the cardiovascular diseases are
associated disturbances of the biochemical parasnatel bio-marqueurs of oxiding stress.
Thus, an early tracking, a regular monitoring oé tmetabolism, a loss of weight are
recommendations significant to prevent any cardioumbar risk.

Key words: Cardiovascular diseases, factors of ris prevalence, stresses oxiding,

parameters biochemicals.
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Introduction générale

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont respdesate la majorité des décés dans
le monde. Leur incidence augmente dans tous les, dagn que leur prise en charge
s’améliore constamme(®MS, 2007)

Cette augmentation s’explique par I'émergence aepodements a risques liés aux
habitudes de vie comme : le tabagisme, la sédentdinbésiteé, les modes d'alimentation,
I'HTA, les dyslipidémies et le diabe(Boutahiri, 2011).

Tous ces facteurs concourent a l'installation d&itugation critique qui rend nécessaire
la recherche des sujets a risques pour établir pudeention précoce et adéquate. Cette

derniere constitue aujourd’hui un enjeu majeurateé publiquéBoutahiri, 2011).

Les marqueurs biologiques occupent une place phétie, non seulement, dans
I'élaboration du diagnostique mais également dassiivi de I'état du patient et la prévention
des complications pouvant étre engendrées.

Quant aux marqueurs du statut Redox, ils constitders indicateurs de choix pour
évaluer I'état de stress et de défenses antioxgslaiet 'organisme. A noter, qu’en pathologie
cardiovasculaire, il peut apparaitre un déségeiliprovoqué essentiellement par une
production exagérée d’ERO a laquelle peut s’assatiedéficit des défenses antioxydantes
(Favier, 2006) C’est en particulier ce qui se passe dans leldgpement de I'athérosclérose,
ou l'attaque oxydante des LDL les fait capturer |ear cellules « éboueurs » (scavenger)
venant accumuler des lipides dans le sous-endothédit créer un cceur lipidique dans la
plague athérosclérose constituBavier, 2009.

A cet égard, ce manuscrit est essentiellement ifgcalur la compréhension de la
maladie, dans un premier temps par une recherdbhiedraphique permettant de réunir
guelgques connaissances fondamentales concerngpédiaphysiopathologique. Par la suite,
nous nous somme intéressés a I'évaluation de geelgarameétres biochimiques, ainsi que
des bio marqueurs de stress oxydant, pouvant gadés facteurs prédictifs de I'évolution
des maladies cardiovasculair®ans le but d’améliorer le pronostic par le dégistprécoce,
une population de patiente souffrante maladie osediculaire est mise en comparaison avec

une population témoin saine.
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Chapitre 7 Anatomie ot Rhysiologie du ceeur et des vaisseauz

Chapitre 1 : Anatomie et physiologie du cceur et desisseaux
1.1. Anatomie du cceur

1.1.1. Description extérieure et configuration intene

Le cceur est un organe musculaire situé dans latécgéricardique de forme
pyramidale, creux qui chasse le sang vers leseartfigure 1). Ses différentes parties
subissent au cours de chaque cycle cardiaque desiaas spectaculaire de forme et de taille
(Marieb et Hoehn, 1999.

Il comporte quatre cavités séparées par un septuniotson en : cceur droit, pour la
circulation pulmonaire ou petite circulation, eturogauche, pour la circulation générale ou
grande circulation figure 2). Chaque coté du coceur, comprend une oreilletteataum

recevant des veines et un ventricule émettant taeaMarieb et Hoehn, 1999.

1.1.2. Appareils valvulaires

Les orifices auriculo-ventriculaire sont constitwksn appareil valvulaire formés par
une armature de tissu conjonctif serré. Les vadraldigent le sang de circuler dans une seule
direction en apposant son refldigre 3).
- Les deux valves atrio-ventriculaires séparenttedllettes des ventricules. A droite, la valve
tricuspide comporte 03 cuspides dont chacune #sthee par de fins cordages tendineux a
un muscle papillaire du ventricule droit. A gaucke,valve mitrale ne comprend que 02
cuspide reliée de méme maniere aux deux muscledlapas du ventricule gauche
(Latrémouille, 2005).
-Les valves pulmonaires et aortiques entourenigife du tronc pulmonaire et de l'aorte.
Chacune d'elle est formée de 3 feuillets creux eres vers le coeur, ce sont les valvules

semi-lunairegLatrémouille, 2005).

1.1.3. Structure de la paroi cardiaque
Trois couches d’épaisseur variable constituentrlactire interne du coeur de l'intérieur vers

I'extérieur on trouve I'endocarde, le myocarde et le péricarfigure 4). Ce dernier est un
sac a double paroi enveloppant le cceur. Il est osége plusieurs feuillets : le péricarde
fibreux et le péricarde séreux, lui méme composéeaiex feuillets: le feuillet viscéral et le
feuillet pariétal. Ces deux feuillets délimitenteutavité virtuelle, la cavité péricardig(léam
etal., 1979)
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Figure 2 : Cceur en coupe longitudinale
—anatomie interne- (Netter, 2010)
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Figure 1 : Cceur et vaisseaux coronaires
-anatomie externe{Netter, 2010

Figure 3 : Appareil valvulaire
A. en systole, B : en diastole (Netter, 2010)
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1.1.4. Le tissu nodal et de conduction

Alors que la contraction des muscles squelettiqdépend normalement de
stimulations nerveuses, l'activité des musclesiagueé se déroule de maniere autonome. Les
dépolarisations apparaissent dans des structuéesabpées, les nceuds de tissu nodal, formeés
de cardiomyocytes et présentant des caractéristidorectionnelles variables selon leur
localisation dans le ceeuigure 5) (Sherwood, 2005).

Le tissu nodal est constitué de nceud sino-aurieutdi de Keith et Flack localisé dans
la paroi de l'oreillette droite, celui-ci est relpar 3 faisceaux de fibres cheminant dans la
paroi de l'oreillette droite au nceud auriculo-ventiaire dit d’Aschoff-Tawara a la jonction
oreillette et ventricule droits. De ce nceud naitdec du faisceau de His qui se subdivise en
02 branches droite et gauche destinées respectiveshepar 'intermédiaire du réseau de

Purkinje a la contraction myocardique du ventrialrieit et gauchéSherwood, 2005).

1.1.5. Vascularisation myocardique : réseau coronia

La circulation coronaire correspond aux circulagiorartérielles et veineuse
systémiques propre au cag@abrol et al., 2002).
1.1.5.1. Réseau coronaire artériel La circulation artérielle est assurée par les ester
coronaires au nombre de deux : I'artére coronareche et droite. lls naissent de la racine de
I'aorte et courent dans le sillon coronaire endedreillettes et les ventriculdgy(re 1).
1.1.5.2. Réseau coronaire veineuxsonta leurs naissance paralleles aux artéres, ils sont

constitués de : grande, petite et moyenne veirddagre figure 1).

1.2. Physiologie cardiovasculaire

1.2.1. Circulation systémique et pulmonaire

La circulation systémique alimente en paralleledé&rents organes par les branches
de division de l'aorte. Le sang issu de ces orggmeasvre en oxygene et riche en déchets est
collecté par les veines caves inférieur et supépeur étre ramené a l'atrium droit.

Les poumons recoivent par I'artere pulmonaire, @wgsveineux mais ils regoivent en
outre du sang artériel par les artéres bronchiquese drainent dans I'atrium gauche, mélant
ainsi un peu de sang veineux au sang artériel r@ndetiatrium gauche par les veines

pulmonairesfigure 6) (Martin et al., 2006).
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1.2.2. Le cycle cardiaque

La phase du cycle pendant laquelle le myocardeos&acte est appelée systole, elle
dure environ 0,25 s. La phase de relaxation s'dpal diastole, sa durée dépend de la
fréquence cardiaque et est d’environ 0.55 s poarftédguence de 70 battements par minute
(Letulle, 2010).Lors de chaque contraction cardiaque, le sangjesiédes ventricules dans
la circulation pulmonaire et générale. Pour celespace intérieur des cavités cardiaques
réduit de maniére brutale si bien que le sangxgatlse.

Finalement, la musculature se relache, les casgitargissent et se remplissent de
nouveau de sang, cette dynamique est appelée @mmquefigure 7) Il est décomposé en
04 phases, la contraction iso-volumique (systoletn@ulaire), I'éjection systolique, la
relaxation iso-volumique (diastole ventriculaire) le remplissage ventriculaire (systole

auriculaire)(Letulle, 2010).

1.2.3. Relation entre débit cardiaque et la pressicartérielle

La finalité du systeme cardiovasculaire est dorasslirer un débit cardiaqu@d),
délivré a une pression artériell®A) suffisante pour assurer la perfusion des diffésren
organes. Les différentes composantes participata gégulation de ce debit et de cette
pression sont :

-la force de contraction myocardique, otnetropisme», influencant directement le volume
d’éjection systolique\(ES) ;

-la fréquence cardiaquéc) ou «chronotropisme» ;

-le volume sanguin revenant au coeur droit oprécharge», modulant également
I'inotropisme ;

-la résistance artérielle systémiqueRAS) qui refletent de maniére simplifiée la
« postcharge ».

Inotropisme, chronotropisme, précharge et postehsogt les 4 éléments sur lesquels
vont agir les grands systemes de régulation neanmdnaux pour adapter le débit cardiaque
aux différentes situations physiologiques et pathiojues. C’est également sur ces éléments
qgue vont agir les principaux médicaments utilis@scardiologie. C’est pourquoi, afin de
comprendre ultérieurement la physiologie, la phyatbologie et la thérapeutique, il faut
comprendre et connaitre la formule reliant ces édifites composantes
PA = Qc.RAS ou encorePA = VES.FC.RAS (Letulle, 2010).
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Chapitre 2 : Les facteurs de risque cardiovasculae
2.1. Les facteurs de risque non modifiables
2.1.1. L'Age et le sexe

La probabilité d’avoir un accident cardiovasculaitecardiaque augmente nettement
aprés 50 ans chez 'homme et apres 60 ans chemtad(Djimadoum, 1993 ; Giral, 1998)
Les femmes, jusqu’a la ménopause, sont plus preségée les hommes face aux maladies
cardiovasculaires. En effet, les hormones (cestesy&th progestérone) les protegent, mais
aprés 60 ans, une femme a la méme probabilité guumme de développer une maladie
cardiovasculair¢Jacotot, 1993 ; BA, 2002)

2.1.2. L'Hérédité

Le risque de développer une maladie cardiovaseutaigmente si dans la famille, un
parent proche a présenté a un age précoce :
-un infarctus du myocarde ou la mort subite du perd’un frére avant 55 ans ; ou de la mére
ou d’'une sceur avant 65 ans ;
-un accident vasculaire cérébral (AVC) d’un pargmaiche avant 45 ar{dacotot, 1993 ; BA,
2002)

2.2. Les facteurs de risque modifiables
2.2.1. Tabagisme

Si le tabac est bien connu comme facteur favoriksntancers et les maladies respiratoires,
en revanche, le risque majeur cardiovasculaire@stent ignoré ou sous-estimé.

A court terme, le tabac favorise le rétrécissendad artéres, la formation de caillots et

I'apparition de troubles du rythme cardiaque. Cescamismes expliquent la brutalité des

accidents cardiovasculaires. A plus long termetaleac abime progressivement les artéres
(Diop et al., 2003.

