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Progres récents en diagnostic
prénatal : que reste-t-il
des prélevements invasifs
du feetus ?
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L. PikcHON1, F. BRETELLE3, C. GIRE4, L. BOUBLI!
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Le développement depuis 30 ans de techniques permettant
une prise en charge de plus en plus performante du feetus a fait
émerger progressivement le concept de médecine feetale. En
matiére de diagnostic, les progres réalisés ont été possibles grace
a l'utilisation du monitorage cardiaque, de I'échographie-doppler,
des techniques de prélevement ovulaire et de 'analyse de la biolo-
gie feetale. Il est actuellement souvent possible, grace a ces
méthodes, de porter un diagnostic précis et d’établir un pronostic.

Les progrés en médecine consistent a accroitre les perfor-
mances des moyens de diagnostic et de traitement tout en rédui-
sant Pagressivité et les risques liés a ces méthodes. L'évolution
de la médecine foetale a bien illustré cette regle générale. La réa-
lisation de prélevements biologiques ovulaires a permis de réali-
ser un progres fondamental en matiére de diagnostic prénatal.
Ce progrés a cependant eu un prix lié a la iatrogénicité de ces
prélevements, et en particulier au risque de perte feetale. Etant
donné la part importante de dépistage anténatal, le risque de
perte feetale concerne souvent des feetus normaux.
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Suivant cette logique, les progres réalisés au cours de ces
dernieres années ont été de plusieurs ordres :

— Meilleure pertinence dans l'indication du prélevement
invasif grace a l'affinement des méthodes de dépistage de la
pathologie foetale et aux meilleures performances du diagnostic
biologique;

— Développement de méthodes moins ou non invasives de
diagnostic prénatal (DPN);

— Précocité du test et rapidité des résultats.

Nous proposons de faire une mise au point sur les progres ré-
cents en diagnostic prénatal qui ont eu ou qui pourront dans un ave-
nir proche avoir une influence sur les indications de réalisation et
les informations apportées par les prélevements foetaux.

Les sujets abordés seront les suivants :

— dépistage des anomalies chromosomiques au cours du pre-
mier trimestre et leur influence sur les prélevements ovulaires;

— apport de nouvelles techniques biologiques dans les mé-
thodes invasives du diagnostic prénatal (dépistage rapide des ano-
malies chromosomiques feetales par hybridation in situ fluorescente
sur cellules amniotiques non cultivées, compléments du caryotype
foetal standard, biologie moléculaire et nouvelles techniques);

— méthodes non invasives : isolement des cellules feetales
dans le sang maternel;

— diagnostic préimplantatoire;

— biologie feetale et pathologie infectieuse materno-feetale.

|. DEPISTAGE DES ANOMALIES CHROMOSOMIQUES FCETALES AU
COURS DU PREMIER TRIMESTRE

Le dépistage de la trisomie 21 a été proposé au début des
années 70, quand les techniques de laboratoire ont permis de
déterminer le caryotype foetal. Initialement, le dépistage était
basé uniquement sur I’dge maternel et une amniocentése était
proposée aux patientes Agées de plus de 35 a 38 ans selon les
pays. Ce groupe constituait environ 5 % de la population et per-
mettait de dépister environ 30 % des trisomies 21. Il était estimé
que ces patientes avaient un risque de 1/250 environ de donner
naissance a un enfant trisomique et que ce risque était sensible-
ment identique au risque de perte feetale par amniocentese.
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A la fin des années 80, une nouvelle méthode de dépistage a été
introduite. Elle prenait en compte non seulement I’Age maternel
mais également la concentration de diverses molécules d’origine
foeto-placentaire dans la circulation maternelle. A 16 SA, les valeurs
sériques médianes de I’alpha-foeto-protéine, 'estriol et 'hCG (totale,
o libre et B libre) retrouvées en cas de trisomie 21 sont suffisam-
ment différentes des valeurs médianes rencontrées au cours des
grossesses normales pour permettre de sélectionner un groupe a
haut risque. Cette méthode a montré sa supériorité par rapport a
I’age maternel seul dans le dépistage de la trisomie 21 : pour le
méme taux de tests invasifs (5 %), elle permet d’identifier 60 % (48 a
75 %) des feetus trisomiques 21 (15, 47, 94, 106, 124).

Dans les années 90, certaines équipes ont proposé un dépis-
tage en combinant I’Age maternel et la mesure de 1’épaisseur de
la clarté nucale (CN) entre 10 et 14 SA (84, 86, 107). Une étude
récente de calcul de risque de trisomie 21 basé sur I’Age mater-
nel et la mesure de la clarté nucale a été effectuée sur 96 127
patientes provenant de 22 centres. Les échographies de 10-14 SA
avaient été effectuées par 306 opérateurs spécialement formés a
ce type de dépistage et les données du dépistage informatisées
grace a un logiciel de calcul de risque mis au point par une étude
pilote préalable (107). Environ 80 % d’anomalies chromoso-
miques feetales pouvaient étre dépistées au prix de 5 % de pré-
levements invasifs feetaux (tableau I).

Tableau 1
Dépistage d’anomalies chromosomiques basé sur la CN,
dge maternel et age gestationnel a partir de 96 127 patientes.
D’apres Snijders et al. (107)

Caryotype Total CN > 95¢ percentile Risque = 1/300
Normal 95476 4029 (4,4 %) 7907 (8,3 %)

Trisomie 21 326 234 (71,8 %) 268 (82,2 %)
Autres anomalies

Trisomie 18 119 89 (74,8 %) 97 (81,5 %)
Trisomie 13 46 33 (72 %) 37 (80 %)

Turner 54 47 (87 %) 48 (89 %)

Triploidie 32 19 (59 %) 20 (63 %)

Autre 74 41 (55 %) 51 (69 %)

Total 96127 4767 (4,9 %) 8428 (8,8 %)
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Le dépistage des anomalies chromosomiques est donc pos-
sible des le premier trimestre par ’échographie. La rentabilité de
ce dépistage parait actuellement supérieure a celle des mar-
queurs biologiques du deuxiéme trimestre. La limite principale
de cette méthode réside en la nécessité d’opérateurs entrainés
afin que leurs mesures soient reproductibles. L'utilisation de
cette méthode en tant que test de dépistage a 1’échelle de la
population ne peut se concevoir qu’a travers une politique de for-
mation des opérateurs et d’audit permanent des résultats.

Dépistage combiné des marqueurs sériques et de la clarté
nucale

Au cours du premier trimestre de la grossesse, lorsque le
feetus est porteur d’'une trisomie 21, la concentration sérique
maternelle de B-hCG libre est plus élevée et la concentration de
PAPP-A (pregnancy-associated plasma proteine A) est diminuée
par rapport aux taux retrouvés au cours de grossesses normales
(1, 9, 13, 15, 16, 17, 53, 76, 77, 81, 87, 124, 125). Par contre, il
n’existe pas de variation significative de la SP-1 (Pregnancy-spe-
cific B-1 glycoprotein) et de I'alpha-feeto-protéine (9, 15). Il
n’existe pas de relation entre les taux sériques de la B-hCG libre,
ou de la PAPP-A et la mesure de la CN, et ce, au cours de gros-
sesses normales et des grossesses avec anomalies chromoso-
miques (16, 17). Il est donc possible de combiner les mesures
sériques de la B-hCG libre, de la PAPP-A avec la mesure de la
CN pour le calcul de risque des trisomies 21.

Plusieurs travaux montrent actuellement la possibilité
d’associer ’age maternel, la mesure de la clarté nucale et le
dosage de marqueurs biochimiques sériques au cours du premier
trimestre pour rendre le dépistage des anomalies chromoso-
miques feetales plus performant (23, 24, 108, 114). Au cours
d’'une étude rétrospective, Spencer et al. (108) montrent que
I’association de I’dge maternel, de la mesure de la CN et du
dosage de la B-hCG libre et de la PAPP-A permet une sensibilité
de 89 % dans le dépistage de la trisomie 21 pour un taux de faux
positifs de 5 %.

La possibilité d’effectuer les deux tests dans un méme temps
avec obtention dans ’heure des résultats permettrait de réaliser
un dépistage performant et unique au cours du premier tri-
mestre.
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Cette nouvelle stratégie de dépistage des anomalies chromo-
somiques feetales a des conséquences directes sur les méthodes
de diagnostic prénatal, tant sur le plan du prélevement ovulaire
que sur la technique d’analyse chromosomique.

En effet, la mise au point d’'un dépistage du premier tri-
mestre, justifie de proposer un diagnostic prénatal chromoso-
mique a partir de 11-12 SA. A ce terme la culture de cellules
feetales a partir du liquide amniotique est plus difficilement réa-
lisable du fait d’'un taux plus important d’échecs de culture et les
risques pour le foetus liés & Pamniocentése sont plus importants
(26). Plusieurs études ont montré que I'amniocentese précoce
(avant 13 SA a 15 SA selon les séries) était associée a un risque
accru de pertes feetales, de pertes de liquide amniotique, d’exces
d’anomalies feetales a type de pied bot, d’échecs de ponction et
d’échecs de culture (26, 56, 99, 101, 112) par rapport aux préle-
vements effectués a un terme habituel (15 -16 SA). A ce terme,
la biopsie de trophoblaste réalisée apres 10-11 SA par voie abdo-
minale est moins risquée que 'amniocenteése (85). Les anomalies
décrites initialement et portant sur les extrémités et la face
apres biopsie de trophoblaste étaient relevées apres des préleve-
ments précoces (< 10 SA) et n'ont pas été confirmées par d’autres
études. La biopsie de trophoblaste transabdominale n’apparait
pas associée a un risque de pertes feetales plus important que
’amniocentése du deuxiéme trimestre (109). L’intérét et les
limites sur le plan biologique de la biopsie de trophoblaste seront
discutés plus loin.

