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Abstract

The objective of this study is to evaluate the effect of selenium and vitamin E supplementation
on certain hematological and biochemical parameters, as well as thyroid hormones, in 60 Cobb
500 broiler chickens during postnatal life. These chickens were raised under the same
environmental conditions from the first day to the 35th day.

The animals were randomly divided into two groups: a control group and an experimental group
supplemented with 0,5ml /litres of selenium and vitamin E. At the end of the 35-day
experimental period, 6 chickens from each group were selected to determine various
hematological and biochemical parameters, as well as thyroid hormones.

Compared to the control group, the results of the hematological analysis for the experimental
group showed a significant increase in hemoglobin levels (p < 0.01). However, no significant

effect (p > 0.05) was observed for the red and white blood cell counts.

Regarding the analysis of biochemical parameters, we recorded a significant decrease in ALAT

enzyme activity (p < 0.01), while ASAT enzyme activity was not affected (p > 0.05).

On the other hand, we observed a significant increase in the levels of both cholesterol and HDL
in the treated group (p < 0.01) and (p < 0.001), respectively. Additionally, no significant effect
was recorded for triglycerides (p > 0.05).

The results of the thyroid hormone analysis did not show any significant differences (p > 0.05).

Keywords: selenium, vitamin E, hematological parameters, biochemical parameters, thyroid

hormones, broiler chickens.



Résumé

L'objectif de cette étude est d'évaluer I'effet de la supplémentation en sélénium et le vitamine E
sur certains parameétres hématologiques et biochimiques ainsi que sur les hormones thyroidiennes
chez 60 poulets de chair Cobb 500 pendant leur vie apres la naissance, élevés dans les mémes

conditions environnementales du premier jour au jour 35.

Les animaux ont été répartis au hasard en deux lots, un lots témoin et un lots expérimental

supplémenté avec une concentration 0,5ml /litres de selénium et de vitamine E.

A la fin de la période d'expérimentation qui a duré 35 jours, 6 poulets de chaque lots ont été
sélectionnés pour déterminer les différents parametres hématologiques et biochimiques, ainsi que

les hormones thyroidiennes chez les poulets de chair.

En comparaison avec le lots témoin, les résultats de I'analyse des parametres hématologiques du
lots expérimental ont montré une augmentation significative du taux d’hémoglobine (p < 0,01) ,
Cependant, aucun effet significatif (p > 0,05) concernant le nombre de globules rouges et de

globules blancs.

concernant l'analyse des parametres biochimiques, , il en ressort clairement que, la
supplémentation en sélénium et en vitamine E a démunie de maniére significative (p < 0,01)
I’activité enzymatique de I’ALAT, tandis que l'activité enzymatique de I'ASAT n'a pas été
affectée (p > 0,05).

D'autre part, nous avons observé une augmentation significative du taux de cholestérol et du
HDL respectivement dans le lots traité (p < 0,01) et (p < 0,001). De plus, aucun effet significatif
pour les triglycérides (p > 0,05).

Les résultats de I'analyse des hormones thyroidiennes n'ont montré aucune différence
significative (p > 0,05).

Les mots-clés sont : sélénium, vitamine E, parametres hématologiques , parametres

biochimiques, hormones thyroidiennes, poulets de chair.



Liste des abréviations

Se: Sélénium.

VE : Vitamine E.

NMD : dystrophie musculaire nutritionnelle .
GPx: Glutathionne peroxydase .

MCYV: maladies cardiovasculaires .

GK : glycérol kinase .

ADP: I'adénosine diphosphate .

DAP: dihydroxyacétone phosphate .
GPO: la glycérol phosphate oxydase .
H202: peroxyde d'hydrogene .

4AAP :  4-aminoantipyrine .

4-CP : le 4-chlorophénol .

ASAT: Aspartate ~Aminotransférase .
ALAT: Alanine- aminotransférase .

HDL: Lipoprotéine de haute densité .

T4: Lathyroxine.

T3: La Triiodothyronine .

GOT : transaminase glutamate oxaloacétique .
TSH: Hormone stimulant la thyroide .
TGP : transaminase glutamique pyruvique .
PCV : volume globulaire .

Hb: I'némoglobine .

OR-Se: organique sélénium.