2.2.2. Diabéte

On parle de diabéte lorsque la glycémie est, annsnsur 2 mesures, supérieure a 1,269/l
ajeun. Lorsque le diabéte est mal contrélé, I'exd@glucose dans le sang endommage les
parois des artérefGrimaldi, 1999).
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2.2.3. Hypertension artérielle

On parle d’hypertension artérielle quand, a plusieeprises, la pression systolique
est supérieure a 140 mmHg (14 cmHg) et/ou la pesdiastolique est supérieure a 90
mmHg (9 cmHg)Safar et Blacher, 2000)

Le danger est que le cceur travaille plus et stalftse, 'augmentation de la pression
finit également par abimer les parois des artéespatients avec une pression artérielle (PA)
supérieure ou égale a 160/95 mmHg ont un risqueodenaropathie ou d’artérite multiplié
par 2,5Giral et al., 1998).

2.2.4. Insuffisance rénale

L’insuffisance rénale est trés fréquemment obseohéz le patient qui présente une
maladie cardiovasculaire. A 'inverse, le patiemduffisant rénal a comme principale cause de
déces une maladie coronarienne. La reconnaissaaecé€induffisance rénale est donc
essentielle chez ces patients et des mesures denpod devront étre mises en place pour

prévenir I'’évolution ou I'apparition des maladiegdiovasculaire§Charriere et al., 2009).

2.2.5. Dyslipidémie

Parmi les anomalies des lipides circulants, leqiped facteur de risque des maladies
cardiovasculaires est I'élévation du LDL-cholestér01,60 g/L (4,1 mmol/L). Le LDL-
cholestérol a un r6le direct sur I'accroissemerst glaques d’athérome et sur leur rupture par
instabilité. L’hypercholestérolémie a un risqueatiélde 3 pour les maladies coronaires, plus
important que pour [lartériopathie et les AVC. Ifieacité du traitement des
hypercholestérolémies a été le principal facteubdsse de la mortalité cardiovasculaire
(moins de 30 % en 20 an§outar et Naoumova, 2007)

2.2.6. Obésité

La répartition des graisses corporelles est égaleme élément important dans le
développement des MCV si bien que la surcharge gratel n'est pas un facteur de risque
indépendant car il est médié par 'HTA et I'hypestdstérolémie. Le risque de cardiopathie
ischémique est multiplié par 2 si le poids du sugst >100 % du poids idéal.

L’amaigrissement permet une réduction du risquésda 55 % Bosquet et Sert, 1996
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2.3. Marqueurs de risques

2.3.1. Les facteurs psychosociaux et environnemensa

Au-dela des facteurs de risque cardiovasculairessijaes, les contraintes de
I'environnement professionnel ont une part de mesuxnieux connue dans le développement
et l'évolutivité des maladies cardiovasculairesisieurs éléments contribuent a faire de
I'environnement professionnel un élément importat risque cardiovasculaire : les
contraintes psychologiques, la sédentarité, legiabee passif et sans doute le travail posté
(Gaudemariset al., 2002).

2.3.2. Sédentarité

Toute personne qui pratigue moins de 30 minutegeddéce physique par jour est
considéréee comme sédentaire. L'effet préventif agdmarcice physique régulier vis a vis de la
survenue des accidents coronaires a été bien @@bplusieurs enquétes épidémiologiques.

Pour étre efficace, I'activité physique doit selpnger tout au long de la v{dacotot, 1993).

2.3.3. Comportement et stress

Le stress est un parametre difficile a évaluersaite qu’il est peu mis en évidence
dans les études épidémiologiques. Il peut étre nukpd responsable de modifications
biocliniques qui favorisent les maladies ischémgjuélevation des lipides sanguins et de la
tension artérielle(Jacotot, 1993) Certaines variables psycho-comportementales @t €

étudiées pour leur role éventuel dans les maladiesoscléroseBA, 2002)

2.4. Stress oxydant et maladies cardiovasculaire

A l'état physiologique, il existe un équilibre emtta production de radicaux libres
dérivés de I'oxygene et les systémes antioxyddmtspathologie cardiovasculaire, il peut
apparaitre un déséquilibre provoqué essentiellepantune production exagérée d'ERO a
laquelle peut s’associer un déficit des défensasamlantes(Favier, 2006) C’est en
particulier ce qui se passe dans le développeneiathérosclérose, ou I'attague oxydante
des LDL les fait capturer par les cellules « ébosieu (scavenger) venant accumuler des
lipides dans le sous-endothélium et créer un capidique dans la plaque athérosclérose
constituégFavier, 2006)

Le stress oxydant intervient dans toutes les phades développement de

I'athérosclérose et de multiples maniéres ; citesseffets mitogéniques des LDL oxydées,
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les propriétés chimiotactiques et génotoxiquesmeduits de la peroxydation lipidique, la

formation d’advanced glycation end-products «AGEsba production de monoxyde d’azote.
Par ailleurs, le stress oxydant est une conséquenagure de Iischémie

myocardique, en particulier par activation de latkane-oxydase endothéliale ; les ERO

formés sont direcotement incriminés dans les arighmost-infarctugBaudin, 2006)

/0
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Chapitre 3: Quelgues maladies cardiovasculaires eendaires a des

facteurs de risques

3.1. Syndrome coronarien aigue (SCA)

Le syndrome coronarien aigue est une pathologigmouemyocardique qui peut
survenir quand une branche artérielle coronariems obstruée partiellement ou
completement. L'étendue de la Iésion myocardiqperm du calibre du vaisseau concerné et
du siege de linfarctus, la lésion est définitiee e muscle cardiaque ne peut pas régénérer
(Galvani, 1997)

D’un point de vue clinique, la rupture de plagué¢r@ne une ischémie myocardique
caractérisee par [l'apparition d'une douleur tharaei et de modifications de

I'électrocardiogramme (ECGRoss et wilson, 2011).

3.1.1. Physiopathologie

La description de [I'athérosclérose fait intervemlusieurs stades évolutifs et
successifs. Les acteurs jouant un rble prépondéams la genese de la plague sont: les
lipoprotéines, les macrophages, les cellules egiaths et musculaire liss€Buriez, 2004)
Plusieurs mécanismes s’associent pour aboutifarzation de la plaquéigure9) :

3.1.1.1. Genese de la plaque

a. Pénétration et accumulation des lipoprotéines de l'intima artériel : La paroi d’'une
artere normale est constituée de 3 tuniques irtietla média et 'adventicgCamillierie et

al., 1998) La premiere étape consiste a 'accumulation gesptotéines de basse densité
(LDL ; LDL-cholestérol) dans lintima. Cette phadénfiltration lipidique est suivie d’une
modification oxydatives des LDL dans I'espace irgipfaisant intervenir les radicaux libres
(Baudin, 2009.

b. Recrutement des monocytes Un certain nombre de monocytes circulants peuvent
adhérer a la surface de I'endothélium altéré erisamt des molécules d’adhésion
comme (VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule IQAM-1 : intercellular adhesion
molecule) qui ont la capacité de se lier a destigade la famille des intégrines présents sur
la membrane des leucocyt@esarini et Tedgui, 1997 ; Morisakiet al., 1997) Aprés leurs
adhésions, les monocytes pénetrent dans I'esparseesmiothélial ou ils se transforment en

macrophages. Ces derniers suscitent la productercytiokines pro-inflammatoires, de
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métalloprotéinases, etc, qui vont accélérer la &ion de la plaque et sa fragilisation
(Tedgui et Mallat, 2001)

Dans un premier temps, un certain nombre de mhaggs se transforment en cellules
spumeuses suite a la captation des LDL-oxydées Ipatermédiaire de récepteurs

«scavengersfsSuzukiet al., 1997.

-c. Formation du centre athéromateux et de la chapfibreuse: A ce stade, les lipides se

regroupent pour former un amas appelé cceur lipgdimu centre athéromateux. La plaque
athéroscléreuse adulte se caractérise par la famdiune chape fibro-musculaire isolant le
centre lipidique de la lumiére artérie(fegure 10).

La chape fibreuse est composée de cellules musesilisses et de protéines (collagene,
élastine, protéoglycanes) en provenance de la meédiala matrice extracellulaire

respectivementBonnet, 2005)

3.1.1.2. Evolution de la plaque

L’évolution de la plaque d’athérosclérose se dé&raur de nombreuses années ; au
terme de cette évolution, la plague atteint unestaa son expression clinique sous la forme
de manifestations ischémiques est plus fréquehigeest souvent responsable d’'une sténose
réduisant la lumiére artérielle de plus de 50% iamdtre par rapport a un segment artériel
sain.

La rupture de la plague d’athérosclérose entraan@imation d’un thrombus intra
coronaire plus au moins volumineux responsable elisoshémie, d’une nécrose voire d'un

dysfonctionnement myocardigi@ollinson.2007)

3.1.2. Classification du syndrome coronarien aigu
3.1.2.1. Infarctus du myocarde :est défini comme la mort de cellules myocardiques,
secondaire a une ischémie prolon@jBeygesenet al., 2007).

3.1.2.2. Angine de poitrine «Angor» I'angine de poitrine est I'expression douloureuse
d’'une anoxie paroxystique due au déséquilibre datperfusion et les besoins en oxygéne du
myocarde. Lorsqu’ elle s’aggrave, I'angine de pogrexpose le sujet a la crise cardiaque ou a
un infarctus du myocard&cannapieccet al., 2003)

/2
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3.2. L’hypertension artérielle

L'HTA est présente lorsque la pression artéri¢PA) demeure en permanence au-dessus
des valeurs normales soit une PA systolique supéried 140 mmHg et/ou une PA diastolique
supérieure a 90 mmHg (Safar et Blacher, 2000).,qcé occasionne des dommages aux
vaisseaux sanguins et peut par le fait mémavoquer d'autres problemes de santé
(Izzo et al., 2008).

3.2.1. Morbidité cardio-vasculaire de 'HTA

3.2.1.1. Maladies cardiaques HTA est le facteur de risque cardiovasculaire lesgouvent
retrouvé chez les patients agés hospitalisés pQ4. &a prévalence de 'HTA augmente
quasi-linéairement avec I'age, cette forte préwaders’explique par une modification
structurelles touchants les grosses artéres quemigant rigide(Lakatta et al., 2003) La
dysfonction endothéliale et 'augmentation de las#glité au sodium favorise les lésions
intimales (hypertrophie cellulaire et de la matreodracellulaire). Des facteurs hormonaux
(altération du systeme rénine-angiotensine-aldos&r interviennent dans ce processus
(Lakatta et al., 2003)

3.2.1.2. Maladies des gros vaisseauxL'HTA augmente le risque de développer un
anévrysme de l'aorte abdomin@Rodin et al., 2003) 03 % des hypertendus de 60 a 65 ans
ont souffrent, cette prévalence monte a plus de &f%as de PAS supérieure a 175 mmHg
(Golledge et Eagle, 2008).

L'HTA majore le risque de développer uneéropathie oblitérante des membres
inférieu=rs (AOMI) : 74% des patients de plus de &t porteurs d'une AOMI sont
hypertendugLaweset al., 2006).

3.2.1.3. Maladies cérébro-vasculairesLes hypertendus ont un risque de faire un AVC 3 a 4
fois supérieure aux sujets normotendi@orelick, 2002 ; Donnan et al., 2008). Une
diminution soutenue de la PA est la mesure prévemdi plus efficace contre la survenue des
AVC (Klag et al., 1996).