Par ailleurs, la mise en place d'un dépistage de masse des
anomalies chromosomiques par des marqueurs biologiques et
échographiques au premier et au second trimestre constitue une
source de stress important pour le couple, liée en grande partie
a lattente de 1 a 3 semaines qu'impose la réalisation du caryo-
type feetal du fait de la mise en culture des cellules amniotiques.
Un résultat rapide peut étre obtenu apres biopsie de tropho-
blaste par une analyse des métaphases spontanées sans culture
préalable qui permet un diagnostic en 24 heures (cf. infra). Une
réponse rapide peut également étre apportée par 1’étude du
liquide amniotique. Les données de la littérature (54) qui rap-
portent que 95 % des anomalies chromosomiques dépistées sont
des aneuploidies des chromosomes 13, 18, 21, X et Y et la com-
mercialisation de sondes fluorescentes dirigées contre ces chro-
mosomes, qui montrent une spécificité et une sensibilité proches
de 100 %, nous amenent a réfléchir sur la place que peuvent

9



D’ERCOLE & COLL

jouer les techniques de cytogénétique moléculaire sur noyau
interphasique dans le diagnostic prénatal. En effet, elles per-
mettent d’obtenir un diagnostic de ces aneuploidies en 24 a
48 heures. Nous décrirons cette technique en insistant sur ses
avantages mais également ses limites en essayant de définir une
stratégie concernant leur utilisation

Il. APPORT DE NOUVELLES TECHNIQUES BIOLOGIQUES DANS LES
METHODES INVASIVES DU DIAGNOSTIC PRENATAL

A. Alternatives au caryotype feetal obtenu par amniocentése

1. Le caryotype feetal sur villosités choriales

Le prélevement de villosités choriales est né de la nécessité
de trouver une méthode de prélevement ovulaire plus précoce
que P'amniocentése permettant, lorsque le foetus est anormal,
une interruption de la grossesse du premier trimestre moins
traumatisante physiquement et psychologiquement pour la mere.

Les cellules des villosités choriales dérivent de la méme cel-
lule ovulaire initiale. Les cellules foetales et les cellules des
villosités choriales ont donc les mémes caractéristiques cytogéné-
tiques et géniques. Les villosités choriales prélevées lors de la
ponction sont formées de trois composantes : une couche externe
formée par le syncytiotrophoblaste, une couche moyenne compo-
sée de cytotrophoblaste et une couche interne formée par un axe
mésenchymateux dérivant directement du bouton embryonnaire.
Une fois débarrassée des fragments de la caduque maternelle, la
villosité choriale est un tissu d’origine zygotique. Une étude chro-
mosomique directe peut étre faite a partir des cellules
cytotrophoblastiques qui ont la particularité d’avoir un index
mitotique élevé et donc de permettre une analyse des métaphases
spontanées sans culture préalable, ce qui permet un diagnostic en
24 heures. La culture cellulaire de villosités choriales permet éga-
lement une analyse chromosomique foetale; le caryotype est alors
obtenu a partir des cellules mésenchymateuses.

La nécessité de disposer d’'une technique rapide pouvant étre
proposée tout au long de la grossesse avec un risque de fausse
couche équivalant a celui de 'amniocentése a amené certaines

N

équipes a proposer ce type de prélevement tout au long de la
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grossesse, 'examen direct permettant d’avoir un caryotype feetal
en urgence.

En France, certaines villes comme Bordeaux, puis d’autres
villes comme Marseille ont développé cette stratégie. En Europe
une étude collaborative a été réalisée (EUCROMIC) et a contribué
a souligner les problemes d’interprétation que peut poser la pré-
sence de certaines anomalies chromosomiques retrouvées apres
analyse directe de villosités choriales (mosaique confinée au pla-
centa) et de discordances cytogénétiques feetoplacentaires (DFP).

Le risque de DFP a été évalué environ a 1 % (54) et serait
lié a un mécanisme de non disjonction post-zygotique tres pré-
coce qui n’intéresserait donc qu'un nombre restreint de lignées
cellulaires (59, 60). Trois types de discordances feeto-placentaires
ont été décrits :

— le type 1 correspond a une anomalie chromosomique en
mosaique concernant les cellules cytotrophoblastiques (retrouvé
a examen direct);

— le type 2 correspond a une mosaique chromosomique inté-
ressant uniquement les cellules mésenchymateuses (culture de
placenta);

— le type 3 correspond & une mosaique intéressant a la fois
les deux lignées placentaires étudiées.

Les conséquences d’'une anomalie chromosomiques confinée
au placenta sur I'évolution de la grossesse et sur le pronostic de
’enfant a naitre ne sont par encore clairement définies.
Différentes hypotheses ont été avancées pour expliquer I'extréme
variabilité des conséquences cliniques de ces discordances feeto-
placentaires. Pour certains auteurs, ’altération de la fonction
placentaire est fonction du nombre de cellules anormales, pour
d’autres c’est la nature du chromosome impliqué qui est en cause.
Néanmoins il a été clairement montré a travers certaines observa-
tions (59, 60) que la présence d’'un placenta diploide retrouvé a
P’examen direct maintenait dans 95 % des cas la survie pendant la
grossesse de foetus présentant une trisomie 13 ou 18. Par ailleurs,
la présence d’'une trisomie 16 a 'examen direct s’associant a un
caryotype normal sur les autres lignées cellulaires s’accompagnait
souvent d'un retard de croissance intra-utérin (68).

Récemment la possibilité d’'une disomie uniparentale (DUP) a
été avancée pour expliquer certains phénotypes anormaux asso-
ciés a une trisomie sur examen direct de placenta et un feetus
diploide sur culture de cellules mésenchymateuses ou culture de
liquide amniotique ou de sang feetal (130). La notion de disomie
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uniparentale est tres récente en génétique (33). Une cellule triso-
mique au départ peut perdre lors de divisions successives un des
trois chromosomes homologues. Il peut arriver lors de la restaura-
tion de I’état diploide que les deux chromosomes restants
proviennent du méme parent. La notion d’empreinte parentale est
également une notion récente : un grand nombre de génes doivent
étre obligatoirement représentés a la fois par 1’allele maternel et
par lallele paternel pour assurer une fonction normale. Ainsi la
disomie uniparentale par le biais de I'empreinte parentale peut
avoir des conséquences malgré un caryotype apparemment nor-
mal. Ceci a été retenu pour certains chromosomes soumis a
I’empreinte parentale : chromosome 15 (DUP 15 maternelle : syn-
drome de Prader Willi et DUP 15 maternelle : syndrome
d’Angelman), chromosome 11 (DUP 11 paternelle : syndrome de
Beckwith-Wiedemann), chromosome 7 (DUP 7 maternelle : syn-
drome de Silver-Russel), chromosome 6 (DUP paternelle : diabeéte
néo-natal transitoire), chromosome 14 (DUP 14 maternelle :
trouble de la croissance et puberté précoce, DUP 14 paternelle :
dysplasie du squelette et déformation thoracique), chromosome 2
(DUP maternelle : retard de croissance intra-utérin et dysplasie
pulmonaire) (31, 32).

L’ensemble de ces considérations nécessite de la part du bio-
logiste en charge de I’analyse cytogénétique du prélevement ovu-
laire une bonne connaissance de I’ensemble de ces données.
Actuellement, du fait du risque de discordance foeto-placentaire,
il est fortement conseillé d’associer a tout examen direct une cul-
ture de villosités choriales. Cette approche nécessite de la part
du préleveur un effort particulier car la combinaison de ces deux
techniques nécessite une quantité suffisante de matériel. Un
échec de la culture est souvent directement lié a une quantité
insuffisante de matériel prélevé ce qui est tres préjudiciable pour
la conclusion du caryotype feetal. Afin de pallier ce probléme, cer-
taines équipes préferent associer a I'examen direct un préleve-
ment de liquide amniotique (35). Par ailleurs, la disomie
uniparentale doit toujours étre exclue lors de la découverte d'une
anomalie numérique en mosaique lors du prélevement placen-
taire. Cette étude est réalisable en comparant sur le plan molé-
culaire, a 'aide des sondes génomiques tres polymorphes, le
prélevement de placenta, le prélevement de liquide amniotique et
les prélevements sanguins des parents afin de déterminer l’ori-
gine du chromosome impliqué. Dans tous les cas de discordance
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feeto-placentaire, un conseil génétique et un suivi échographique
sont par ailleurs indispensables.

2. La recherche d’aneuploidie par hybridation in situ
fluorescente sur cellules amniotiques non cultivées

Les techniques classiques de culture de cellules amniotiques
permettent d’obtenir un caryotype feetal entre 1 et 3 semaines
selon les laboratoires. Depuis une dizaine d’années sont appa-
rues de nouvelles méthodes issues de la biologie moléculaire qui
permettent de réaliser un diagnostic rapide des principales ano-
malies chromosomiques.

a. Méthode

La technique d’hybridation in situ utilisant des sondes géno-
miques fluorescentes (FISH : Fluorescent In Situ Hybridization) a
completement bouleversé le domaine de la cytogénétique et donc
par la méme occasion le diagnostic prénatal. Lhybridation in situ
n’est pas une technique récente; elle est utilisée depuis de nom-
breuses années dans les laboratoires de recherche. Ce qui a permis
son essor ces derniéres années est directement lié, d'une part au
marquage de sondes qui se fait maintenant griace a un fluoro-
chrome et non un marqueur radioactif et d’autre part, a la
commercialisation de sondes génomiques fluorescentes spécifiques
d’une région chromosomique ou d’'un chromosome donné. Des
études collaboratives ont montré leur spécificité et leur reproducti-
bilité permettant de les intégrer a une approche diagnostique. La
technique est basée sur la propriété de TADN d’étre constitué de
deux brins complémentaires qui s’hybrident et se déshybrident a
une température donnée. L’analyse d’'un chromosome ou d’'une
séquence d’acides nucléiques donnée se fait par l'utilisation dun
fragment ’ADN complémentaire (sonde) de la séquence d’acide
nucléique d’intérét. La sonde et la préparation chromosomique sont
a I’état de simple brin et la reconnaissance de la séquence d’'intérét
par la sonde se concrétise par une hybridation des deux fragments
complémentaires. Le marquage préalable de la sonde a I'aide d'un
fluorochrome permet de la visualiser par détection a 'aide d’'un
microscope a fluorescence muni d’un filtre spécifique pour le fluoro-
chrome utilisé. Cette technique est bien str possible sur
chromosome en métaphase mais également sur noyau en inter-
phase (a un moment du cycle cellulaire ou ’ADN est completement
décondensé et ou les chromosomes ne sont plus identifiables en
tant que tels au microscope) : dans ce cas, les chromosomes ne sont
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pas visualisés, seul est visualisé un signal coloré témoin de la pré-
sence du chromosome recherché. Cette possibilité offerte par la
FISH a donc permis de se passer de l'obligation d’obtenir des
mitoses et autorise ’étude du contenu chromosomique des cellules
directement apres leur recueil sans culture préalable.