EDTA : Acide éthylene-diamine-tétra acétique acide



Liste des figures

Figure 1. Selenocystéine et selenomethioning ...........ccoevieiieii i 3
Figure 2. Mode d’action de GPX ......coiiiiiiiiiiii i 7
Figure 3. Structure chimique de base des toCOPhErOIS ..o 8
Figure 4. Structure chimique de base des tOCOFENOIS...........cccoereiiiiiii e 9
Figure 5. Analyseur d’hématologie Swelab Alfa ... 21



Liste des tableaux

Tableau 1. Propriétés physico-chimiques du SEIENTUM ..........ccceviiiiiiice e 4
Tableau 2 . Les valeurs de références de parameétres hématologiques chez les poulets de chair 13
Tableau 3 . Les valeurs de références de paramétres biochimiques chez les poulets de chair ....15
Tableau 4 . Les valeurs de références des hormones thyroidiennes chez les poulets de chair ....16
Tableau 5.Les aliments utilisés Pendant la durée de I’expérience et leur composition. .............. 17
Tableau 6.programme vaccinal pratiqué dans 'élevage............cccovvevvrieiieie s 19

Tableau 7. L’effet de la vitamine E et du sélénium sur les parameétres hématologiques chez le

POUIET U CNAIT. ...ttt ettt et et eeseesbeesteeneesbeeneeaneesteeneesreenseeneens 26

Tableau 8. L’effet de vitamine E et du sélénium sur les paramétres biochimiques chez les

001U oY S L= o o - U OSSR ORRSPRSSN 27

Tableau 9. L’effet de vitamine E et du sélénium sur les hormones thyroidiennes chez les poulet

8 CRAIT e, 28



Introduction



Introduction

Introduction :

Les volailles sont une source appréciable et économique de protéines animales , en
particulier pour les pays en déeveloppement , ce qui explique leur croissance rapide a travers le

monde depuis une trentaine d’années (Saiki et Nacef., 2019).

La production mondiale de poulets et de volailles a continué a augmenter au cours des dernieres
années, bien qu'elle ait été légerement ralentie par I'épidémie de grippe aviaire (Boamrani, Hadj
Moussa., 2017).

La production de viande de volaille a connu une croissance significative, principalement
en raison de la demande mondiale croissante pour cette source de protéines animales moins
colteuse que la viande rouge. Les codts de production abordables et les prix attractifs ont fait de
la volaille la viande préférée des producteurs et des consommateurs dans le monde, notamment

dans les pays en développement (FAO., 2016).

En Algérie, aprés l'indépendance, la production avicole reposait principalement sur
I'élevage familial et quelques petites exploitations. L'intensification de I'élevage avicole est
devenue nécessaire dés les années 70 pour répondre rapidement au déficit en protéines animales

dans l'alimentation et améliorer le niveau de vie des populations a faible revenu.

Cependant, ce secteur fait face a de nombreuses contraintes, parmi lesquelles le stress
oxydatif. Pour améliorer la capacité antioxydante du corps, I'ajout d'antioxydants tels que la
vitamine E et le sélénium dans I'alimentation des oiseaux aura un effet positif sur leur santé et
leurs performances, car les volailles ne produisent pas une quantité suffisante de cette vitamine et
dépendent largement des sources alimentaires pour satisfaire leurs besoins corporels essentiels
(Roche et al., 2010).

Ainsi, des concentrations appropriées dans les tissus peuvent permettre aux systémes
biologiques de se défendre contre les dommages oxydatifs chez les oiseaux et améliorer la
qualité des produits carnés. Nous avons supposé que des suppléments supplémentaires de
vitamine E et de sélénium influenceront les paramétres hématologiques et biochimiques, ainsi

que les hormones thyroidiennes de la viande de volaille.

Dans ce contexte, I'étude de I'effet de la supplémentation en sélénium et en vitamine E

comme antioxydant chez les poulets de chair revét une importance particuliere.
Notre travail est comprendre deux parties :

Dans la premiére partie nous avons décrit une description générales sur le sélénium et la
vitamine E ; les paramétres hémato-biochimiques et les hormones thyroidiennes.
1



Introduction

Enfin , nous nous sommes intéressés dans La deuxiéme partiec d’évaluer l'effet combiné du
sélénium et de la vitamine E sur les paramétres hémato-biochimiques et les hormones

thyroidiennes chez les poulets de chair.
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Partie bibliographique Chapitre | : généralité sur le sélénium et la vitamine E

Chapitre I. Généralité sur le sélénium et la vitamine E

1.1. Généralités sur le sélénium
1.1.1. Définition

Les éléments traces, connus sous le nom d'oligo-éléments, sont des micronutriments qui
n‘ont pas de valeur énergétique intrinséque, mais leur présence est vitale pour le métabolisme. Ce
sont principalement des métaux ou des métalloides qui représentent moins de 0,01 % du poids
corporel (Beausir,2011). Le sélénium représente un composant essentiel parmi les oligo-

éléments.