3.3. L’artériopathie oblitérante des membres inféreurs (AOMI)
L'AOMI est définie comme I'obstruction partielle tatale d'une ou plusieurs artéres
destinées aux membres inférieurs. Cette sténosegsinsable d'une inadéquation entre la

consommation et les apporte g'@u niveau des muscles ou autres organes vaséslakia
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sténose va se serrer progressivement, mais unincertanbre de phénomene peuvent
provoguer une aggravation brutale des lésions. @uancalibre est réduit suffisamment
(environ 50%) il existe une réduction du flux saimg qui ne peut plus assurer la

vascularisation des membres, tout d'abord a Itefbois au repogDavid et al., 2010)

A



Lo Lo Ll Lo L L Wi i Lo Lo Lo L L e o Lo Ll Lo L G o Ll Lo i i

7
CHAPITRE 4 :
« MATERIELS ET
METHODES »
#
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Chapitre 04 : Matériels et Méthodes

Les marqueurs biochimiques tiennent une place godigre dans le diagnostic de
diverses pathologies notamment les multifactoselleobjectif de notre travail est de réaliser
une étude sur quelques parametres biologiques dgasi comme des facteurs de risques
impliqués dans les complications cardiovasculaires.

Les effets de ces facteurs peuvent se traduirelesgzersonnes par une hypertension,
une hyperglycémie, une hyperlipidémie, le surpoédsl’obésite. Ces facteurs de risque
peuvent étre évalués dans les établissements ¢ esfaits sont le signe d’'un risque accru

d’infarctus, d’accident vasculaire cérébral, deadi@ince cardiaque et d’autres complications.

4.1. Matériels biologiques et expérimental

4.1.1. Population étudiee
Notre étude s’étale sur trois parties:

+ la premiére est portée sur 146 patients (les dexessinclus), dont 73 sains et 73 sont
atteints de différentes pathologies cardiovasesairCette étape est réalisée dans le
laboratoire de biochimie du centre hospitalier dei@iera Boulaares (Bakaria —Tebessa) et
Mohammed Chbouki (Chéria —Tebessa).

Apres un stage de formation qui a durée prés dr omis, un recueillement de résultat des
différents parametres biochimique a partir du rtegiide I'hopital est effectué de la période de
05 mars jusqu’ au 30 avril.

% la deuxieme partie consiste en un simple intermgatéalisé auprés de 25 patients
malades et 25 patients sains afin de définagd, le poids, la taille, les problemes de santé,
la prise de médicament, la consommation de taba&lcebl ainsi que la fréquence des
activités sportive.

% la troisieme partie est réalisée au niveau du Eboe de Biochimie de I'Université
Larbi Tebessi. Cette étape a nécessité la recegti@® échantillons de plasma dans le but de
réaliser le dosage de glutathion réduit GSH et #ondialdéhyde MDA. Ces échantillons
comportent 10 patients sains en bonne santé coésid®mme témoingl) et 10 autres
atteints de différentes complications cardiovasoesdM). Les prélévements ont été réalisés

avec le plein consentement des patients.
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4.1.2. Préparation des échantillons

Les échantillons sanguins sont prélevés classiguesug des patients a jeun entre 8h
et 10h du matin. Une ponction veineuse au pli dudeqgermet de récolter 5ml de sang sur un
tube contenant 'TEDTA comme anticoagulant préalaielet étiquetés et numérotés pour
chaque patient.

Les tubes sont ultérieurement centrifugés a 3006stminute pendant 10 minutes, a
'aide d’'une micropipette variable (100-1000 ui§ l@asmas récupérés serviront d'une part a
la détermination des parametres biochimiques (lecéghie, l'urée, la créatinine, l'acide
urique, triglycéride, cholestérol total et chodesl HDL), le reste est immédiatement
transférés et conservés a - 80° C pour le dosa@Steet MDA.

-Recommandations

Il est préférable d'utiliser du matériel plastigée usage unique pour toutes les
manipulations. Il est conseillé aussi, d'évitertlaitement des échantillons hémolysés,
contaminés ou ayant subi plus d'une décongélaties.réactifs doivent généralement étre
ramenés a la température ambiante avant leuratidlis En raison de la nature des produits, il

est conseillé de les traiter avec beaucoup devsoiu’ils peuvent facilement se contaminer.

Figure 11 : prélevement sanguin et préparatiodes echantillons
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146 patients

Glycemie, uree, creatime, acide unique, cholesteral, nghycende, HDL-
cholestéral et LDL-cholestérol

25 témoins

10 F+15H

GSH+NDA

Figure 12:Les différentes étapes du protocole expérimental
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4.2. Méthodes de dosage des paramétres biologiques

Une partie du plasma récupéré est déposé dang
analyseur automatique de marque Mindray
écran s’affiche, ensuite les résultats s

imprimés sur papier.

Figure 13 : analyseur Mindray

4.2.1. Mesure de la glycémie

La glycémie varie en fonction de l'activité de Hinidu, de I'apport alimentaire, lors
du jeun, et pendant la grossesse. Les valeurdé@emée sont de 0,7-1,05 g/L soit 3,89 - 5,84
mmol/L. Pour contrbler I'équilibre glycémique chews patients nous avons choisi la
glycémie a jeun comme critére de référence audelihémoglobine glyqué non réalisable a

I'hopital.
Principe de méthode (Trinder, 1969)

En présence de glucose oxydase (GOD), le glucoselation aqueuse est oxydé par
le dioxygene dissout, en acide gluconique avec dtion de peroxyde d’hydrogéne selon

I'équation suivante :

Glucose +O2+H20 Clucose oxydase o Acide gluconique + H202

H202 + Phénol + 4-Amino-Antipyrine %% Quinonéimine rose + 4 H20

L'intensité de la coloration rose développée esbpprtionnelle a la concentration
en glucose. Elle est mesurée par photométrie anB03.a coloration reste stable pendant 30
minutes a 20°C-25°C ou 10 minutes a 37°C.
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4.2.2. Mesure du bilan rénal

4.2.2.1. Mesure de l'urée

Le sang est prélevé de préférence sur I'hépariheest déconseillé d'utiliser
I'héparinate d’ammonium ou le fluorure de sodium cas derniers inhibent I'uréase utilisé
dans cette technique. Généralement, 'urée en éltbarest stable 7 jours & 2-8°C et un an
entre -15 et -25°C.

Principe de la méthode

Méthode enzymatique colorimétrique de Berthelot ifiesel (Talke et al., 1965): Les
ions ammonium produits par I'action de l'uréasegigsent en milieu alcalin en présence de
salicylate et d’hypochlorite de sodium en formantcomposé de couleur verte (Dicarboxy -

lindophenol) dont l'intensité mesurée a 590nm egpg@rtionnelle a la concentration en urée.

Uréase

Urée + Hz0 INH3 = €02,

P
-

Ammoniaque +salicylatetHypochlorite pH alcalin , Dicarboxy —lindophenol

4.2.2.2. Mesure de la créatinine
Une prise de sang veineux doit étre faite a jeuthegbréférence le patient doit éviter
tout effort important avant le recueil. Le sang @sélevé de préférence sur un des

anticoagulants suivants : I'héparine, 'EDTA, I'date et le fluoride.

Principe de la méthode
Méthode colorimétrique de JaffMrray et al., 1984) Dans une solution alcaline, la
créatinine présente dans I'échantillon, réagit degaicrate en milieu alcalin pour donner un

complexe coloré; jaune- rouge.

pH alcalin

Créatinine + acide picrigue o Complexe jaune- rouge.

La vitesse de formation de la coloration est proponelle & la concentration en créatinine

dans I’échantillon. Elle est mesurée a 512 nm.
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4.2.2.3. Mesure de 'acide urique
Principe de la méthode
Méthode enzymatique Uricag8chultz et al., 1984) : La détermination de l'acide

urigue par la méthode enzymatique se fait selorélestions suivantes :

Acide Urigue + 2H,0 + 02 Uneass » Allantoine + CO; + 2H,0,

. o . . Peroncydase . -
2H,0; + Amino-4-antipyrine + Dichloro2-4Phenolsulfonate ——""""" Quinone rose + 4H,0

L’intensité de la coloration rouge développée espprtionnelle a la concentration en acide

urigue, elle est mesurée par photométrie a 510 nm.

4.2.3. Mesure du bilan lipidique

4.2.3.1. Mesure des triglycérides TG
Principe de la méthode (Young et Pestaner, 1975; §sati et Prencipe, 1977)

L’hydrolyse des triglycérides par la lipoprotéifipase libére le glycérol plus des
acides gras .Le glycérol est converti en présededa glycérol kinase et ATP en glycérol-3-
phosphate (G3P) et adénosine-5-diphosphate (ADMycéf®I-3-phosphate (G3P) est
converti en dihydroxy acétone phosphate (DAP) ebtpele d’hydrogéne par la glycérol
phosphate déhydrogénase (GPO). Le peroxyde d’hgdegH 202 réagit avec le 4-
aminophénazone (4-AD) et p-chlorophénol en présdeqgeeroxydase (POD), pour donner un

complexe coloré: Les triglycérides sont détermsien les réactions suivantes :

. . LPL A .
Triglycérides +H, 0 ————  Glycérol+acides gras

Glycérol kinase

Glycérol + ATP » GIP+ ADP

-
G3P +0, _GPO . paP+H.0,

: . POD :
H,O, +4 - Aminophénazone —————— Quinone + H,0.

Incuber pendant 5 min a 37°C ou 10 min a une teatpér ambiante lire les densités optiques
a 505nm.
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4.2.3.2. Mesure du cholestérol total

Principe de la méthode (Meiattinet al., 1978 ; Naitoet al., 1984)
Le cholestérol présent dans I'échantillon donne &eun composé coloré, selon la

réaction suivante :

Ester de cholestérol + HO, ir Cholestérol + acide gras
Cholestérol +0, &} 4-Cholestérol + H,O,
POD

2H,0, + Phénol + 4 - aminophenazone ———— Quinonimine + 4H,0,

L'intensité de la couleur formée est proportiorm@llla concentration de cholestérol présent

dans I'échantillon teste. Lire la densité optiqi®a nm.

4.2.3.3. Mesure du cholestérol HDL
Principe de la méthode

Les chylomicrons et les lipoprotéines de tres &ad#nsité (VLDL) et de faible densité
(LDL) contenus dans I'échantillon sont précipités pddition d’acide phosphotungstique en
présence d’ions magnésium. Le surnagent obtenus apsntrifugation contient les
lipoprotéines de haute densité (HDL) dont le chéled est dosé par le réactif cholestérol

enzymatiqueBurstein, 1970)

4.2.3.4. Mesure du cholestérol LDL
Le calcule de LDL-Cholestérol est effectué selofofanule de(friedewald et al., 1972)

4.2.4. Mesure des parameétres du stress oxydant
4.2.4.1. Mesure du glutathion GSH

Principe

Le dosage du glutathion a été réalisé selon laadétldeWekbeker et Cory (1988).
Le principe de ce dosage repose sur la mesuralggotbance optique de l'acide 2-nitro-5-
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduct®riatide 5,5'-dithio-bis-2- nitroberizme
(réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) glutathion. Pour cela une
déprotéinisation par l'acide sulfosalycilique 0.25%in de garder uniquement les

groupements thiol spécifiques du glutathion.
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GSH

S

Glutathione reductase

N DTNB

TNB

HOOC S
:O/ HOOCUS-.S/(ICGGH
OaN O:N

5-Mercapto-2-nitrobenzoic acid
(2 max: 412 nm)

Figure 14 . Mécanisme de quantification du glutathion réduit

Mode opératoire

% Prélever 0,8 ml de plasma.

% Déprotéiniser en ajoutant 0,2 ml d'une solutiocid@sulfosalicylique 0,25 %.

+ Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes darbain de glace.

+» Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

% Prélever 0,5 ml du surnagent.

% Ajouter 1 ml du tampon Tris + EDTA (0.02 M d’'EDTA)H 9,6.

« Mélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0,01 M (dissdans le méthanol absolu).

+ Laisser pendant 5 min a température ambiante @ogtabilisation de la couleur qui se
développe instantanément.

% Lire les densités optiques a 412 nm contre ledlan

Calcul

[GSHInMGSH/ml de plasma-(DOx1x1.525)/(13100x0.8x0,5)
DO . Densité optique a 412 nm.
1 : Volume total des solutions utilisées dans la dé&pnatation
1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosagé&SH

13100 : Coefficient d'absorbance du groupement (—SH) ardi2
0.5 :Volume du surnagent trouvé dans 1,525 ml.

0.8 . Volume du 'homogénat trouvé dans 1 ml.
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4.2.4.2. Mesure du mlondialdéhyde MDA

Principe

Le dosage de malondialdéhyde (MDA) est réalisénsk méthode dsterbaueret
al. (1992).Le principe de ce dosage est basé sur la condemsist MDA en milieu acide et a
chaud avec I'acide thiobarbiturique pour formerpigment (rose). Ce chromogéene peut étre

donc mesuré par spectrophotométrie d’absorptioBlanbn.

HS N OH

\’/ ‘ ° o

AN &

C—CH,—C

2 N e " -+ / 2 ~

H H
OH

TBA Malondialdehyde

lm

s N OH HO N SH
N N + 2 H,0
= CH—CH=CH = 2
OH

OH

Chromogen

Figure 15 : Réaction du dialdéhyde malonique aved&akide thiobarbiturique .

Mode opératoire

% Prélever 375 pul de plasma.

+« Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Trisra¥, NaCl 150 mM pH 7.4)
+«» Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHP%).

% Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendantl@.

% Prélever 400 pl du surnageant

+» Ajouter 80 ul du HCI 0.6 M

+«» Ajouter 320 ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mNIBA 120mM)

% Mélanger et incuber au bain marie a une tempeérakel 80°C pendant 10 minutes.
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La densité optique a été enregistréera= 530 nm. L’absorbance est directement

proportionnelle a la quantité de MDA formé, donnainisi une évaluation précise des lipides

peroxydés.
Calcul
[MDA]nmol/m1 de plasma-(DOx10°)/(exLxFd)
DO . Densité optique a 530 nm.
E :  Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 1M cm .
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.
Fd . Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
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Figure 16 : Galerie photos récapitulant quelques étapes damslisation du dosage des
biomarqueurs de stress oxydant
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4.3. Analyses de données

Les résultats ont été représentés sous forme demmeyplus ou moins I'écart type moyen (M
+ SD). Ces moyennes sont comparées par un tesfudent par apport aux valeurs témoins
grace au logiciel MINITAB (version 13.31).

Les différences sont considérées comme :

+» Significatives lorsque (*P < 0,05).

+* Hautement significative lorsque (**P <0,01). Avec P . Seuil de signification

% Tres hautement significative (***P < 0,001).
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Chapitre 5 : Les résultats

5.1. Répartition des patients en fonction du sexe

La répartition des patients en fonction du sexeré&simée dans le tableau 1
figurel7, elle montre que les pourcentage sonth@® Sur 73 patients atteints de
maladies cardiovasculaire, les hommes représeb®éattendis que les femmes sont a
48%.

Tableaul : Distribution des patients selon le sexe

Sexe Hommes Femmes Total
Effectif 38 35 73
Pourcentage 52% 48% 100%

Figure 17: Distribution des patients selon le sexe
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5.2. Répartition des patients en fonction de I'age

Notre étude a montré que le risque de survenu @dadies cardiovasculaires
est considérable a partir de I'age de 20 ans &#ment plus élevé chez les sujets dont

I'age est supérieure a 60 ans soit 59%.

Tableau 2 : Distribution des patients selon I'age

Tranche d’age 20-40 41-60 >60
Effectif 5 25 43
Pourcentage 4% 18% 59%

Total effectif

d
d
e

d
e
e

0 T T T

20-40 41-60 =60

Tranche d'age

Figure 18 : Distribution des patients selon I'age
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5.3. Résultats de I'étude biochimiques

5.3.1. Exploration de la glycémie a jeun

Les résultats obtenus montrent une augmentationfisgtives(p<0,013 de la
glycémie a jeun chez les patients atteints de redachrdiovasculaires par rapport
aux témoins ébleau3 — figure 19)

Tableau 3 : Variation de la glycémie (g/l) a jeuntrez la population d’étude.

T [n=73] M [n=73]
Glycémie (g/l) 1,09+0,43 1,43+0,74
P : Seuil de signification ** . Difféerence hautement significative
* . Différence ** . Différence tres hautement significative
Z5
2
*
E 15
B
T
05
G T 1
Patients temoins Patients malades

Figure 19 : Variation de la glycémie en (g/l) cheles patients témoins et des

patients malades
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5.3.2. Exploration du bilan rénal
Les résultats concernant la variation des parasaiee bilan rénal sont

illustrés dans le tableau .

Tableau 4 : Variation du bilan rénal « urée, créatnine et acide urique »

T [n=73] M [n= 73]
Urée (g/l) 0,25+0,04 1,17+ 0,6
Acide urique (mg/l) 56.6 + 19,3 68,9+325
Créatinine (mg/l) 10,71 £ 7,98 155+106
P : Seuil de signification ** . Différence hautement significative
* . Différence ** . Différence tres hautement significative

On remarque une augmentation significat{?z0,05) des concentrations de
'urée (g/l), de l'acide urique (mg/l) et de la atiédine (mg/l) chez les patients

souffrants de maladies cardiovasculaire par agpoctémoins.

%
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Urée (g/1)

0.6

0.4

Q

1.4

0.8

4-

Patients témoins

Patients malades

Créatinine (mg/l)
-
<

Patients témoins

Patients malades

100

80

60

Acide urique (mg/l)

40

Patients témoins

Patients malades

Figure 20 Variation du bilan rénal chez les patients témoinset malades
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5.3.3. Exploration du bilan lipidique
Le tableau5 récapitule I'évolution de cholestérol, triglycérjdéDL et LDL-
cholestérol chez une population atteinte de matadigdiovasculaire par apport au

sujet témoins.

Tableau 5 : Variation de Cholestérol chez la popul#on d’étude

T [n=73] M [n=73]
Cholesterol total(g/l) 1,430 + 0,328 2,06 + 0,458
Triglycérides (g/l) 0,820 £ 0,280 2,05 + 0,360
HDL-cholestérol (g/l) 0.520 £ 0.042 0.64 + 0.065
LDL-cholestérol (g/l) 0.950 + 0.320 1.64 +0.395
P : Seuil de signification ** . Différence hautement significative
* . Différence significative  *** . Différence tres hautement significative

Nos résultats mettent en évidence une augmentaties hautement

significative dans I'ensemble des parametres mesuré
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Figure 21 :Variation du bilan lipidique chez les patients témms, et atteints
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5.4. Résultats de I'étude des bio-marqueurs de sig oxydatif

5.4.1. Evaluation du glutathion réduit GSH (nmol/m)

Les résultats obtenus montrent une nette diminwigmificatives(p<0,05) du
taux de GSH chez les patients malades par rapparsajets témoingtableau N-
figure N).

Tableau 6 : Variation du taux de glutathion cheza population d’étude

T [n=10] M [n= 10]
GSH (hnmol.1¢/ml)  3,104x16+5,26x 16 0,2178 x 1% 6,55 x10
P : Seuil de signification ** . Différence hautement significative
* . Différence significative  *** . Différence tres hautement significative
0.00004
0.000035 T
0.00003
I *
0000025 —

0.00002

0.000013

GSH (nmol/ml de plasma)

0.00001 - -

0.000005 | I

0

Patients témoins Patients malades

Figure 22 : Variation du taux de glutathion chez lgpopulation d’étude
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5.4.2. Evaluation du taux de malondialdéhyde MDA (mol/ml)

Les résultats illustrés dans le tableau 7 et dmré 23 signalent, une

augmentation hautement significative du taux pldgma de MDA chez les malades

par rapport aux témoins.

Tableau 7 : Variation du taux d’MDA chez la populaion d’étude

T [n=10] M[n=10]
MDA 10,59+46,01 24,63+6,3%
(nmol/ml)
P : Seuil de signification * Différence hautement significative
* . Différence significative ok Différence tres hautement
significative

ww

MDA (nmol/ml de plasma)

Patientstémoins

Patientsmalades

Figure 23: Variation du taux de MDA (nmol/ml) chezles patients témoins, et les

patients malades
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5.5. Etude les facteurs de risque

Dans notre recherche, une simple enquéte épidégimoie est réalisé sur 25
patients malades composés de 12 hommes et 13 fenatin2S patients témoins 15
hommes et 10 femmes afin de définir: I'age, l&dpola taille, les problemes de
santé, la prise de médicament, la consommationadact et alcool ainsi que la

fréquence des activités sportive.

5.5.1. Distribution des patients malades selon laaesommation de tabac

Les résultats obtenus montrent une augmentationifisitives (p<0,05)
patients malades que consommes le tabac par tapposujets témoins

=
=]

W Sériel

1
[ B " R VS D R ¥ o B o ) BN I o' B Ve

témoins Malades

Figure 24 les résultats de distribution des patients siEl@onsommation de tabac
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5.5.2. Distribution des patients malades selon lagsommation de I'alcool
Les résultats obtenus montrent une nette augmemtdtautement significatives
(p<0,01) patients malades que consommes l'alcool gpgoort aux sujets témoins

4,5

- 3,5

- 2,5

W Sériel

- 1,5

- 0,5

témoins Malades

Figure 25 :les résultats de distribution des patients skl@onsommation de
I'alcool

5.5.4. Distribution des patients malades selon lactivité sportive

Les résultats obtenus montrent une nette diminusigmificatives(p<0,05)des

patients malades que pratique le sport parorapix sujets témoins

12

10
8
- 6
W Sériel
- 4
-2
. -0

temoins malades

Figure 26: Répartition des patients en fonction de l'actigjiértive
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5.6.5. Distribution des patients en fonction des oaplications de santés

On remarque que la HTA (84%) est préedominantésdu diabete soit (64%). Les
patients portent de faible mesuré de I'anémie (16%3 on voir que les autres
maladies telle que : cardiopathie, syndrome corerague, hyperthyroidie mesurés
par trés faible pourcentage (4%).et bien qu'antiadie qui existe chez quelques
patients AVC a (8%).

Tableau 8: Répatrtition des patients en fonction des autrdadies

Diabéte | HTA Anémie| AVC | Cardiopathie | SCA Hyperthyroidie
Patients M | 16 21 4 2 1 1 1
Patients T | 7 0 8 0 0 0 2
5.6.6. Distribution des patients malades selondidice de la masse corporel
a partir de la table on voir pour 'indice de lagsa corporel a inférieur a 16 aucun
malade présente anorexie ou dénutrition ;pourit@dorporel entre 16,5 et 18,5 n’y
a pas les malade qui porte la maigre ,aussi biempqur 'indice de la masse corporel
entre 18,5 et 25 on remarque une corpulence narneal les malades (56%),pour
I'indice de la masse corporel 25 et 30 on voir urpsids pour les malades
(36%),entre lintervalle 30 et 35 aucun malade @dfbbésité modérée(classe I),pour
l'indice de la masse corporel entre 35 et 40 omargue une seul malade porte
d’obésité élevée(classe II) (4%) ,pour I'indicelaenasse corporel supérieur a 40 on
peut voir un nombre limité chez les patients madagqlé portent d’obésité morbide ou
bien massive (4%).