Divers types de sondes sont utilisables sur des noyaux en
interphase et sont caractérisés par leur taille et par les
séquences particulieres qu’elles reconnaissent. On distingue plu-
sieurs catégories de sondes :

* Les sondes répétitives alpha satellites. Elles reconnaissent
la région répétée péricentromérique. Leur avantage est 'obten-
tion d'un signal assez volumineux lorsqu’elles sont utilisées sur
noyau interphasique. Par contre, la taille du signal dépend du
polymorphisme péricentromérique et peut étre variable. De plus
la spécificité de la sonde peut étre liée aux conditions d’hybrida-
tion. La premieére sonde commercialisée dirigée contre le chro-
mosome 21 était une sonde alphoide et 'utilisation n’en était pas
aisée car les chromosomes 21 et 13 partagent les mémes
séquences répétées, ce qui rendait la distinction entre les deux
chromosomes impossible. Actuellement les sondes commerciali-
sées spécifiques du chromosome 21 sont des sondes cosmidiques,
comme celles dirigées contre le chromosome 13. Les sondes des
chromosomes 18, X et Y sont des sondes alphoides mais il
n’existe pratiquement pas d’hybridation croisée entre les chro-
mosomes qui pourraient étre a l'origine de faux positifs. Winsor
et al. (128) décrivent un cas de faux positif pour lequel la sonde
alpha-satellite du chromosome X s’est hybridée sur le chromo-
some 19 dans le cadre d’un variant familial et rapportent une
revue de la littérature de 5 cas sur une série de 10000 analyses.

* Les sondes cosmidiques. Elles ont une taille variable et
sont dirigées vers des régions chromosomiques bien spécifiques.
Elles ont ’avantage de donner un signal constant et tres spéci-
fique analysable sur noyau interphasique.

* Les sondes préparées a partir de chromosomes artificiels de
levure (YAC) sont de taille supérieure aux sondes cosmidiques mais
semblent d’'une rentabilité moins importante dans ’énumération
des signaux dans cette approche que les sondes cosmidiques (93).

Actuellement, un prélevement de cellules foetales par amnio-
centese, ponction de sang foetal ou méme biopsie de trophoblaste
peut étre traité directement pour la FISH. Seule une fraction de
ce prélevement sera utilisée, le reste étant gardé pour établir une
culture cellulaire.

14



PROGRES EN DIAGNOSTIC PRENATAL

Il y a encore quelques années, les sondes étaient fabriquées
par certains laboratoires de recherche ce qui n’en favorisait pas la
production ni la diffusion. Actuellement la plupart des sondes sont
accessibles dans le commerce et des kits associant la détection des
chromosomes les plus fréquemment associés a une anomalie sont
disponibles (13, 18, 21, X, Y). Chaque chromosome est marqué avec
un fluorochrome différent, ce qui permet de détecter 'ensemble des
anomalies concernant ces chromosomes sur le méme noyau a l'aide
d’un microscope a fluorescence muni des filtres adéquats. Cette
analyse ne nécessite qu'un échantillon de 2 a 5 ml de liquide
amniotique et le résultat peut étre rendu en 24 heures.

La réalisation de cette technique est aisée mais l'interpréta-
tion du résultat nécessite une bonne connaissance des techniques
d’hybridation et une extréme rigueur. La préparation des cellules
est une étape critique pour garantir la réussite de la technique
FISH et permettre de donner un résultat fiable : en effet, un cer-
tain « bruit de fond », lié soit &4 un défaut d’hybridation des sondes,
soit a leur accrochage non spécifique sur des structures cellulaires
autres que les chromosomes cibles, risque de fausser l'interpréta-
tion finale.

Apres évaluation de la qualité de la lame, il faudra sélection-
ner les noyaux analysables. Un minimum de 100 noyaux doit étre
compté, c’est-a-dire que pour chacun d’entre eux on comptera le
nombre de signaux de couleurs différents. Le comptage permet
d’établir un histogramme de distribution du nombre de cellules
présentant 2 ou 3 signaux fluorescents. La normalité ou non du
diagnostic dépend ensuite des valeurs généralement observées
chez les foetus a caryotype normal et chez ceux présentant effecti-
vement une trisomie. Une majorité de noyaux par exemple plus de
90 % présentant sans ambiguité 2 signaux autorise le médecin
cytogénéticien a affirmer avec une quasi certitude que le nombre de
chromosomes testés sera normal au moment ou le caryotype final
sera rendu. A l'inverse, le méme pourcentage observé de cellules a
3 signaux fluorescents signe une probable trisomie (104). Tout
dépend donc du nombre de faux positifs et faux négatifs générés
par la FISH, taux qui ne peuvent étre déterminés qu’apres études
portant sur de grands effectifs. Les études récentes montrent que
cette technique posséde une tres bonne performance dans la détec-
tion d’anomalies chromosomiques ciblées. Eiben et al. (28)
rapportent une expérience portant sur 3150 analyses de liquide
amniotique par FISH. Les amniocenteses avaient été pratiquées a
partir de 12 SA jusqu’au 3e trimestre. Sur les 3150 diagnostics
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prénatals confirmés par les techniques classiques, toutes les triso-
mies 13, 18 et 21 ainsi que tous les cas d’anomalies gonosomiques
avaient été diagnostiqués. Les auteurs rapportent cependant la
méme année (27) leur premier cas de faux négatif sur plus de 3200
analyses effectuées. Selon les kits commercialisés en France, les
résultats sont donnés pour fiables a 99,9 % (115).

Les limites de cette analyse sont, d'une part l'existence d'une
aneusomie en mosaique de diagnostic et d’interprétation délicate
— il s’agit le plus souvent de mosaiques concernant les chromo-
somes X et Y —, et d’autre part la contamination des prélevements
par des cellules maternelles. Winsor et al. (129), rapportent un
taux de 4 % de contamination maternelle. Pour Hockstein et al.
(50) le taux de contamination des prélevements par des cellules
maternelles était de 2 %. Ce taux variait significativement en fonc-
tion des facteurs suivants : ponction transplacentaire (6 %),
ponctions répétées (27,5 %) et I'expérience faible de 'opérateur
(4,5 %). Le grand nombre de cellules analysées permet de minimi-
ser le risque de faux négatifs qui supposerait une contamination
massive par les cellules maternelles (104).

b. Place de la FISH sur noyau interphasique dans le
diagnostic prénatal des anomalies chromosomiques

La FISH permet d’obtenir tres rapidement un résultat fiable
portant sur le diagnostic d’'un certain nombre d’anomalies chro-
mosomiques ciblées et comptant parmi les plus fréquentes.

Les difficultés de son utilisation sont actuellement de deux
ordres :

— un des intéréts majeurs de ce type de technique est de gui-
der l'attitude obstétricale dans les situations ou le foetus pré-
sente un risque important d’anomalie chromosomique et ou il est
important d’avoir un résultat rapide (grossesse avancée, souf-
france foetale, menace d’accouchement prématuré). Un diagnos-
tic normal en FISH permet de rassurer partiellement en
connaissant les limites de cette méthode (cf. infra). Ce qui peut
poser encore plus de probléemes actuellement est la délivrance a
l’obstétricien d’'un résultat anormal. L’American College of
Medical Genetics (5) recommandait en 1993 que la technique
FISH sur amniocytes non cultivés soit considérée comme un test
de recherche et que des actions irréversibles ne soient pas entre-
prises sur les résultats de la FISH seule. Actuellement, aucun
résultat ne peut encore étre suivi d'une proposition d’interrup-
tion médicale de grossesse car c’est toujours le caryotype final
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qui est considéré comme la traduction exacte de la constitution
chromosomique du foetus (78). Il est donc indispensable que les
données a partir de grandes séries confirment la fiabilité de la
FISH et I’établissent comme une technique diagnostique a part
entiére de sorte que ses résultats puissent étre pris en compte de
facon formelle dans les décisions obstétricales;

— la deuxiéme difficulté est liée au fait que la FISH ne per-
met pas d’éliminer complétement toute anomalie chromosomique
comme le fait le caryotype feetal standard. Une étude récente
rapportée par Evans et al. (34) et portant sur 146 000 diagnostics
prénatals a montré que seulement 70 % des anomalies chromo-
somiques retrouvées auraient pu étre détectées par la FISH, uti-
lisant les 5 sondes sur liquide amniotique non cultivé. Les autres
concernaient des anomalies de structure, équilibrées ou non, et
ne pouvaient pas étre diagnostiquées par cette technique.

Lewin et al. (71), rapportent alors une sensibilité de 88,5 %
variant de 94,6 % si 'on ne considére que ’dge maternel et d’envi-
ron 85 % si l'indication est un signe d’appel échographique ou les
marqueurs sériques élevés. Cette différence de sensibilité en fonc-
tion de l'indication est également rapportée par d’autres auteurs
(91,113) et correspond a la plus grande diversité des anomalies
chromosomiques associées a la présence d’'un signe d’appel écho-
graphique. La sensibilité est plus faible encore (73,4 %) lorsque le
signe d’appel est de découverte tardive, apres 34 SA (71).

Il apparait donc que la rentabilité de la FISH est insuffi-
sante dans les situations a haut risque et son intérét ne vaut que
par la rapidité des résultats permettant d’exclure 70 % des ano-
malies et en soulignant une fois encore les limites des décisions
face a un résultat anormal. La rentabilité est meilleure dans le
groupe des grossesses a faible risque d’anomalie chromosomique
feetale, groupe qui est largement majoritaire. Dans ce cas, la tres
grande majorité des anomalies chromosomiques sont des aneu-
ploidies et leur diagnostic est accessible a la FISH. Le probléme
est donc de savoir s’il est licite de se limiter dans ce groupe a la
FISH seule ou s’il faut établir un caryotype complet.