Le sélénium a été découvert en 1817 par le chimiste suédois Bertelius, lors de I'étude des
poussieres de combustion des chambres de plomb des usines d'acide sulfurique a Gripsholm, en
Suede. La forme ordinaire stable du sélénium est un solide cristallin grisatre avec un lustre semi-
métallique. Il fond a 220,20°C, bout & 684,89°C et a une densité de 4,47.

Le sélénium est un élément crucial du systeme enzymatique de la glutathion peroxydase ou
réductase, une enzyme fondamentale pour l'activité antioxydante du corps (Rotruck,1973;
Burk, 1999).

1.1.2. Les formes de sélénium

Le sélénium existe dans la nature et dans les organismes sous forme organique et/ou
inorganique. La forme organique comprend la sélénocystéine (Se- cys) et la sélénométhionine
(Se-met).

Tandis que les formes inorganiques comprennent le sélénate (SeO4 —2), le sélénide (Se—2), le

sélénite (SeO3 —2) et le sélénium (Se). figure 1 (Gonzalez-Flores JN,2013) .

HSe O
Se
OH HaC” OH
o) NH,
Selenocysteine Selenomethionine

Figure 1. Selenocystéine et selenomethionine
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1.1.3. Propriété physicochimique

Le sélénium, de la famille des chalcogénes et métalloides, posséde une structure
électronique similaire a celle du soufre et se trouve dans le groupe VI du tableau périodique de

Mendeleiev. Avec une masse atomique 78,96 + 0,03 g.mol* .

Il existe six isotopes coexistant dans la nature avec les numéros de masse 74, 76, 77, 78, 80
et 82 (Willey , 1986) , et un numéro atomique de 34, ses propriétés physiques et chimiques sont
proches de celles du soufre. Cette similitude explique également pourquoi les enzymes qui
métabolisent les composés soufrés peuvent également métaboliser les molécules contenant du
sélénium.

Tableau 1. Propriétés physico-chimiques du sélénium(WHO 1987 ; IUPAC 2003; Reilly 2006).

Numeéro atomique 34
Période / groupe 4/16 (Vla) chalcogéne
Structure atomique [Ar]3d1%4s24p*
-1l 0 +HV +VI
Degré d’oxydation a Iétat Séléniure sélénium | sélénite séléniate
naturel
Masse molaire 78,96 + 0,03 g.mol*

Le sélénium peut présenter divers états d'oxydation (2, 0, +2, +4, +6) sous forme de
différents composes tels que des séléniures, du sélénium élémentaire, des selénites, des sélénates
(L&uchli, 1993).

Il peut réagir avec de nombreux éléments pour former des composés similaires a ceux du
soufre (liaison Se-Se). De plus, le sélénium agit en tant que cofacteur dans la synthése de
plusieurs protéines, ou il est incorporé sous forme d'un acide aminé appelé sélénocystéine
(Therond etal ., 1997) .

1.1.4. Métabolisme du sélénium
1.1.4.1. Transformation , absorption et transport

Le glutathion joue un réle majeur dans le métabolisme du sélénium ; il est impliqué dans

des réactions de réduction ou le sélenite est converti en hydrogénoséléniure (H2Se), qui libere
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ensuite le sélénium pour la synthese des sélénoprotéines.L'hydrogénoséléniure subit plusieurs
méthylation pour finalement aboutir a la formation de l'ion triméthylsélénonium [(CH3)3Se+]
(Mistry HD et al ., 2012). Le taux d'absorption du sélénite chez les moutons est beaucoup plus
faible (29%) par rapport au porc (80%), tandis que le sélénate et la sélénométhionine ont un taux

d'absorption plus élevé chez les animaux de basse-cour.

Cela résulte de la réduction du sélénite qui n'est pas disponible chez les ruminants
(Meschy F,2010). L'absorption se produit principalement a l'intérieur du caecum et du

duodénum par transport actif via une pompe sodique.