Tableau 9 :répartition des patients malades selon l'indicideasse corporel

IMC Anorexie ou | Maigre | Corpulence | Surpoids | Obésité | Obésité | Obésité
dénutrition normal modérée | élevé morbide
Inférieur a Entre Entre 18.5 Entre 25 (classe 1) | (classe2) | ou
16 16.5et et 25 et 30 Entre 30 | Entre 35 | massive
18.5 et 35 et 40 Supérieur
a40
Malades 0 0 14 9 0 1 1

Témoins 2 12 10 1 0 0
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5.6.7. Répartitions patients d en fonction de la&sse thérapeutique

A la lumiére du questionnaire effectué dans leisermédecine femme et médecine
homme au prés de 25 patients atteint de diffésecwmplications cardiaques, et afin
d’harmoniser nos résultats il nous a semblé usleldsser les médicaments prescris
en classe thérapeutique :

-Les Beta bloquants (Avlocardyl, Aténor, Lopres®iprotens)
- Les inhibiteurs de I'enzyme de conversion IEG4TET)
- Les inhibiteurs calciques (Depadium)

- Les antagonistes des récepteurs de I'angiote@stndiurétique (Co-sartand, Co-

aprovel) ou diurétique seul (spirozide, spironalae)

- Les inhibiteurs plaquettaires (Plavix)

- Les statines hypolipémiants (Avoran, Tahor, Ssija)y
- Les digitaliques (Nagoxon, Dilacar)

- Les antidiabétiques (Amarel, Glucophage, Insiline
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Chapitre 6 : La discussion

Les maladies cardiovasculaires représentent laiprencause de mortalité dans le
monde. L'estimation du risque cardiovasculaire ttues une étape importante pour la

prévention primaire de cette maladie.

L’ageest un facteur de risque continu qui accroit pregjuement l'incidence des
complications cardiovasculaires. Ce risque daviegttement plus élevé chez les sujets dont
I'age est supérieur a 60 ans. Ceci est on accad las résultats d&tude de Framingham et
par le projet MONICA qui montraient que le risque ohaladie coronarienne augmentait

nettement avec I'agéPaquot . 200%

De méme, Le risque cardiovasculaire était assacigeae et était plus élevée chez les
hommes. Ceci a été confirmé par d’autres étudesogumontré que parmi les personnes
d’age moyen, les maladies cardiovasculaires son @e5 fois plus fréquentes chez les
hommes que chez les femmdPRaquot,. 2005)Contrairement, a nos résultats I'enquéte
réalisée pat EL ghouzi ,.2011) au maroc, montre que les femmes ont une préalgius
élevés que les hommes.

La prévalence élevée liée a 'lhomme, est peutétpdiqué par la consommation de tabac.
Selon la population étudiée, le tabagisme est wtigité purement masculine. Le Tabac

accroit les lésions athéromateuses, par altérdéda fonction endothéliale, avec perturbation
de la vasomotricité. Il est athérogene et prothmigbie. Son risque relatif est de 5 pour
I'infarctus et supérieur a 2 pour l'artériopathesdnembres inférieu(sEEpacaet al.2012).Ce

risque relatif existe aussi lors de tabagisme passi

En outre, la consommation quotidienne de mastrois verres d’alcool, augmente
le risque cardiovasculaire. Selon les résultatsI’éeide épidémiologique, 04 patients
seulement consomment régulierement I'alcool. Cssltgits sont inférieurs a ceux enregistrés
dans la littératuréJulien,. 2012)

A partir des informations collectés aux prés degydbents, on a put calculer I'indice
de masse corporelle selon la formule (IMC = poaitéf). L'interprétation des marges
référentielles nous a permis de déterminer 14 sujent la corpulence est normale, les onze
patients qui reste appartiennent aux catégoriegdgls, obésité classe 2 et morbide),

parcours un risque d’aggraver leurs atteintes cgadiculaires, se qui concordent avec ceux
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de Després et Lemieux, (2006)D’autres études ont réveélés que la perte de mstdsorrélée
avec une diminution des complications cardiovases(Al muammar et al.,2014)

En plus de I'étude épidémiologique accomplie, unalysse biochimique est réalisée,
visant quelques paramétres considérer comme factder risque impliqués dans le

développement de maladie cardiovasculaire

Nos résultats mettent en évidence une augmentsitioificative du taux de glycémie
chez les sujets souffrants d’atteintes cardiovas@d en comparaison avec le groupe témoin,
cela corrobore avec les étudddoutahri .2011)

Une hyperglycémie permanente constitue probablemersigne de I'existence d'un diabéte.
Considéré autrefois comme un facteur de risquecptgmant, le diabéte | ou Il sont tous
associés a une augmentation de la prévalencetstes cardiovasculaires, provoquant
essentiellement, I'artériopathie plus que la maartironaire et ’AVC Cette hyperglycémie
est occasionnée dans la majorité des cas, par aitentient mal adapté ou un régime
alimentaire non respectée, elle se trouve liée éeldppement d’'une insulinorésistance,

influencant le fonctionnement efficace de I'insel{ Paquot . 2005; Boutahri .2011)

Parallelement au diabéte, l'altération de la fanctiénale constitue probablement un
facteur de risque indépendant impliquée dans Ileeldppement des complications
cardiovasculaire (insuffisance cardiaque, I'hypesten ..... ). Plusieurs étude supportes cette
idée, parmi lesquelles on peut citem( et al., 2008 ; Kimet al., 2010Q. D’autres suggerent
que linsuffisance rénal n’est qu'une complicatioes atteintes cardiovasculaires
(McCullough et al., 2008).Cette relation est expliquée par le fait que BRMCV sont des
pathologies multifactorielles reliant les mémes tdacs de risques (HTA, diabete,
dyslipidémie, age avance, tabagisme, et autresly. @mfirmer ces donnés nous nous somme
intéresser dans notre étude a I'évaluation de iosrfgarametres rénaux a savoir : 'urée, la

créatinine et I'acide urique comme indicateurs € tonction rénale correcte.

L'urée est la forme principale d’élimination deschéts azotés provenant du
catabolisme des protéines chez 'hnomme. Son cylgésoule essentiellement dans le foie ;
elle est completement filtrée par le gloméruleréabsorbé partiellement au niveau du tubule
rénal de facon inversement proportionnelle au déimiire
Nos résultats montrent une augmentation signifieatiu taux de l'urée chez les patients
atteins de maladies cardiovasculaire par apporté@uwins. Ces résultats sont en accord avec
d’autres études qui dévoilent une corrélation pasiéntre la concentration sanguine d’urée,
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et le risque de développer des maladies cardiolaszs Hartz et al., 1995; Kirtane et al.,
2005.

L’accumulation des déchets azotés est la conséguirecte de la baisse de filtration
glomérulaire. Par contre la conséquence de cettanadation n’est observée qu’en cas
d’'urée tres élevéeK(einknecht et al., 1979. L'augmentation de I'urée sanguine traduit un
déficit de la fonction d'excrétion des reins, avecsans Iésion de I'organki¢ard et al.,
1855.

Nous avons noté une élévation significative deriatninémie chez les individus
souffrants de maladies cardiovasculaires face a poyulation témoins. Ces résultats
concordent avec ceux delézzaet al., 2005. Selon le méme auteur la créatininémie prédit la
mortalité coronaire chez les sujets agés en papualajénérale. La créatininémie est un
produit de dégradation de la créatine. Celle-ciséstkée au niveau musculaire sous forme
libre et surtout sous forme de créatine-phosphbte.créatinine est filtrée au niveau
glomérulaire, mais n’est pas réabsorbée au nivahuldire. En revanche, il existe une
sécrétion tubulaire qui augmente dans certaineatgins pathologiques, en particulier durant
l'insuffisance rénal€Tsinalis et Binrt, 2006).

L’acide urique, produit final du catabolisme desipes, considéré comme une source
d’énergie des réactions physiologique «<ATP», estand un rble primordiale dans la
transduction des signaux cellulaires et le codageinformations génétiques «ADN, ARN».
Cet effet est paradoxal car il, pourrait étre toeigen cas d’exces dans I'organisme. Il induit
une diminution du flux sanguin en augmentant Isgsténces vasculaires rénales, créant ainsi
une hypertension au niveau rénal suivie de néphgaclérose Nos résultats révélent une
augmentation significative de la concentration dacide urigue chez les malades
cardiovasculaires, témoignant d’'une insuffisanceale précoce. Ceci est en accord avec
plusieurs études épidémiologiques qui plaident aaredr d’'une association entre I'hyper-

uricémie et la morbi-mortalité cardiovasculaiRédard et al., 1855.

Concernent le bilan lipidique, nos résultats inéigjuune dyslipidémie caractérisée par
une hypertriglycéridimie associée a une hypercl@leEmie chez les patients atteints de

maladies cardiovasculaires. Ces résultats s’acavee celle d§Hokansonet al., 2011).
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Les triglycérides sont rapidement métabolisablesir pfournir de I'énergie. lls
constituent la majeure partie des lipides alimeesaet des lipides de I'organisme stockés
dans le tissu adipeuéllongeville, 2006).Ainsi le cholestérol est un constituant essewligel
la membrane plasmique. Il contréle la fluidité meamaire, module 'activité de différentes
protéines membranaires, et est le précurseur desohes stéroides, la vitamine D et des
acides biliaires(Edwards et Ericsson, 1999) Leur exces par contre est néfaste pour

I'organisme.

L’hypercholestérolémie (élévation significative H®L-c et LDL-c) est un facteur de
risque cardiovasculaire majeur. D'un point de vbgsmpathologique, le LDL-cholestérol
apparait le plus directement impliqué dans l'atipgnése référence. L'étude de Framingham,
montre que des taux élevés de LDL-c corrélaientliqup un risque augmente le rique de

maladie cardiovasculair¢€astelli et al., 1998).

Les TG apparaissent dans toutes les études épidgmizes comme un important
facteur de risque cardiovasculaifBruckert et al., 1992) lls sont considérés comme un
marqueur de conditions cliniques et métaboliques@ées a un risque éleve d'athérosclérose
(Gardner et al., 1996. Des études apportent des arguments en faverdleuirect des TG
sur la paroi artérielle : il a été montré, in vjtgue les macrophages pouvaient capter les
particules riches en TG, par un meécanisme indépgnda récepteur aux LDL, se

transformant alors en cellules spumeyg&anturco et al., 1994)

L’hypertriglycéridémie s'accompagnent aussi d'ari@sale la fibrinolyse qui vont
dans le sens thrombogéf@rundy et al., 1999) Les lipides sont présents au cceur de la
plaque d'athérome et il parait logique que leuuadation dans le sang circulant, dans le
cadre d'hyperlipidémies, puisse intensifier le mmééne, notamment si les parois des

vaisseaux sanguins sont affaiblies par une caremeoeicronutrimentsBouayed, 2013

Ces perturbations biochimiques trouvent leurs ea&fibns dans le mécanisme de stress
oxydant. C’est une circonstance anormale dans liaqgent placés les tissus de notre
organisme lorsqu'ils sont face a un flux accruatkcaux libres, qu’ils n'arrivent plus a piéger
ou a detruirg(favier, 2006). C’est en particulier ce qui se passe dans le dppeliment de
I'athérosclérose, ou I'attaque oxydante des LDLfédgiscapturer par les cellules « éboueurs »
(scavenger) venant accumuler des lipides dansue-andothélium et créer un ceeur lipidique
dans la plaque athérosclérose.
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Par ailleurs, le stress oxydant est une conséquenagure de Iischémie
myocardique, en particulier par activation de latkne-oxydase endothéliale ; les ERO
formés sont directement incriminés dans les arygsmpost-infarctuéBaudin, 2006)

Pour évaluer un stress oxydant, nous allons mesigdatathion réduit comme model
de défense anti-oxydante et le malone-dialdéhydena® une produit de la peroxydation des
lipides. Les résultats sont comparés avec d’'uneilptipn témoin mesurés dans les mémes
circonstances.