B. Complément du caryotype feetal standard
Dans certaines situations de diagnostic prénatal chromoso-
mique ou génique, I'analyse chromosomique isolée ne suffit pas a

la mise en évidence d'une anomalie foetale.
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L’apport des techniques de cytogénétique moléculaire et de
biologie moléculaire a modifié considérablement les investiga-
tions possibles dans ces cas. Ainsi, une meilleure caractérisation
de micro-remaniements chromosomiques dans le cadre de trans-
locations chromosomiques familiales équilibrées est possible avec
une meilleure fiabilité. La prise en charge des signes d’appel
chromosomique est également améliorée par la recherche pos-
sible d’'un syndrome microdélétionnel ou d’'une mutation génique
s’associant a une pathologie malformative rentrant dans le cadre
d’'un syndrome génique.

1. Techniques de cytogénétique moléculaire

a. Meilleure caractérisation des remaniements chromosomiques
de petite taille

Nous avons vu l'apport de la technique de FISH dans I’ana-
lyse des aneuploidies sur cellules non cultivées. Cette technique
peut également étre utilisée sur chromosomes en métaphase et
permettre une analyse d’'une ou de plusieurs régions particu-
lieres. A coté des sondes alphoides et des sondes cosmidiques
déja décrites précédemment, il existe d’autres types de sondes
génomiques : les sondes télomériques qui sont spécifiques des
extrémités des chromosomes, régions connues pour étre le siege
de remaniements chromosomiques, et des sondes de peinture
chromosomique décrites précédemment. Ces sondes de grande
taille permettent de reconnaitre un chromosome entier. Il sera
alors marqué d’une couleur particuliere en fonction du fluoro-
chrome utilisé.

Enfin, certaines sondes sont composées d’'un mélange de
séquences d’ADN marquées qui reconnaissent la totalité d’un
chromosome, aboutissant &4 un marquage global d’'une paire chro-
mosomique donnée ou « peinture chromosomique » (chromosome
painting). Ces derniéres sont principalement utilisées dans le
diagnostic des anomalies de structure équilibrées (translocations,
insertions) et dans celles de certains chromosomes anormaux
porteurs de fragments excédentaires dont l'identification n’est
pas toujours possible par les techniques cytogénétiques clas-
siques (104).

La technique de FISH multicolore a I'aide de 24 sondes dif-
férentes spécifiques des 22 paires d’autosomes et des chromo-
somes sexuels est trés utile dans la prise en charge des
remaniements chromosomiques complexes. Le panel de sondes
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(alphoides, cosmidiques, télomériques, de peinture chromoso-
mique) accessibles aujourd’hui dans le commerce pour tous les
chromosomes permet une meilleure prise en charge de ces rema-
niements chromosomiques. Le colt élevé de ces sondes est un
élément limitant dans l'utilisation plus large de ces outils.

b. Recherche de syndrome microdélétionnel

Certaines pathologies génétiques s’associent a une délétion
moléculaire de quelques kilobases emportant certains génes. La
mise en évidence de cette anomalie sur le plan chromosomique
ne peut pas se faire sur un caryotype standard et nécessite une
approche de FISH sur chromosomes en métaphases en utilisant
des sondes cosmidiques, par exemple spécifiques de la région
pouvant étre délétée. Dans le cadre du diagnostic prénatal des
pathologies micro-délétionnelles peuvent étre suspectées comme
la microdélétion du chromosome 4p s’associant avec le syndrome
de Wolf-Wirshorn et la microdéletion 22q11 s’associant au syn-
drome de DiGeorge et au syndrome vélocardiofacial regroupés
sous l'acronyme CATCH 22 (Cardiac defect, Abnormal facies,
Thimyc hypoplasia, Cleft palate, hypocalcemia).

Le syndrome de Wolf-Wirshorn (syndrome du 4p-) associe un
retard mental, une dysmorphie associée a un retard de crois-
sance tres sévere. La mise en évidence d'un retard de croissance
tres sévere au cours de la grossesse sans aucune étiologie peut
nécessiter la recherche d’'une délétion du bras court du chromo-
some 4 par FISH en complément a un caryotype standard sur
lequel cette anomalie peut tout a fait passer inapercue.

La microdélétion du chromosome 22q1l1 s’associe a un
spectre phénotypique tres large dans lequel la cardiopathie de
type conotroncal constitue le signe clinique le plus fréquent. En
dehors de la cardiopathie qui conditionne en grande partie le pro-
nostic, peuvent s’associer un déficit immunitaire, une hypocalcé-
mie et des difficultés de langage et d’apprentissage ainsi que des
troubles psychotiques qui alourdissent fortement le pronostic. La
recherche systématique de cette microdélétion devant une car-
diopathie foetale a montré la présence de cette microdélétions
dans 11,5 % des cas (69). L'indication de recherche de cette
microdélétion doit étre réalisée en fonction du type de la cardio-
pathie et des antécédents familiaux qui peuvent dans certains
cas apporter certains éléments en faveur de ce syndrome micro-
délétionnel. Un avis génétique est indispensable dans ce
contexte.
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2. Technique de biologie moléculaire

Parmi les anomalies congénitales, approximativement 2/3
correspondent a des anomalies génotypiques et/ou environne-
mentales. Les anomalies génotypiques résultent soit d'une muta-
tion sur un seul gene (hérédité mendélienne ou monofactorielle),
soit d’atteintes multigéniques et/ou environnementales (hérédité
multifactorielle) (66).

Dans I’hérédité monofactorielle, une mutation concerne habi-
tuellement un seul locus. Le chromosome porteur du géne muté
apparait normal en cytogénétique car une délétion minime ou la
délétion d’'une séquence nucléotidique sont invisibles. Dans ce
cas, I’étude généalogique, la mesure des produits d’'un gene
(dosage d’une protéine spécifique, mesure d'une activité enzyma-
tique) et 'analyse de ’ADN sont utilisées.

Il existe actuellement plus de 9000 affections monogéniques
répertoriées; le diagnostic prénatal et le diagnostic de porteurs
sains ne sont actuellement réalisables que pour quelques
dizaines d’entre elles.

Les moyens du diagnostic prénatal seront différents selon
que le géne est connu ou non, si la ou les mutations responsables
de la maladie sont ou non caractérisées et s’il existe un poly-
morphisme de restriction (RLFP : Restriction Fragment Length
Polymorphism) lié au géne ou non. Un diagnostic direct peut étre
proposé si une mutation altere un site de restriction, si elle
entraine une délétion, ou si elle consiste en une mutation ponc-
tuelle détectable par une sonde spécifique. A défaut, on posera
un diagnostic indirect par étude de liaison avec un ou plusieurs
RFLP liés a I'anomalie génétique entrainant la maladie. Une
étude familiale est indispensable dans ce cas (66).

Les avantages de l'analyse de ’ADN sont l'acces aisé au
matériel d’étude (liquide amniotique, trophoblaste, sang feetal).
L’expression d’'un géne n’est pas requise pour ’analyse et
n’importe quelle cellule nucléée de 'organisme peut étre utilisée.

Le diagnostic prénatal par analyse de 'ADN fut effectué
pour la premiére fois en 1976 (61). Les premiers diagnostics pré-
natals furent 'alpha-thalassémie, puis la drépanocytose en 1978,
puis la béta-thalassémie, ’hémophilie A et B, la myopathie de
Duchenne, la phénylcétonurie, la mucoviscidose et la chorée de
Huntington dans les années 80.

La prise en charge des signes d’appel échographiques a été
également améliorée par la découverte de mutations ponctuelles
associées de fagon systématique a une pathologie génétique pou-
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vant s’exprimer en période prénatale par la découverte d'une mal-
formation a I’échographie. C’est le cas de certaines images
digestives qui nécessitent d’éliminer un diagnostic de mucovisci-
dose. Un autre exemple est la possibilité actuelle d’apporter une
certitude au diagnostic d’achondroplasie par amniocentese. La
confirmation moléculaire est réalisée par la mise en évidence de la
mutation G380R du gene FGFR3 qui code pour un récepteur de fac-
teur de croissance fibroblastique (12). La cause de ce nanisme est
une mutation unique du géne identifiable par étude moléculaire.

3. Nouvelles techniques

A T'interface des techniques de cytogénétique moléculaire et
de biologie moléculaire est en train de naitre une troisieme géné-
ration d’outils biologiques qui sans aucun doute va bouleverser
les laboratoires de diagnostic prénatal; il s’agit des techniques
d’hybridation génomique comparative (CGH) et de « puce a
ADN » (microarray) qui peuvent aussi se combiner (CGH array).

a. L’hybridation génomique comparative

La technique de CGH est basée sur le principe de la technique
d’hybridation in situ mais dans ce cas ’hybridation se fait entre
PADN du patient marqué a un fluorochrome donné (ex : couleur
verte) et un ADN contréle témoin marqué lui aussi a un fluoro-
chrome donné (ex : couleur rouge). L'’hybridation des deux ADN va
entrainer la création d'une troisiéme couleur issue de la combinai-
son des deux précédentes (ex : jaune) si I’hybridation est normale.
La présence d’'une délétion moléculaire chez le patient se caracté-
risera par des régions d’ADN resté rouge, par contre une
duplication d'une région particuliere fera apparaitre anormale-
ment de la couleur verte. L'application de ces techniques connait
déja un intérét surtout dans le domaine de I'analyse des micro-
remaniements (14) mais également dans la recherche d’anomalie
chromosomique a partir du liquide amniotique non cultivé (64).
Cette technique a 'avantage contrairement aux techniques de
FISH de pouvoir diagnostiquer 'ensemble des anomalies chromo-
somiques (aneuploidie et translocations chromosomiques).

b. Les « puces a ADN »

Le terme de puce a ADN fait référence a la fabrication d’'un
support dans lequel des séquences d’ADN d’intérét de taille
variable (8-25 nt & 100 pb) sont incorporées. Ces segments jouent
le role de « sondes ». On incorpore un marqueur fluorescent a
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I’ADN ou a ’ARN a analyser qui est déposé sur le support. Si une
réaction d’hybridation a lieu, le marquage fluorescent sera
retrouvé sur le support et signifie que la séquence d’intérét
(« sonde ») est présente dans ’ADN ou ’ARN étudié (46). Les
domaines d’application de cette méthode sont multiples. On ima-
gine aisément l'intérét de cette technique dans le domaine du
diagnostic prénatal ol sur un méme support pourraient étre
déposées des séquences d’intérét de différents chromosomes, des
régions délétées dans les syndromes micro-délétionnels et des
séquences de genes susceptibles d’étre mutées dans certaines
pathologies malformatives.

[Il. IDENTIFICATION DES CELLULES FCETALES
DANS LE SANG MATERNEL

Depuis une dizaine d’années, un des axes de la recherche
dans le domaine du diagnostic prénatal a pour but le développe-
ment d’'une méthode non invasive de diagnostic prénatal basée
sur l'isolement et 'analyse des cellules feetales qui circulent dans
la circulation maternelle. En effet, des cellules feetales sont
détectables a partir de la sixiéeme semaine de grossesse (40). Au
cours du premier trimestre, la proportion de cellules foetales par
rapport aux cellules maternelles est tres faible et a été estimée
a environ 1/10% a 1/108 de cellules (67). Cette quantité augmente
de facon importante au cours de la grossesse pour arriver a
terme & un total d’environ 1/10% Le passage maximum de cel-
lules foetales a lieu lors de 'accouchement.

1. Les différents types cellulaires

Différents types de cellules nucléées sont retrouvés dans la
circulation maternelle : les cellules trophoblastiques, les leuco-
cytes et les érythroblastes. Les cellules trophoblastiques ont été
les premieéres cellules mises en évidence dans la circulation
maternelle. Ce passage existe des le premier trimestre de la gros-
sesse du fait de I'invasion trophoblastique des vaisseaux utérins.
Environ 100000 cellules trophoblastiques passent chaque jour
dans la circulation maternelle mais elles sont massivement
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séquestrées lors de leur premier passage pulmonaire (105) et
seulement une tres faible quantité est retrouvée dans la circula-
tion veineuse périphérique. De plus, l'identification des anti-
genes placentaires est difficile. Nous ne disposons pas d’anticorps
monoclonaux trés spécifiques pour les reconnaitre. Les autres
difficultés sont représentées par le fait que le diagnostic d’aneu-
ploidie est géné par le caractére multinucléé de certaines cellules
trophoblastiques et enfin par l'existence de 1 % de mosaique
chromosomique limitée au placenta (19). Les lymphocytes sont
produits tardivement par le feetus et apparaissent vers 15 SA
dans la circulation maternelle (52). Ils peuvent persister plu-
sieurs années chez la mere et donc étre présents lors de gros-
sesses successives. Les antigenes de surface des lymphocytes
feetaux sont identiques a ceux des lymphocytes maternels
adultes et leur repérage nécessite préalablement un phénotypage
HLA du pere (19, 111), ce qui est inapplicable pour un dépistage.
Les érythroblastes, cellules mononucléées précurseurs des
globules rouges, sont produits par 'embryon des 4-5 SA et sont
présents précocement dans la circulation maternelle. Ils repré-
sentent actuellement les meilleurs candidats pour le diagnostic
anténatal. Leur durée de vie est de 90 jours environ, ce qui
exclut le risque de retrouver dans la circulation maternelle des
érythrocytes provenant d’'une grossesse précédente. Les érythro-
blastes feetaux posseédent des antigenes marqueurs de la lignée
érythrocytaire : glycophorine A, CD 36, CD 71, (récepteur de la
tranferrine) qui peuvent étre identifiés grace a ’'aide d’anticorps
monoclonaux (19). Par contre tous les érythrocytes nucléés
retrouvés dans la circulation ne sont pas d’origine feetale; il
existe une petite population de cellules d’origine maternelle.

2. Facteurs influencant le passage cellulaire materno-feetal

Certains facteurs influencent le passage de cellules feetales
dans le sang maternel.

— lage gestationnel ;

— laneuploidie. Les cellules feetales sont plus facilement
détectées lorsque le foetus est porteur d'une aneuploidie. Ce fait
est peut-étre lié a une anomalie placentaire ou a un défaut de
maturation de la lignée érythrocytaire. L'expression du CD71 est

accrue chez les feetus porteurs d’'une trisomie 21 (29);
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— compatibilité érythrocytaire. En cas d’incompatibilité
Rhésus entre la meére et le feetus et d'immunisation maternelle, la
quantité de cellules foetales circulantes est diminuée proportion-
nellement au taux d’Ac anti-Rh. En revanche la compatibilité HLA
materno-feetale augmente le passage des cellules feetales (19);

— prééclampsie et hypotrophie feetale. Le nombre d’érythro-
blastes circulants est accru dans ces circonstances, ce qui
témoigne peut-étre du défaut de placentation. Al Mufti et al. (2,
3), a partir de prélevements maternels réalisés a 22 — 24 SA, ont
montré que le taux d’érythroblastes d’origine feetale dans la cir-
culation maternelle était plus élevé lorsque les Doppler utérins
étaient pathologiques (4,5 % d’érythroblastes versus 1 % lorsque
les Doppler étaient normaux). Ce taux était également plus élevé
chez les patientes développant par la suite une prééclampsie ou
un retard de croissance intra-utérin (5,5 % versus 2 % en absence
d’anomalie);

— hémorragie feeto-maternelle;

— variations individuelles.

3. Isolement, tri et enrichissement des cellules feetales

Du fait du faible nombre de cellules feetales circulantes, un
enrichissement de cette population est nécessaire avant tout dia-
gnostic. Les techniques d’isolement des cellules feetales sont
basées sur l'utilisation d’anticorps monoclonaux spécifiques
d’antigéenes foetaux. Leur spécificité et leur sensibilité sont
déterminantes pour un tri efficace. Plusieurs anticorps peuvent
étre utilisés : anti-CD71, récepteur a la transferrine, anti-glyco-
protéine A, anti-CD-36, anticorps dirigés contre la chaine gamma
de 'hémoglobine feetale, anti-récepteurs a I’érythropoiétine. Une
sélection négative est également possible et permet d’évaluer les
cellules maternelles du prélevement et de récupérer les cellules
feetales. L’anticorps anti-CD45 reconnait 'antigene CD45 pré-
sent a la surface des leucocytes maternels (19). Les premieres
techniques de tri et d’enrichissement cellulaire utilisaient une
approche par cytométrie de flux ou FACS (fluorescent activated
cell sorting). Ces techniques sont toujours utilisées par certaines
équipes mais il s’agit de techniques lourdes et difficilement appli-
cables au diagnostic prénatal en routine. Une deuxiéme méthode
beaucoup plus simple de tri cellulaire magnétique ou MACS
(magnetic activated cell sorting) a été par la suite développée et
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semble plus adaptée a une activité de routine. Cette technique
utilise des billes magnétiques qui sont couplées a un anticorps
spécifique des cellules érythrocytaires, ’'anti-CD71 qui est dirigé
contre le récepteur de la transferrine. L'isolement du complexe
billes magnétiques-anticorps-cellule cible est possible apres pas-
sage sur colonne munie d'un aimant. Afin d’optimiser la tech-
nique on préfere réaliser une séparation cellulaire sur trois
gradients de sucrose de densité différente avant de procéder a
Ienrichissement proprement dit.

4. Diagnostic

Quelle que soit la technique d’enrichissement, une propor-
tion importante de cellules maternelles persiste, rendant impos-
sibles les techniques de cytogénétique classiques. Par contre une
approche par technique de FISH ou par biologie moléculaire
(PCR) est possible. Une reconnaissance des cellules feetales par
Putilisation d’'un anticorps dirigé contre 1’hémoglobine feetale
(HbF) précédera la technique.

La PCR a été appliquée pour obtenir un diagnostic de sexe,
de génotype Rh D, de béta-thalassémie, d’hémoglobinopathie et
de myopathie de Duchenne (19)

L’approche par multiFISH (sondes 13, 18, 21, X, Y) sur
noyaux interphasiques est possible. La détection d’aneuploidie
par ces méthodes non invasives est d’environ 40 a 60 % (4, 25).
Al Mufti et al. (4) réalisent 230 préléevements sanguins maternels
a 10-14 SA avant prélevement invasif pour caryotype foetal. Le
caryotype foetal était anormal dans 80 cas avec 31 trisomies 21.
En fixant un seuil de positivité a 3 % de cellules présentant 3
signaux, la sensibilité de la FISH pour détecter une trisomie 21
était de 97 % pour un taux de faux positifs de 13 %. Avec un seuil
de 5 %, la sensibilité était de 61 % et la spécificité de 100 %. Des
résultats similaires étaient obtenus pour les trisomies 18 et 13
en utilisant les sondes adéquates.

Ces résultats montrent qu’actuellement la recherche d’aneu-
ploidie par isolement des cellules foetales dans le sang maternel
s’inscrit plus dans une démarche de dépistage que de diagnostic.
Al Mufti et al. (4) estiment que l'utilisation combinée de cette
technique, de ’dge maternel et de la mesure de la clarté nucale
permettrait de dépister 80 % des trisomies avec un taux de pré-
levements invasifs inférieur a 1 %.
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5. Autres approches

A coté de l'isolement des cellules feetales, d’autres approches
sont réalisées également :

— Lo et al (73) ont montré grace a des techniques de PCR
quantitative permettant de mesurer la quantité d’ADN feetal
dans le plasma et le sérum maternel, que le plasma maternel
contenait de grandes quantités d’ADN feetal. Ces concentrations
correspondent & une moyenne de 3,4 % du plasma total en début
de grossesse et a une moyenne de 6,2 % en fin de grossesse.
I’ADN feetal peut étre détecté des 7 SA et sa quantité augmente
dans le sérum maternel avec 'Age de la grossesse. Cet ADN est
donc accessible aux analyses moléculaires telles que la PCR fluo-
rescente quantitative qui permet de réaliser des diagnostics de
pathologie génétique.