Nos résultats révelent une augmentation hautenngmfisative du taux d’MDA chez
les patients atteints de maladies cardiovasculgiaesrapport aux témoins. Cela corrobore
avec les résultats delmabhi, (2017).

L’exces de MDA produit dans un tissu peut se comb@ux groupements aminés
libres des protéines (essentiellement les résidinds), conduisant a la formation de produits
d’addition susceptibles d’altérer les propriétésdmiques des protéines concernées. En outre,
les protéines modifiées par le MDA sont immunogeéetepeuvent conduire a la formation
d’anticorps dirigés en particulier contre les résitlysines modifiés par le MDA, comme il en
a déja eté deétecté chez I'homme, notamment en iaisoc avec les maladies
cardiovasculaire@Michel et al., 2008).

L’organisme se protege en permanence contre laatoom et I'agression de ces
oxydants grace a divers mécanismes de défenseetagmatiques que non enzymatiques
(Halliwell, Gutteridge, 2007) Parmi ces derniers, on retrouve principalemergllgathion
réduit (GSH).

Le glutathion, «-glutamyl-cystéinyl-glycine », est le plus abondaigeptide dans le
corps humain, il permet a I'organisme de se débsgrades toxines et polluants indésirables,
en formant avec eux un composé hydrosoluble subteptétre excrété dans I'urine ou la
bile (Favier, 2006) Lorsque le glutathion est oxydé sous forme (GIagut réagir avec un
autre anion de glutathion pour former la molécugdée (GS-SG). Par la suite, elle peut étre
réduite en GSH de nouveau par la glutathion rédacNADPH- dépendant@/alko et al.,
2007) Il est donc intéressant d’étudier le niveau deH@ans le plasma des patients atteints
de maladies cardiovasculaires

Nos résultats révelent que les taux de GSH sotément diminués en comparaison
avec les témoins. Cela correspond aux résultatsookéen par Belmahi, (2017). Cet
effondrement est peut étre di a sa conjugaisontdise/ec les espéces radicalaires produites
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au court maladies cardiovasculaires ou en raisohirdgbition des enzymes antioxydantes
qui sont impliquées dans sa régénérafisfamariam, 1994)
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Gonclusion

Conclusion et perspectives

L'’ensemble des facteurs de risques pour une pagioldonnée définit le risque.
Connaitre ses facteurs de risque, c’'est un prepasrdans la maitrise de la survenue des
maladies.

Pour la pathologie cardiovasculaire, on énumerefagsurs irréversible dont on ne
peut pas agir tels I'age - le sexe - I'héréditéjedt facteurs de risque évitables ou métrisables

comme le diabéete, I'HTA, le tabac, obésité, I'alittation, etc. d’ou I'intérét de cette étude.

Les résultats de I'étude épidémiologique confirme tage, le sexe, le tabac, la sédentarité,
les maladies métaboliques et le surpoids sont dérés comme des facteurs de risques dans

le développement de MCV

Nos résultats on permit de mettre en ceuvre unerpetion de la majorité des parameétres
biologique mesurés. Déterminé essentiellement per augmentation significative de la
glycémie, du bilan rénal, lipidique et de 'MDA ev une déplétion du taux de glutathion

réduit chez les patients souffrants maladie caedioulaires par rapport aux sujets témoins

Les maladies cardiovasculaires sont des pathologrespleine croissance, aux lourdes
conséguences, aussi bien physiologique que sooimeétique, necessitant une prise en

charge adéquate afin de limiter 'apparition d’astcomplications.

Cette étude reste préliminaire, nécessitant d’awralyses approfondies et complémentaire.
Dans ce contexte, et comme perspectives, il s@taitessant de poursuivre la recherche sur

un modele animal afin de mieux comprendre les niggwes physiopathologique.
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Questionnaires

1-Sexe

2-Age(année)

3-Poids (Kg)

4-Taille(m)

5-Situation: Célibatair

Si mariée

Nombre des enfant

6-Prise de médicaments

Si oui

Quelle sont ces médicaments?

Néde

Divorcé

Nor

Veuf J

7-Avez-vous d’autres probléme(s) de santé ? (Autkadie) Ou

Si oui, précisez lequel ou lesqels

8-Tension artérielle




9-L'Hérédité O Nor

10-Obésité g Nori
11-AVC (O] Nor
12-Tabagisme ¢ Non
13- Consommation d’alcool O Non
14-Activité sportive Ou Non

Si oui:

Nombre d’heures et/ou minutesggamaine d’activité sportive




Annex 02

CE GLUCOSE -LQ

Glucose-LQ

GOD-POD. Liquide

Détermination quantitative de glucose
VD

Caonserver a 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE

La glucose-oxydase (GOD) catalyse I'oxydation de glucose en acide
gluconique. Le peroxyde d’hydrogéne (Hz02) produil se détecte avec
un accepteur chromogéne d'oxygene, phénol, 4-aminophénazone (4-
AF), en présence de la peroxydase (POD):

p-D-Glucose + Oz + H:O — U0, Acide gluconique + HxOz

HoOx + Phénol + 4-AF — 7225 Quinone + H,O

Lintensité de la-couleut est proporl lle 2 la tion-de
glucose présente dans I'échantillon teste"”.

SIGNIFICATION CLINIQUE

Le glucose est la plus grande source d'énergle pour les cellules de
r'organisme; linsuline facilite 'entrée de glucose dans les cellules.

Le diabéte est une maladie qui se manifeste par une hyperglycémie,
causée par un déficit d'insuline’**.

Le diagnostic clinique doit étre realisé en tenant compte de toutes les
dannées cliniques et de laboratoire.

CALCULS

% x 100 (Conc. Etalon) = mg/dL de glucose dans P'échantillon

Facteur de conversion : mg/dL x 0,0555= mmoliL.

CONTROLE DE QUALITE

Il est conseillé d'analyser conjointement les échantillons de sérum dont les
valeurs ont & contrélées: SPINTROL H Normal et pathologique (Réf.
1002120 et 1002210).

Si les valeurs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser
Finstrument, les réactifs et le calibreur.

Chaque laboratoire doit disposer de son propre contrdle de qualilé et
déterminer les mesures correctives & metire en place dans le cas ou les
vérifications ne correspondraient pas aux aftentes.

VALEURS DE REFERENCE'
Sérum ou plasma :
60 — 110 mgldL = 3,33 -6,10 mmol/L
Ces valeurs ont un caractére d'orientation. Il est recommandé a chaque
laboratoire d'établir ses propres valeurs de réference.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE
Plage de mesure: Depuis la limite de délection de 0,3709 mgldL, jusqu'a la
limite de linéarité de 500 mg/dL.

REACTIFS Si la concentration de I'échantillon est supérieure & la limite de linéarité,
TRIS pH 7,4 92 mmol/L diluer 1/2 avec du CINa 9 g/L et multiplier le résultat final par 2.
Phénol 0,3 mmol/l Précisi
R gluwsy: oxvn(i;%% ()GOD) 1?833 wt intra-série (n=20 Inter-série (N=20
eroxydase Moyenne (mg/dL] 98,5 264,6
4 - Aminophénazone (4-AF) 2,6 mmol/L ——('7}"('3—'3—[){*9 ! 0,58 127
GLUCOSE CAL | Etalon primaire aqueux de Glucose 100 mg/dL CV (%) 0,59 0,48
Sensibilité analytique. 1 mg/dL = 0,0039 (A)
PREPARATION Exactitude: Les réactifs SPINREACT (y) ne montrent pas de différences

Le réactif el le étalon sont préts pour l'emploi.

systématiques  significatives lorsqu'on les compare 4 d'autres réactifs

commerciaux (x).

= GONSERVATION ET STABILITE

Tous les composants du kit sont stables jusqu'a la date de
péremption indiquée sur ['étiquette, et si les flacons sont maintenus
hermétiquement fermés & 2-8°C, 2 I'abri de la lumiére et des sources
de contamination.
Ne pas utiliser les réactifs en dehors de la date indiquée.
Indices de détérioration des réactifs:

Présence de particules et turbidité.

Absorbation (a) du blanc & 505 nm > 0,32.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE

- Spectrophotométre ou analyseur pour les lectures a 505 nm.
- Cuvettes de 1,0 cm d'éclairage.

- Equipement classique de laboratoire.

ECHANTILLONS |

Séwm ou plasma, sans hémolyse'.

Le sérum doit 8tre séparé le plus 161 possible du coagulum.

Stabilité de I'échantilion : Le glucose en sérum ou plasma est stable 3
jours & 2-8°C

PROCEDURE
1. Conditions de test:
ades”

Tempéralure: .
2. Régler le spe
distillée.
3. Pipeter dans une cuvette:

r Blanc Etalon
R (mL)

Echamillg
1,0 1.0 1,0
talon e 123 (L) - 10 =
Echantilion (ul) = - 10
4. Mélanger ef incuber pendant 10 minutes a 37°C ou 20 minutes
4 température ambiante (15-25°C)

5 Lire I'absorbance (A) de I'étalon et 'echantillon contre le Blanc
du réactif. La couleur est stable au moins 30 minutes.

Tes résultats obtenus avec 50 échantillons ont été les suivants:
Caaticient decormétetion.(n)®: 0,99492.

Equaticn de la Coubre de régression: y=1,104x - 1,249.
Les caracléristiques de la méthode peuvent varier
employeé.

suivant I'analyseur

INTERFERENCES

Il n'a pas &té observé d'interférences avec I'hémoglobine jusqua 19 gll et
bilirubine jusqu'a 100 mg/L".

Il a été rapporté que plusieurs drpri;uas et autres substances interférent
avec la détermination de la glucose™ .

REMARQUES

1. GLUCOSE CAL : Vu la hature du produit, il est conseillé de le traiter
avec beaucoup de soin vu qu'il peut facilement contaminer.

2 La calibration avec I'étalon aqueux peut donner lieu a des erreurs

systémiques dans les méthodes autematiques. Dans ce cas, il est

recommandé d'utiliser des calibrateurs seriques.

Utiliser des embouts de pipette jetables propres pour la dispensation.

SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de

ce réactif dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE P

1. Kaplan LA, Glucose. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby Co.
St Louis. Toronto. Pringeton 1984, 1032-1036.

2 Trinder P. Ann Clin Biochem 1969; 6: 24-33.

3. Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab, Tests, 4th ed AACC Press,
1995,
Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC
2001.

5. Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999.

6 Tietz N'W et al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed AACC 1995,
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PRESENTATION

Ref: 41010 A:2x 50 ml, CAL:1x2mL
Ref. 41012 R:2x 100 mL, CAL: 1x2mL
Ref. 41011 R:2x 250 mL, CAL: 1 x5mL
Ref. 41013 R: 1 x 1000 mL, CAL: 1 x 5mL
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CE ‘ CHOLESTEROL

Cholestérol
CHOD-POD. Enzymatique chlorimétrique

Détermination quantitative de cholestérol
IVD

Conserver & 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE
Le cholestérol présent dans I'¢chantillon donne lieu 4 un composé coloré,
suivant la réaction suivante: -

HE

Cholestéral ester + H,0 ———> Cholestérol + Acides gras

Cholestéral + 0, __GHOD , 4.Cholesténene + H,0,

2H,0, +Phénol + 4-Aminophénazone __POD _, quinonimine + 4H,0
Lintensité de la couleur formée est proportionnelle &'la oonceni'f‘mlon de
cholestérol présent dans I'échantillon testé™ %,

SIGNIFICATION CLINIQUE

Le cholestérol est une substance grasse présente dans loutes les cellules
de l'organisme. Le foie produit nat. t tout le cholestérol dont il a
besoin pour former les membranes cellulaires et pour produire certaines
hormones. La détermination du cholestérol est I'un des outils les plus
importants pour diagnostiquer et classifier les lipémies. L'augmentation du
niveau de cholestérol est 'un des facteurs de risques cardiovasculaires
possibles® °.