La présence de ’ADN feetal dans le sang maternel permet
actuellement de réaliser le génotypage feetal RhD dans le sang des
meres RhD négatif. Cette avancée est importante pour le suivi des
patientes immunisées, pour le ciblage de 'immunoprophylaxie Rh
anténatale et pour I’épargne de RAI prénatales. Lo et al. (72) rap-
portent une étude portant sur 57 patientes Rh D négatives. 39
foetus étaient RhD + et 18 RhD-. 12 prélevements avaient été réali-
sés au cours du premier trimestre, 30 au cours du second trimestre
et 15 au cours du troisieme trimestre. Les résultats de la détermi-
nation du groupe feetal RhD par PCR sur sang maternel étaient
tous exacts lorsque les prélevements avaient eu lieu au cours des 2
et 3¢ trimestres. Parmi les 12 prélévements réalisés au cours du
premier trimestre, 2 foetus étaient RhD + alors que le plasma ne
contenait pas d’ADN RhD, les 10 autres prélevements étaient
concordants. Au cours d'une communication personnelle, Parnet-
Mathieu et al. (88) ont rapporté récemment I'expérience du Centre
d’Hémobiologie Périnatale. Le plasma de 182 femmes RhD- avait
été testé. Les résultats de 'étude de 'ADN plasmatique maternel
avaient été confrontés au phénotype érythrocytaire ou au génotype
des amniocytes. 96 % des résultats étaient concordants. Les
auteurs relevaient 3 faux positifs (1 contamination et 2 génes RhD
silencieux, 1 maternel et 1 feetal); et 4 faux négatifs (défaut de sen-
sibilité attribué 3 fois a l’action inhibitrice de I’héparine et 1 fois a
la précocité de terme gestationnel : 6 SA avec un prélevement posi-
tif ultérieurement, a 10 SA).
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— Des cultures cellulaires feetales ont été initiées a partir de
prélevements de sang maternel. Le but de cette recherche est de
pouvoir proposer sur les cellules matures obtenues, la réalisation
d’un caryotype feetal (117). Cette approche est limitée par le fait
qu’il existe également dans le sang maternel des cellules progé-
nitrices maternelles qui se multiplient également. Bohmer et al.
(11) proposent une méthode qui permet de différencier les cel-
lules feetales des cellules maternelles.

— Des techniques de micromanipulation ont également été in-
troduites pour permettre d’isoler physiquement la ou les cellules foe-
tales et réaliser des analyses moléculaires par des techniques de
PCR sur cellule unique (single cell PCR), de FISH et de CGH (Taka-
bayashi et al. (110) et communication personnelle, Conférence Inter-
nationale de Diagnostic Prénatal, Barcelone, juin 2000).

En conclusion, I'isolement des cellules feetales ou d’ADN
feetal dans la circulation maternelle constitue une voie de
recherche trées importante dans le domaine du diagnostic préna-
tal méme si les retombées cliniques actuelles sont assez limitées
compte tenu des outils biologiques par ailleurs disponibles.
Néanmoins, il parait possible d’envisager une politique de dépis-
tage incluant ce type de technique afin de diminuer le nombre de
prélevements ovulaires invasifs.

IV. DIAGNOSTIC GENETIQUE PREIMPLANTATOIRE (DPI)

Le diagnostic génétique préimplantatoire est une forme tres
précoce de diagnostic prénatal. Il repose sur 'analyse du contenu
génétique des embryons humains obtenus apres fécondation in
vitro (FIV) et permet donc de ne réimplanter dans l'utérus que
les embryons ne présentant pas 'anomalie génétique recherchée.
L’avantage de cette technique est de permettre aux couples a
risque de transmettre une maladie génétique bien définie de
débuter une grossesse sans la crainte d’avoir un enfant porteur
de Panomalie et d’éviter ainsi une interruption médicale de gros-
sesse apres diagnostic de pathologie par prélevements ovulaires
invasifs classiques (amniocentese ou choriocentese)

Les premiéres naissances consécutives a un DPI datent de
1990 au Royaume-Uni (49). Le DPI en France a été réglementé
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par la loi de bioéthique L.94-654 du 29 juillet 1994 relative au
don et a l'utilisation des éléments et produits du corps humain,
a l'assistance médicale a la procréation et au diagnostic préna-
tal. Un arrété de juillet 1999 a autorisé les premieres équipes
francaises a pratiquer cette technique. Actuellement, trois
centres sont autorisés en France : a Paris : un centre constitué
d’'une association entre le centre de génétique de I’hopital
Necker-Enfants Malades et le centre de Biologie de la
Reproduction de ’hépital Antoine Béclere de Clamart, un centre
au service de Biologie de la Reproduction de Strasbourg et un
centre a I’hépital Arnaud de Villeneuve a Montpellier.

La loi francaise stipule que le DPI s’adresse a des couples
qui présentent une « forte probabilité de donner naissance a un
enfant atteint d'une maladie génétique d’'une particuliere gra-
vité, reconnue comme incurable au moment du diagnostic. Le
diagnostic ne pouvant étre effectué que lorsque 'on a préalable-
ment et précisément identifié, chez I'un des parents, ’anomalie
ou les anomalies responsables d’'une telle maladie ». Pour réali-
ser le DPI, une FIV est proposée au couple. Sur les embryons
obtenus au 3e jour apres la fécondation, a un stade théorique de
8 cellules, on préleve une ou deux cellules, ce qui n’affecte pas le
potentiel de développement de I’embryon. L’analyse génétique
permet ensuite de définir le statut génétique de ’embryon. Deux
techniques permettent cette analyse : la PCR, qui permet de
déterminer une anomalie génétique au niveau de ’ADN, et la
FISH, qui permet de déterminer le nombre de chromosomes avec
des marqueurs d’ADN fluorescents spécifiques des chromosomes.
Seuls les embryons sains ou porteurs sains, en cas de maladies
récessives, sont transférés dans I'utérus de la patiente (122).

Les maladies monogéniques les plus fréquentes pour les-
quelles le DPI a été pratiqué sont (39, 119) :

— parmi les maladies liées a I'’X : dystrophies musculaires de
Duchenne ou de Becker, Hémophilie A, maladie de Wiskott-
Aldrich, adrénoleucodystrophie, déficience en OCT, maladie de
Menkes, retard mental 1ié a I'X, rétinite pigmentaire, neuropa-
thie héréditaire sensitivo-motrice de type Charcot-Marie
(CMTX), myopathie tubulaire;

— parmi les maladies autosomiques dominantes, le DPI a été
utilisé pour la chorée de Huntington, la maladie de Marfan, la
dystrophie myotonique, la neuropathie héréditaire de type CMT,
T’ostéogénese imparfaite type I;
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— parmi les maladies autosomiques récessives : la mucovis-
cidose, le déficit en 21 hydroxylase, la thalassémie et la drépa-
nocytose.

Enfin, les aberrations de structure chromosomique comme
certaines translocations, délétions ont également été retenues
parmi les indications du DPI.

Les recherches d’aneuploidie, interdites en France, sont pro-
posées dans un nombre limité de centres ’AMP aux femmes
incluses dans un protocole de FIV, qui, pour des raisons d’dge ou
d’échecs répétés de FIV, présentent un risque élevé d’avoir des
embryons présentant des anomalies de nombre des chromo-
somes. Une telle stratégie n’a pas encore fait ses preuves
d’autant qu’il n’est possible d’analyser simultanément qu’un
nombre limité de chromosomes (cinq a huit) (122).

Les difficultés liées au DPI sont donc, pour le couple, la
nécessité de connaitre de facon précise leur statut génétique, la
possibilité de diagnostic biologique de 'anomalie et I'obligation
de réaliser une FIV avec un taux de grossesses apres transfert
d’environ 20 a 30 %. Les difficultés pour le laboratoire résident
dans la faible quantité de matériel biologique disponible, la
minutie de la micromanipulation et le peu de temps imparti a la
réalisation du DPI, ’ensemble du diagnostic devant étre réalisé
dans la journée du 3¢ jour apres la fécondation (122).

Une enquéte rapportant les données recueillies aupres de 16
centres sur une période allant de janvier 1997 a septembre 1998
a été récemment publiée (42). Durant cette période, 392 cycles de
DPI avaient été réalisés pour 317 couples dont 302 avaient
abouti a un transfert embryonnaire. 82 grossesses biochimiques
avaient été obtenues, résultant en 66 grossesses cliniques et a la
naissance de 79 enfants. Sur I'ensemble des 392 cycles, un faux
diagnostic avait été rapporté.

V. PATHOLOGIE INFECTIEUSE MATERNO-FCETALE
ET BIOLOGIE FCETALE

L’infection maternelle par certains agents infectieux peut
étre responsable d’embryo-feetopathies. Les agents infectieux
viraux pour lesquels le risque est le mieux connu sont la toxo-
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plasmose, la rubéole, le cytomégalovirus (CMV), le parvovirus
B19 et la varicelle.

La recherche de contamination foetale peut étre envisagée
dans deux contextes :

— La découverte d’'une infection maternelle, symptomatique
ou non, par un agent infectieux réputé dangereux pour le foetus
impose la recherche de signes échographiques ou biologiques
foetaux permettant d’'une part d’évoquer la contamination feetale
et d’autre part d’évaluer son degré de sévérité. L'infection mater-
nelle aura alors été diagnostiquée soit dans le cadre d’'une sur-
veillance sérologique systématique, soit en raison de signes
cliniques maternels, soit enfin en raison d'un contexte favorisant
la contamination maternelle.

— Au cours d’'une étude échographique, certains signes font
évoquer une possible infection feetale. La recherche d’arguments
en faveur de cette infection s’inscrit alors dans le cadre d'un
bilan étiologique complet materno-feetal.

Les prélevements biologiques ovulaires ont deux roles : affir-
mer la contamination feetale et éventuellement constituer un
argument du pronostic en cas d’infection feetale. De fagon géné-
rale, le prélevement de sang foetal a été tres utilisé depuis une
vingtaine d’années pour le diagnostic positif d’infection feetale.
Actuellement, le diagnostic d’infection feetale est le plus souvent
porté par étude du liquide amniotique (culture et biologie molé-
culaire). La ponction de sang feetal est essentiellement discutée
actuellement comme éventuel élément du pronostic en cas
d’infection feetale prouvée.

Nous analyserons pour chacune des principales infections
materno-feetales 'apport de la biologie foetale au diagnostic pré-
natal et les indications de prélevements ovulaires.

A. Toxoplasmose

1. Le contexte

La primo-infection toxoplasmique concerne 4 900 femmes par
an en France entrainant environ 100 infections congénitales. Le
taux de transmission foetale dépend du terme de la grossesse au
moment de la contamination maternelle. Ce taux est < 5 % avant
5 SA et > 80 % en fin de grossesse (37). Environ 15 % des enfants
contaminés in utero présenteront une pathologie sévere a la nais-
sance (hydrocéphalie, choriorétinite, calcifications cérébrales).
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85 % de ces enfants seront asymptomatiques a la naissance mais
peuvent développer des séquelles ultérieurement en 1’absence de
traitement (45, 63, 127). Un traitement antiparasitaire instauré
avant la naissance (spiramycine ou pyriméthamine/sulfamides)
peut diminuer le risque d’apparition de séquelles ultérieures
(38). Il est donc important de pouvoir disposer d'un diagnostic
prénatal fiable pour établir le diagnostic d’infection, débuter un
traitement adapté et orienter la surveillance et la prise en
charge pré et postnatale.

2. Biologie feetale et diagnostic prénatal

Les méthodes de diagnostic prénatal proposées il y a plus de
10 ans associaient ’étude du liquide amniotique et du sang feetal
(22). Les analyses comportaient :

— une culture sur fibroblaste et une inoculation a la souris
(LA et sang foetal);

— une recherche des IgM totales (sang feetal) et spécifiques
antitoxoplasmiques (sang et LA);

— une recherche de signes non spécifiques d’infection foetale
dans le sang feetal (thrombopénie, élévation des enzymes hépa-
tiques).

La sensibilité de ces méthodes était cependant médiocre (22).

L'introduction de la Polymerase Chain Reaction (PCR) pour
détecter ’ADN du Toxoplasma gondii dans le liquide amniotique
(LA) a permis par la suite un diagnostic plus rapide et plus précis
(22, 36, 51). Les indications de la ponction de sang feetal ont
actuellement pratiquement disparu. La plupart des équipes
recherchent I'atteinte foetale par PCR sur LA, 'amniocentese
étant pratiquée habituellement avec un délai d’au moins
4 semaines par rapport a la date de l'infection maternelle. La
gravité de l'infection feetale et une éventuelle indication d’inter-
ruption médicale de grossesse reposent actuellement sur
Péchographie (8) et éventuellement une IRM cérébrale foetale.

Foulon et al. (37) rapportent les résultats d’'une étude rétros-
pective réalisée a partir de 122 patientes infectées pendant la
grossesse par le toxoplasme et ayant bénéficié d'un diagnostic pré-
natal. Les données provenaient de 6 pays européens. 31 enfants
présentaient une infection. La sensibilité et la spécificité de la
PCR sur LA étaient de 81 % et de 96 %. La sensibilité était de
91 % si une inoculation a la souris était associée.

Roman et al. (98) rapportent cette année une étude prospective
réalisée sur 3 centres francais (Paris, Lyon, Marseille). 272
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patientes présentant une séroconversion pergavidique ont été
incluses dans I’étude. Les données avaient été collectées entre 1996
et 1998. Le diagnostic prénatal était réalisé par PCR et inoculation
a la souris du LA. D’amniocentese était pratiquée apres 18 SA et
4 semaines au moins apres 'infection maternelle. L'infection foetale
était prouvée par persistance des IgG antitoxoplasmiques apres un
an. 77 (28,3 %) enfants étaient infectés et le diagnostic prénatal
était positif dans 49 cas. La sensibilité globale était de 63,6, la
valeur prédictive négative de 87,8 %, la spécificité et la valeur pré-
dictive positive de 100 % ; parmi les cas de toxoplasmose
congénitale, la valeur du diagnostic prénatal n’était pas différente
en fonction du centre (Paris : 61.9 %; Lyon 63,9 %; Marseille :
69.2 %), de l'intervalle de temps séparant l'infection maternelle et
I’amniocentese et de la durée du traitement par la spiramycine pré-
cédant 'amniocentese. La sensibilité de la PCR était cependant
supérieure lorsqu’il s’agissait d’'une infection survenant entre 17 et
21 SA (Tableau II). Il faut noter également que 3 faux négatifs de la
PCR avaient été rattrapés par 'inoculation a la souris.

Tableau I
Différences de sensibilité du diagnostic prénatal de la toxoplasmose
en fonction de l’dge gestationnel
au moment de la contamination maternelle (98)

Age gestationnel (SA) Sensibilité (IC 95%)
4216 SA 42,9% (17-68,8)
17 a21 SA 92,9% (67,9-98,8)
> 22 SA 61,2% (47,6-74,8)
B. Rubéole

1. Le contexte

Malgré la stratégie vaccinale introduite en France depuis
1983 et le fait que moins de 10 % des femmes en age de procréer
soient réceptives, 'infection rubéoleuse pendant la grossesse n’a
pas disparu. La couverture vaccinale en France n’est pas
satisfaisante et le probleme de la rubéole chez la femme enceinte
se pose épisodiquement. En 1992, l'incidence des infections
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rubéoleuses en cours de grossesse était de 3,9 pour 100000 nais-
sances et celui des rubéoles congénitales malformatives de
0,26 pour 100000 naissances (79).

2. Biologie feetale et diagnostic prénatal

Le diagnostic prénatal de contamination foetale fait actuelle-
ment appel principalement a la biologie materno-feetale et plus
accessoirement a 1’échographie.

L'infection feetale peut étre montrée par :

— la ponction de sang foetal, réalisable a partir de 20-22 SA,
qui va rechercher la présence du virus par amplification génique
ou culture, la présence d’IgM spécifiques et I'existence de signes
non spécifiques d’infection feetale (élévation des IgM totales, ané-
mie, thrombopénie, élévation des enzymes hépatiques, érythro-
blastose, présence d’interféron alpha);

— un prélevement de liquide amniotique 5 semaines apres la
séroconversion maternelle pour recherche du génome viral par
PCR.

En cas d’infection foetale et si la grossesse est poursuivie,
Péchographie devient alors primordiale dans la recherche de mal-
formations liées a l'infection rubéoleuse. La littérature est
pauvre en descriptions échographiques d’anomalies.

L’étude échographique devra s’attacher a la recherche d’'un
infléchissement de la croissance, de malformations cérébrales et
cardiaques ainsi qu’aux signes d’infection non spécifiques : hépa-
tosplénomégalie, augmentation de 1’épaisseur du placenta, ano-
malie de la quantité de liquide amniotique.

C. Infection a CMV

1. Le contexte

Le CMYV est responsable de la plus fréquente des infections
virales congénitales puisque cette infection concerne 0,5 a 2 %
des nouveau-nés. Elle constitue la cause principale des handi-
caps neuro-sensoriels acquis pendant la vie intra-utérine.

En cas d’infection feetale in utero, les conséquences sont
variables : a la naissance, environ 85 a 90 % des enfants sont
asymptomatiques et 10 a 15 % présentent des symptémes divers.

— au cours des formes symptomatiques, qui sont presque
exclusivement les conséquences d’une primo-infection mater-
nelle, la moitié de ces enfants seront séverement atteints (avec
dans ce groupe 30 % de déces et 60 % de séquelles neuro-senso-
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rielles); 'autre moitié présentera des symptomes modérés (avec
dans ce groupe 65-75 % d’enfants dont le développement sera
satisfaisant, et 25-35 % qui présenteront des séquelles);

— au cours des formes asymptomatiques, le risque de handi-
cap futur est estimé a 5 a 15 % apres primo-infection maternelle.
Il parait d’autant plus important que l'infection a été plus pré-
coce. Dans les infections récurrentes, il est encore plus faible, de
Pordre de 1 a 5 %, presque uniquement de surdité modérée (120).

Ces statistiques correspondent a I’ensemble de la littérature
qui établit entre 10 et 20 % selon les séries le nombre d’enfants
atteints qui garderont des séquelles neuro-sensorielles (118).
D’apres Vial et al. (120), en se basant sur un modele de 770000
naissances par an, on peut estimer que 2289 feetus seront conta-
minés in utero et que 432 d ‘entre eux garderont des séquelles
neuro-sensorielles.

2. Biologie feetale et diagnostic prénatal

Le diagnostic positif d’infection feetale se fait au mieux par
prélevement de liquide amniotique pour recherche du virus par
culture ou PCR, apres vérification de la négativité de la virémie
maternelle et au moins 4 a4 6 semaines apres 'infection (sérocon-
version ou signes cliniques) maternels (55, 121). La ponction de
sang feetal a peu d’intérét diagnostique. Elle pourrait peut-étre
apporter des arguments d’ordre pronostique en recherchant les
anomalies hématologiques et hépatiques de I'infection. Ces ano-
malies sont le témoin d’une atteinte disséminée mais leur
signification pronostique en anténatal n’est pas établie, méme s’il
semble exister une corrélation entre les anomalies biologiques et
la fréquence des séquelles (75, 126).

En cas d’infection foetale, le pronostic feetal pourra donc étre
discuté avec des arguments échographiques et éventuellement
biologiques.

Les données postnatales montrent que seulement 10 a 20 %
des enfants sont symptomatiques et sont donc susceptibles de
développer des anomalies décelables in utero. Il est cependant
probable que seuls les feetus présentant les atteintes les plus
séveres présenteront des signes échographiques. L'échographie
ne montrerait en pratique des signes d’infection que chez 5 % des
enfants atteints (121).

La séméiologie échographique décrite par les différents auteurs
comporte les signes suivants : retard de croissance intra-utérin,
anomalies de la quantité de liquide amniotique, épanchements des
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séreuses, hépatosplénomégalie, anomalies digestives (gréle hyper-
échogene, péritonite méconiale), anomalies cérébrales (microcépha-
lie, porencéphalie, ventriculomégalies, hypoplasie du cervelet,
lissencéphalie-pachygyrie, destruction cérébrale majeure, calcifica-
tions cérébrales). LTRM cérébrale foeetale peut également étre utile
pour préciser le diagnostic de ces anomalies.

D. Parvovirus B19

1. Le contexte

Ce virus est l'agent responsable du mégalérytheme épidé-
mique (ou 5¢ maladie chez I'enfant). Sa responsabilité dans I’ana-
sarque non immunologique a été mise en évidence en 1984 (18,
62). Environ 50 % des femmes enceintes sont immunisées (78).
Les patientes a risque sont les femmes en contact avec de jeunes
enfants (meres de famille, personnel soignant, institutrices). Le
risque pour une femme enceinte de contracter une infection a
Parvovirus B19 au cours de la grossesse serait de 1 sur 400 envi-
ron (41). Apres primo-infection maternelle, la contamination
feetale survient dans 1/3 des cas environ (48). Au cours de la
grossesse, le virus peut provoquer des avortements spontanés,
des morts foetales in utero et des anasarques feeto-placentaires.
La mort feetale surviendrait dans environ 10 % des grossesses
infectées (82, 116). L'infection par Parvovirus B19 serait respon-
sable de 7 % (96) a 18 % (58) des anasarques non immuns.