Le diagnostic clinique doit tenir compte des données cliniques et de
laboratoire.

REACTIFS
R1 PIPES pH68 90 mrnollj
Tampon phénol 26 mmol/L
Cholestérol estérase (CHE) 300 UL

R2
Enzymes ™7

Cholestérol oxydase (CHOD)
Peroxydase (POD) 1250 UL
4 - Aminophénazone (4-AF) 0,4 mmol/L.

Patron primaire de détection du cholestéral 200 mg/dL
CHOLESTEROL CAL| Gonfient Triton X-114 10-15% -

300 UL

PRECAUTIONS
CAL ' H225- Liquide et vapeurs trés inflammables. H318- Provoque des

\ésions oculaires graves. H412- Nogif pourles organismes aquatiques,

entraine des effets néfastes & long terme. Suivez les conseils dé
prudence donnés en SDS et étiguette.

PREPARATION

Réactif de travail (RT): Dissoudre () le contenu d'une capsule
d'enzymes R 2 dans un 1 flacon de tampon Hil,

Refermer et mélanger doucement jusqu'a ce que le contenu soit dissout
Stabilité (RT): 4 mois au réfrigérateur (2-8°C) Ou 40 jours & 15-25°C.
Conserver 4 l'abri de la lumiére.

CONSERVATION ET STABILITE
Tous les composants du kit sont stables jusqu'a la date de péremplion
indiquée sur I'éliquette, et si les flacons sont maintenus hermétiquement
fermés & 2-8°C, & l'abri de la lumiére et des sources de contamination. Ne
pas utiliser les réactifs en dehors de la date indiquee.
Indices de détérioration des réactifs:

Présence de particules et turbidite.

Absorbation (A) du blanc & 505 nm = 01.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE
- Spectrophatométre ou analyseur pour les lectures & 505 nm (500-550).
- Guvettes de 1,0 cm d'éclairage.

Equipement classique de laboratoire.

ECHANTILLONS S e
Sérum ouplasma" 2. gtapilité de I'échantillon 7 jours & 2-8°C et 3 mois si
Véchantillon est congelé (-20°C).
PROCEDURE
1. Conditions de test:

Longueur d'Ondes: . . . ....ceiraeee s . 505 nm.(500-550)
..... 1 cm d'éclairage

Tempeérature: . . ... ..ocooencn- BN 37°C/15-25°C
2. Regler le spectrophotomatre sur zéro en fonction de 'eau distillée
3. Pipetter dans une cuvette ™™ A

Blanc Echantillon

=
RT (mlL) 1,0 1,0 1,0
Etalon "o 19 (L) - 10 =
Echantillon (L) - - 10

4, Mélanger et incuber pendant exactement 5 minutes & 37°C ou 10 min
at température ambiante.

5. Lire 'absorbation (A) du patron et 'échantillon, en comparaison avec le
blane du reactif. La couleur reste stable pendant au moins 60 minutes.

CALCULS

Wﬁ—m—c— x 200 (Etalon Conc.) = mg/dL de cholestérol dans 'échantilion
(A) Etalon - (A) Blanc

Facteur de conversion: mg/dL x 0,0258= mmol/L.

CONTROLE DE QUALITE

Il est conseillé d'analyser conjointement les échantillons de sérum dont les
valeurs ont été contrélées: SPINTROL H Normal et pathologique (Réf. 1002120
et 1002210).

Si les valeurs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser l'instrument,
les réactifs et le calibreur.

Chaque laboratoire doit disposer de son propre contidle de. qualite et déterminer
les mesures correctives a mettre en place dans le cas oules vérifications ne
correspondraient pas aux attentes.

VALEURS DE REFERENCE
Evaluation du risque™ ™:

Moins de 200 mafdL Normal
200-239 mg/dL Modéré
=240 mg/dL Elevé

Ces valeurs sont données a titre dlinformation. Il est conseillé a chaque
|aboratoire de définir ses propres valeurs de référence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE
Gamme de mesures: Depuis la limite de déclion de 0 mgldL jusqu'a la limite
de lindarité de 900 mg/dL.

Si la concentration de I'échantillon est supérieure & la limite de linéarité, diluer
1/2 avec du CINa 9 g/L et multiplier le résultat final par 2.

Précision:

Intra-série (n=20) _|

Inter-série (n=20)
Moyenne (mg/dL)| 90,4 187 92,8 19
SD 1,15 1,01 1,98
[ CV(%) 1,27 0,54

Sensibilité analytique: 1 mg/dL = 0,00152 A.

Exactitude: “Les Téaclifs “SPINREAGT (y) ne montrent pas de difierences
systématiques  significatives lorsqu'on les  compare a dautres réactifs
commerciaux (x).

Les résultats obtenus avec 50 échantillons ont 4té les suivants:

Coefficient de corrélation (r)*: 0,99541.

Equation de la Coubre de régression: y= 0,95293x - 3,020.

Les caractéristiques de |a méthode peuvent varier suivant I'analyseur employé.

INTERFERENCES

Aucune interférence d’hémoglobine n'a &1é constaté jusqu'a 5 g/l et bilirubine
jusqu'a 10 mg/dL" .

Diftérentes drogues ont été décrites ainsi que des substances pouvant interférer
dans la détermination du cholestéral® .

REMARQUES

1. CHOLESTEROL CAL: Etant donné la nature du produit, il est conseillé de
le manipuler avec une grande précaution. En effet, il peut étre contaminé
avec facilite.

LCF(Lipid Clearing Factor) intégré au réactif.

Le calibrage au moyen du patron de détection peut donner lieu a des
erreurs systématiques lors de méthodes automatiques. Dans de tels cas, il
est conselllé d'utiliser des calibrages seériques

Utiliser des embouts de pipettes jetables propres pour diffuser le produit.
SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de ce
réactif dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE

1. Naito H.K. Cholesterol. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby Co. St Louis.
Toronto. Princeton 1984; 1194-11206 and 437.
Meiattini F. et al. The 4-hydroxybenzoatem-aminnphenazone Chromogenic
Systern. Clin Chem 1978; 24 (12): 2161-2165.

3, Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1995

4. Young DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACG 2001.

5. Burlis A et al. Tietz Textbook of Glinical Chemistry, 3rd ed AACC 1999.

6  Tietz NW et al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed AACG 1995.
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PRESENTATION
Ref: 1001090 R1:10x 50 mL, R2: 10 — 50mL, CAL: 1x5mL
Ref: 1001091 A1: 10 x 20 mL, R2: 10 —» 20 mL, CAL: 1 x5mbL

Cont
- R1:4x125mL, R2:4 — 125 ml, CAL: 1 x5 mL
A1:4x250 mL, R2: 4 — 250 mL, CAL: 1 x5 mL

Ref: 1001092
Ref: 1001093
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PRESENTATION
Ref. 20091, (375 Tests) Réf 20095, (240 Tests)
R1:3x125 ml R1:2x 120 ml
R : 3 flacons (lyoph) R2 : 2 flacons (lyoph)
R3:1x6ml R3:1x5ml
Réf 20092, (120 Tests) Reéf 20096, (600 Tests)
Rl:4x30ml Rl:5x 120 ml
R2 : 4 flacons (lyoph) R2 : 5 flacons (lyoph)
R3:1x4ml R3:2x6ml
PRINCIPE

— Lacide urique.est-dosé selon les réactions suivantes:
Uricase

Acide urique + 2H50 + Oy

2H505 + Amino-4-antipyrine
+ Dichloro 2- 4 Phénolsulfonate

> Allantoine + CO2 + HpoOp

Péroxydase
> Quinone rose + 4Ho0O

REACTIFS
Réactif 1 Tampon phosphate pH 7.4 50mmol/l
Solution tampon  Dichloro 2-4 Phénolsulfonate 4 mmol/l
Réactif 2 Uricase 70 UA
Enzymes Peroxydase 660 U/l
Amino-4-Antipyrine 1 mmolf

Réactif 3

Standard Acide urigue 6 mg/dl
60 mg/l
357 pmolf

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le lyophilisat R2 avec le contenu d’un flacon
Tampon R1 Réf (20091), (20092), (20095), (20096).

Le réactif de travail est stable :

ECHANTILLONS
Sérum, plasma recueilli sur

7 jours a 20-25°C
3 semaines a 2-8°C

héparine

Urine diluée au 1/10 dans I'eau distillée.

MODE OPERATOIRE

Ajuster le zéro du spectrophotomeétre sur le blanc réactif.

510 nm (490-550)
...20-25°C ou 37°C
1 cm d'épaisseur

Blanc | Standard |Echantillon
Standard -- 20 pl - -
Echantillon -- -- 20 ul
Réactif de travail 1ml 1ml 1 mi

stable 30 minutes.

Mélanger, lire les DO aprés une incubation de 5 min.
4 37° C ou de 10 min. & 20 - 25°C. La coloration est

ACIDE URIQUE

Test colorimétrique
Uricase-PAP

CALCUL

D.O. Echantillon
Acide urigue = —— xn
D.O. Standard

mg/dl n=6
mg/l  n=60
umol/l n = 357

Urine  multiplier le résultat par 10.

LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu'a 250 mg/l
(25 mg/dl = 1487,5 umol/l). Si la concentration en acide
urique est supérieure a 250 mg/l, recommencer le test
sur un échantillon dilué au 1/2 avec une solution de NaCl
a 9 g/l. Multiplier le résultat par 2.

VALEURS USUELLES

Sérum ou plasma

Femmes 2.5 - 6.0 mg/dl

25 - 60 mg/l
148 - 357 umol/l
3.4 - 7.0 mg/dl
34 - 70 mg/l
200 - 416 pmol/l

Urine 250 - 750 mg/24 h

Hommes

Si les urines sont troubles, les chauffer & 60°C pendant
10 mn afin de dissoudre 'acide urique.

BIBLIOGRAPHIE
Barham et Trinder, Analyst 97, 142 (1972)
Fossati et Principe, Clin. Chem. 28, 227 (1980)
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UREA HL

UREA HIGH LINEARITY

QOrder information:

Oraer o ——

Catalog No.
4905

Contents
4x for50ml

4% for 100 ml

Intended use:
Kinetic in vitro test for the quantitative determination of urea in human serum and
plasma.

§ummag[:
The determination of urea is the most widely Jsed test for the evaluation of kidney
The tost e freguently used In ¢ with. the determinaticn of
for the jal di is of pr :al hyperuremia (cardiac decom-
pensation, water depletion increased protuin catabolism), renal hyperuremia
(glomerulonephirtis, chronic nephrilis. polycystic Kidney, nephrosclerosis, tubular
necrosis) and postrenal hyperuremia (obstructions of the urinary tract).
Urea is the final degradation praduct of protein and amino acid metabolism. In
protein catabelism the proteins are broken down to amino acids and deaminated.
The ammonia formed in this process is synthesized to urea in the liver. This is the
most Impi bolic pathway for elimi ting excess nitrogen in the human

body.