2. Biologie feetale et diagnostic prénatal

— En cas de découverte d’'un anasarque au cours d'une écho-
graphie systématique, la recherche d’une infection par le parvo-
virus B19 doit faire partie du bilan étiologique. Le diagnostic
peut étre réalisé par amplification de TADN par PCR sur sang
foetal et liquide amniotique. Une ponction de sang feetal permet
d’évaluer le degré d’anémie feetale et de proposer une transfusion
feetale. Bien que ce geste soit encore discuté en raison de la pos-
sible évolution favorable spontanée en cas d’anasarque lié au
parvovirus B19 (97), la plupart des auteurs estiment qu’une
transfusion in utero est indiquée en cas d’anasarque (92, 100,
102) pour compenser 'anémie feetale aigué responsable au moins
en partie de l'insuffisance cardiaque. L'échographie permettra
par la suite de surveiller la vitalité feetale et ’évolution de I'ana-
sarque.
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— Certains signes échographiques en dehors de ’anasarque,
notamment un épanchement isolé abdominal, pleural ou péricar-
dique, une péritonite méconiale, doivent également faire évoquer
la possibilité d’une infection a parvovirus B19 et inclure sa
recherche dans le bilan étiologique.

— En cas de forte suspicion d’infection chez une patiente
enceinte (séroconversion ou présence d’IgM), une étude échogra-
phique attentive a la recherche de signes de début d’anasarque est
recommandée de facon hebdomadaire pendant 12 semaines (102).

E. Varicelle

1. Le contexte

La varicelle est rarement une maladie d’adulte. 90 a 95 %
des femmes en Age de procréer sont immunisées. Le risque de
survenue d’une varicelle en cours de grossesse est de 1 a
7 pour 10000 (6, 7, 44).

Le virus de la varicelle et du zona (VZV) peut étre respon-
sable de perte foetale ou d’'une embryo-feetopathie appelée syn-
drome de varicelle foetale. La fréquence des avortements et des
morts in utero est de 3 a4 6 % (30, 57) mais les cas réellement
documentés de morts feetales liées a la varicelle sont rares (21).
La fréquence du syndrome de VC est diversement appréciée
selon les auteurs. Cette incidence varie entre 0 et 9 % (10).

Tableau IIT
Fréquence des atteintes congénitales
dues au virus de la varicelle et du zona

Auteur % de VC en cas de varicelle % de VC en cas de vatricelle

maternelle au cours maternelle au cours

du 1er trimestre du 2e trimestre (< 20 SA)

Siegel et al. (1973) 2127 (7,4 %) 0/32
Paryani (1986) 111 (9,1 %) 027
Bal. ducci (1992) 0/35
Pastuszak (1994) 1/49 (2 %) 0/37
Enders et al. (1994) 2/472 (0,4 %) 71351 (2 %)
Mouly et al. (1997) 2/75 (26 %) 1119 (5.3 %)
Total 8/669 (1,2 %) 8/466 (1,7 %)
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L’étude la plus importante portant sur le risque d’anomalie
congénitale liée a la varicelle a été rapportée par Enders et al.
(30) en 1994. Il s’agit d’'une étude prospective réalisée en
Allemagne et au Royaume-Uni entre 1980 et 1993, portant sur
1373 femmes qui avaient une varicelle et 366 un zona avant 36
SA. Avaient été identifiés 9 cas de varicelle congénitale, surve-
nant chaque fois apres varicelle maternelle contractée lors des 20
premieres semaines de grossesse.

Les risques en fonction de I'dge d’atteinte étaient :

— <13 SA: 0,4 % (2/472);

— 13-20 SA : 2 % (7/351);

Parmi les 366 femmes atteintes de zona, aucun enfant a la
naissance ne présentait de signe clinique d’infection in utero.

Les IgM ont été retrouvés a la naissance chez 25 % des
enfants présentant une infection clinique. 12 % des enfants
asymptomatiques nés de meéres ayant contracté une varicelle
avaient des IgM a la naissance. Les sérologies étaient négatives
en cas de zona maternel.

2. Biologie foetale et diagnostic prénatal

L’étude de Mouly et al. (80), représente la premieére série de
diagnostics prénatals par PCR sur liquide amniotique dans les
varicelles entre 0 et 24 SA (107 patientes). Elle évalue a 8,4 % la
contamination feetale in utero; a 2,8 % le risque de VC et a 3,8 %
le risque de zona au cours de la premiére année de vie. En cas de
PCR négative tous les enfants avaient un devenir normal. Au
cours d’'une communication personnelle, V. Mirlesse (Club de
médecine foetale, 1999) rapporte les résultats de 307 cas
d’infection dont 200 prospectives analysées par la méme équipe.
L'infection maternelle se situait entre 8 et 26 SA. La PCR était
positive dans 20 cas (6,5 %).

— 6 IMG ont été réalisées dont 4 sur signes d’appel échogra-
phique (RCIU, calcifications pulmonaires ou digestives, ventricu-
lomégalie);

— 1 mort feetale in utero, le feetus présentant une triploidie;

— 13 accouchements normaux avec un enfant porteur d’un
syndrome de Claude Bernard Horner, 4 enfants ayant présenté
un zona dans les 3 premiers mois de vie (1,3 %).

Cingq enfants présentaient donc un syndrome de varicelle
congénitale (1,6 %). Quatre avaient montré des signes échogra-
phiques in utero.
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Au vu des résultats précédents, on peut estimer que le taux de
contamination feetale lors d'une contamination maternelle avant 24
SA est de I'ordre de 6 a 8 % alors que le risque de varicelle congéni-
tale est de 1 & 2 %. La méthode la plus sensible de diagnostic de
contamination foeto-maternelle est la PCR (réalisée au moins un
mois apres la contamination maternelle apres avoir vérifié que la
PCR sur sang maternel est négative). La valeur prédictive négative
de la PCR vis-a-vis de I'absence de VC parait excellente dans la sé-
rie de Mouly (80) ou tous les enfants pour lesquels le diagnostic pré-
natal était négatif étaient normaux (suivi moyen 26 mois). Cepen-
dant, la présence du génome viral n’est pas suffisante pour conclure
a une VC, étant donné que des enfants pour lesquels le diagnostic
prénatal était positif ne présentaient pas de VC.

D’autres outils sont donc nécessaires pour fixer le pronostic
foetal :

— la biologie feetale (thrombopénie, érythroblastose, lympho-
cytose, élévation des transaminases, de la gamma-glutamyl-
transférase, des IgM totales et présence de l'interféron alpha)
peut fournir une confirmation d’une infection foetale systémique.
Cependant, ces prélévements ne sont pas sans danger et ne peu-
vent pas prédire le degré d’atteinte foetale;

— I'imagerie permet de faire le bilan et le suivi évolutif des
conséquences feetales de l'infection avec certaines limites :

® les lésions feetales sont évolutives et certaines peuvent
survenir de facon tardive par I'intermédiaire d’un zona prénatal ;

® certaines lésions sont inaccessibles a ’échographie (1ésions
oculaires en dehors de la microphtalmie, 1ésions cutanées);

e ’échographie peut étre insuffisante pour mettre en évi-
dence certaines lésions cérébrales telles que les anomalies de la
migration neuronale ou de la giration, ou une atrophie cérébrale
a un stade précoce. Un complément d’étude par IRM peut alors
étre utile;

® J'apparition de signes échographiques non spécifiques n’est
également pas synonyme de mauvais pronostic feetal : plusieurs
travaux montrent que les enfants peuvent étre normaux malgré
la mise en évidence de signes tels que : épanchement pleural,
ascite et hépatomégalie (135) ou calcifications hépatiques
(88,104).

En cas de notion de varicelle maternelle pergravidique, il
faudra donc envisager une surveillance échographique mensuelle
avec une attention particuliere pour le cerveau, les membres et
Peeil. Une IRM cérébrale feetale pourra également étre proposée
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aux alentours de 32 SA en recherchant en particulier des ano-
malies de la giration, de la migration neuronale et des signes
pouvant faire évoquer une atrophie cérébrale débutante.

Résumé

Les progrés récents en diagnostic prénatal ont permis de réaliser ou
d’entrevoir dans un avenir proche une meilleure pertinence dans lindi-
cation des prélevements, le développement de méthodes moins ou non
invasives de diagnostic prénatal, la possibilité de réalisation plus précoce
de ces examens au cours de la grossesse et une amélioration de la rapi-
dité des résultats.

Le dépistage le plus performant des anomalies chromosomiques
associe actuellement ’age maternel, la mesure de la clarté nucale entre
10 et 14 SA et le dosage des marqueurs sériques au cours du premier tri-
mestre de la grossesse.

L’hybridation in situ fluorescente sur cellules amniotiques non cul-
tivées permet de diagnostiquer de facon fiable en 24 heures les princi-
pales aneuploidies mais ne permet pas d’éliminer toutes les anomalies
chromosomiques.

Le diagnostic prénatal par analyse de '’ADN permet de réaliser le
diagnostic de nombreuses anomalies génétiques. Les avantages de l'ana-
lyse de U'ADN sont lacces aisé au matériel d’étude (liquide amniotique,
trophoblaste, sang feetal).

L’isolement d’érythroblastes feetaux ou d’ADN feetal dans le sang
maternel permet des études de CADN par PCR et chromosomiques par
hybridation in situ fluorescente. Il parait actuellement envisageable de
promouvoir une politique de dépistage incluant ce type de technique afin
de diminuer le nombre de prélévements ovulaires invasifs.

Le diagnostic génétique préimplantatoire est actuellement réalisé en
France. Il nécessite la réalisation d’une fécondation in vitro et est réservé
a un nombre limité d’indications.

Le diagnostic positif d’infection feetale virale ou toxoplasmique est
actuellement obtenu grace a létude du liquide amniotique. Le pronostic
de linfection feetale est évalué essentiellement par l’échographie. Linté-
rét de la biologie sanguine feetale pour évaluer le pronostic reste encore
a évaluer.
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