In 1914 Marshall introduced an assay based on the enzyme urease for determining
urea in blood. The ammonia released from urea by urease was measured
titimetrically. Numerous other techniques have since been employed to measure
the ammonia produced. These include Bertholot's indophenal assay and the
reaction of ammonia with Nessler's reagent. Subsequent modifications have been
published by Fawcett and Scott and by Chaney and Marbach. In 1965, Talke and
Schubert published a totally enzymatic procedure for the determination of urea
using the coupled ureaselglutamate dehydrogenase (GLDH) enzyme system.

Test principle:

Urea is hydralysed in presence of urease to form ammonia and COz. The ammonia
produced reacts with 2 — ketoglutarate and NADH in presence of GLDH to yield
glutamate and NAD.

Urease

Urea + H0 + 2H'—————= 2NH"y + CO:

LD
2 NH; + 2ketoglutarate + 2 NADH 22 Ho0 + 2 NAD" + glutamate

The decrease in absorbance due i0 fhe decrease 6i NADH concentration 1S
proportional to the Urea conceniration.

Reagent Concentration:

R

Tris buffer pH 8.0 80 mmolfl
2-Oxoglutarate 15 mmol/l
R2:

GLDH 8000 U/
NADH 0.32 mmol
Urease > 100 U/ml
R4

Urea 50 mag/dl

Preparation and stability:
Dissolve enzyme reagent/R2 with buffer /R1 by gently moving for 20 min.
The working solution is stable up to:
5 days.
28 days

at +20°C 1o +26°C
al +2°C to +8°C

Collect serum using standard sampling lubes.
Li-heparin, Na-heparin or K-EDTA-Plasma (do not use ammonium heparin).

Stability: 7 days at +20°C to +25°C
7 days al12°C 1o +8%0
1 year at—20°C

Centrituge samples contaiming precipilate beiois pariormning e assay.

Notes:
For in vitro diagnostic use.

Xn - Harmful
Reagents R1 and R4 contain harmful components (sodium azide).
R22: Harmiul if swallowed.

Exercise the normal precautions required for handling all laboratory reagents.

Analyticon® Biotechnologies AG
Am Mihlenberg 10, 35104 Lichtenfels / Germany

wl

A\

caalyticon

Limitations - interference:

Criterion: Recovery within £ 10% of inilial values

Serum/plasma

Ioterus: No significant interference up to an index | of 13 (approximate conjugated
and unconjugated bilirubin concentration 13 mg/dl)

Hemolysis: No significant interlerence up to an Index H of 1100 (approximate
hemoglobin concentration: 1100 mg/dl).

Lipemia (Intralipid): No significant interference up to an index L of 225 (approximate
triglycerides concentration: 450 mg/dl).

There is poor correlation turbidity and trigly concentration.

Ammonia produced on the cuvette during @ GLDH or lactate UV determination
interferes with the urea/BUN assay. The urea/BUN must therefore not be installed
on the analyzers together with reagents for the GLDH or lactate UV test. In urine
endogenous ammonium ions interfere with the urea/BUN assay. Elevated
concentrations can occur under ac«ic conditions (e.g. acidosis.)

Great care must be 1aken tn prevei! ammonia contaminatien af the spac'mans and
calibrators to be analyzed for urea - @a nitrogen.

Testing procedure:
i for d sy are

ilable on request.

PP
Materials provided

. Working solutions as described above
Additional materials required

« Controls as indicated below

« 0.9% NaCl

Manual procedure:
Wavelength:
Temperalure:

Cuvette:

Zero adjustment:

340 nm, Hg 334 nm
+25/+37°C

1 cm light path

air or distilled water

+25°C Semi-Micro
Sample or calib./stand. 40l
Working sol. 1000 pl

437°C Semi-hicro
Sample or calib./stand. 20 ul
Working sol. 1000 yl

e e
Wi and read A, after exastly 90 seu. and resd A, after addiuonal 120 sec.

- —

Calculation:

_AAsample  x Calib/sland. conc. =conc. Urea in mg/dl
AA calib./stand. =

mg/dl Urea x 0,487 = mafdi Urea-N

Measuring /reportable range:
Up to 400 mg/dl (66.6 mmol/)

Expected values:

Serum/Plasma

10 - 50 mgidi (1.7 - 8.3 mmol/l) Urea

6 - 20 mg/dl Urea - Nitrogen

Reference ranges for children are given in the brochure "Reference ranges for
adulls and children; preananlytical considerations” by Heil W. Koberstein R, Zawta
B. (published by Boehringer Mannheim GmbH1997).

24 hour urine

10 - 35 gl24h (170 - 580 mmol/li24h) corresponding to 670 - 2300 mg/dl*

(110 - 330 mmolfl)” Urea

12— 20/24h g Urea =N corresponding o 800-1666 mg/dl

+ Based on avarage urine culput of 1.5//24h

The expected values are influencet! by daily intake of proteins on relation to the
body weight.

Each laboratory shoulid Investigate wne \ransterability of the expected values to ils
own palient population and if necessary determine its own reference range. For
diagnostic purposes the urea resulis should always be assayed in conjunction with
the patient's medical history, clinical examinations and other findings.

Anal | sensitivity (lower detection limit):

Detection limit: 5 mgi/dl or 0.83 mmol/l

The lower detection limit represents the lowest measurable urea concentration that
can be distinguished from zero.

(PUREA-HL_GB-D_21 _001_03.01_2013-01-02) S1 4
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PRESENTATION

Ref. 20151, (320Tests) Reéf. 20152, (3000Tests) Réf. 20153, (1000Tests)

Ri:2x80ml R1 :3x 500 ml A1 :1 x 500 ml

R2:2x80ml R2 :3 x 500 mi A2 : 1 x 500 mi

R3:1x15ml R3:3x50 ml R3 :2x 25 ml
PRINCIPE

La créatinine forme en milieu alcalin un complexe coloré
avec l'acide picrique. La vitesse de formation de ce
complexe est proportionnelle & la concentration de
créatinine.

Réactif 1 Hydroxyde de sodium 1.6 mol/l
Réactif 2 Acide picrique 17.5 mmol/l
Réactif 3 créatinine 2 mg/di
Standard 20 mg/l

176,8 umol/l

PREPARATION ET STABILITE
Les réactifs sont préts a I'emploi, stables a température

ambiante jusqu’a la date indiquée sur I'étiquette.
Réactif de travail: mélanger a parts égales R1 et R2
Stabilité : 1 mois & 20°-25°C.

ECHANTILLONS

Sérum, plasma recueillis sur héparine

Urine diluée au 1/20 dans I'eau distiliée (tenir compte de
la dilution pour le calcul).

MODE OPERATOIRE
Longueur d'onde: .......c.ccuemsmissiareias 492 nm (490 - 510)
Température:.... ...25 - 30 ou 37 °C

(1111 CERUPEEN R R 1 cm d'épaisseur
Ajuster le zéro du spectrophotométre sur l'air ou I'eau
distillée.

CREATININE

Méthode cinétique colorimétrique
sans déproteinisation

CALCUL
Calculer A DO = DO2 - DO1 pour le standard et les
échantillons.
A D O Echantillon
Créatinine = ——xn
A D O Standard

mg/dl: n=2
mg/l: n=20
umol/l: n=176.8
LINEARITE

La méthode est linéaire jusqu’a 150 mg/l (15 mg/dl -
1326 pumol/l).

Si la concentration en créatinine est supérieure a 150
mg/l, diluer I'échantillon au 1/2 avec une solution de
NaCl & 9 g/l et recommencer le test. Multiplier le resultat
par 2.

VALEURS USUELLES

Sérum 0.7 - 1.4 mg/dl
7-14 mg/l
61.8 -132.6 umol/l

Urine 15-25 mg/kg/24h

Standard Echantillon
Standard 100 wl =
Echantillon - 100 pl
Réactif de travail 1 ml 1ml

Mélanger et lire les densités optiques DO1 aprés 30
sec.
Lire ensuite DO2 exactement 1 minute aprés.

BIBLIOGRAPHIE

Henry J.B., Clinical Diagnosis and management 17th
édition, Sauders Publisher 1984.

Larsen K., Clin. Chim. Acta 66, 209 (1972).
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PRESENTATION

R&f201 31, (240 Tests)  Ref 20132, (120 Tests) TRIGLYCERIDES
R1:2x120 ml R1:4x30ml G P .

R2 : 2 flacons (lyoph) R2 : 4 flacons (lyoph) Méthode colorlmetrlque enzymathue
R3:1 x4 ml R2:1x3ml GPO' PAP)

Réf : 20138, (600 Tests) (

R1:5x 120 ml

R2 : 5 flacons (lyoph)

R3:2x5ml

BLanc | Standard | Echantillon
PRINCIPE )
Les triglycérides sont déterminés selon les réactions Standard # 10 ul =
suivantes : - Echantillon = - 10 ul
Lipoprotéine lipase L i

Triglycérides > Glycérol + Acides gras Réactif de travail | 1 ml 1m ml

Glycérokinase, Mg~

Gylcérol + ATP > Glycérol -3-P + ADP

Glycérol-3- Phosphate oxydase
Glycérol-3-Phosphate + O, —> HyO,+ Dihydroxyacétone-P

Peroxydase
H,0, + Amino-4-Antipyrine + chloro-4-phénol —> Quinone rose +H20

REACTIFS

Réactif 1 Tampon pipes pH 7,2 50 mmol/l
Solution tampon Chloro-4-phénol 2 mmol/l
Réactif 2 Lipoproteine lipase 150000 U/
enzymes Glycérokinase 800 UA
Glycérol 3-P-Oxydase 4000 UA

Péroxydase 440 U/
Amino-4-antipyrine 0,7 mmo/

ATP 0,3 mmol/l

Réactif 3 Standard glycérol 200 mg/di
Standard (en trioléine) 2gfl
2,28 mmol/l

Mélanger et lire les DO aprés incubation de 5 min a
37°C ou de 10 min a 20-25°C. La coloration est
stable 30 minutes.

CALCUL
D.O. Echantillon
Triglycérides = —— xn
D.O. Standard

mg/dl : n =200
g/l : n=2
mmol/l : n=2,28

LINEARITE ;

La méthode est linéaire jusqu’a 10 g/l (1000 mg/d! -11,4
mmol/l). Si la concentration est plus importante, diluer
I'échantillon au 1/10 avec une solution de NaCl a 9 g/l
et refaire le dosage. Multiplier le résultat par 10.

VALEURS USUELLES

PREPARATION ET STABILITE
Dissoudre le lyophilisat R2 avec un flacon de tampon R1.
Stabilité du réactif de travail : 1 semaine & 20-25°C

4 semaines a 2-8°C.

ECHANTILLONS

Sérum, plasma recueilli sur héparine.

MODE OPERATOIRE

Longueur d'onde .......c.cccceveererrennnen. 505 nm (490-550)

37°C

CUVE Gisvissiitaicionammmmemanreansmnsassass 1 cm d'épaisseur
Ajuster le zéro du spectrophotométre sur le blanc
réactif.

Femmes 40 - 140 mg/dl
0,40 - 1,40 g/l
0,46 - 1,60 mmaol/l
Hommes 60 - 165 mg/dl
0,60 - 1,65 g/l
0,68 - 1,88 mmol/l
NOTE

Les triglycérides sont stables dans le sérum 3 jours
a 2-8°C

BIBLIOGRAPHIE
Fossati P., Prencipe I., Clin. Chem. 28, 2077 (1982)
Young D., Pestaner L., Clin. Chem., 21,5 (1975)

FT Fro01 Jan 2014