Le mode d'action differe en fonction de la forme spécifique de sélénium. L'adsorption
peut étre par simple diffusion, par exemple le sélénite, ou par cotransport, tandis que la
sélenométhionine est absorbée via la méthode d'absorption des acides aminés (Oster Oet al .,
1989; Thomson CD et al., 1989).

Des éléments tels que le plomb, le soufre et I'arsenic ralentissent le taux d'absorption du
sélénium soit en compétition avec le selénium soit par formation de complexes qui ne peuvent
pas étre assimilés (Spears JW et al ., 2008 ), le niveau de sélénium dans les hépatocytes
détermine le niveau d'absorption dans l'intestin ;les érythrocytes absorbent rapidement le
sélénium et il subit une réduction par la glutathion réductase puis est finalement transporté sous
forme de séléniure dans le plasma vers le foie (Kobayashi Y et al., 2002). Le sélénium peut
également se lier a soit aux globulines a et B et peut étre transporté sous forme de sélénoprotéine
par le sang(Meschy F,2010) .

Le cheminement du sélénium a travers le métabolisme varie en fonction de sa forme
chimique, de sa concentration et de la méthode d'administration ,la prise de sélénium par le biais
de la consommation de végétaux, de produits dérivés animaux ou d'aliments commercialisés est
largement considérée comme la principale voie de disponibilité pour les deux formes organiques
et inorganiques de cet oligo-élément . Par conséquent, lors d'une exposition professionnelle,
I'absorption digestive du sélénium prévaut largement sur les voies pulmonaire ou cutanée.
Cependant, en cas d'intoxication, ces dernieres voies peuvent devenir plus significatives. Selon
(Seboussi ,2008), I'absorption gastro-intestinale du sélénium est plus largement étudiée chez les

animaux que chez les humains.

Le métabolisme du sélénium chez les poulets de chair implique divers aspects tels que son
impact sur la santé musculaire, le statut antioxydant, le métabolisme des lipides, la performance
de croissance et la fonction immunitaire. Des études ont montré que la carence en sélénium peut
induire une dystrophie musculaire nutritionnelle (NMD) chez les poulets de chair, affectant la

structure musculaire et I'expression génique (Jia-Cheng , 2022).
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I.1.5. Le rdle biologique de sélénium

L'industrie avicole est confrontée a de nombreux défis dans les pays en développement en

ce qui concerne I'amélioration de la production et de la reproduction (Zia et al., 2017b).

Il a été signalé comme un supplément alimentaire essentiel important pour améliorer les

performances et la santé des oiseaux et améliorer la qualité de la viande (Haug et al., 2007).

Le sélénium(Se) a été reconnu comme faisant partie intégrante de plus de trente

sélénoprotéines spéciales, telles que I'enzyme glutathion peroxydase (Zia et al., 2016).
1.1.6. Glutathionne peroxydase (GPx)

Il est un constituant d'une glutathion peroxydase (GPx), une enzyme antioxydante, qui joue
un réle important dans la prévention de la formation de radicaux libres. Il a été découvert qu'il
existe une corrélation positive significative entre le niveau de Se et I'activité de la GPx dans la
plupart des tissus (Madkour et al., 2015), (Zia et al., 2016) et ( Zhang et al ., 2012) ont constaté

une diminution de l'activité de la GSH-Px en utilisant un faible niveau de Se dans l'alimentation.

De plus, le sélénium est nécessaire dans les régimes alimentaires des volailles pour les
protéger de la fibrose pancréatique et de la diathése exsudative. Par conséquent, les régimes
alimentaires des volailles doivent étre supplémentés en sélénium pour fournir une marge de
sécurité contre la carence et maintenir de meilleures performances productives, assurer la santé

et une bonne qualité de viande (Deniz et al., 2005 ; Go¢men et al., 2016) .

Il existe 2 grands types de sélénium dans l'alimentation, & savoir le sélénium organique et
inorganique,les deux ont un impact positif sur les performances des volailles, cependant la
source organique (levure de sélénium) s'est révélée plus efficace par rapport a la source

inorganique de sélénium (Mikulski et al., 2009).
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(Ho Q) ROOH ROH (H50)
Forme E-SeH \/ » E-Se-OH
sélénol - acide sélénique
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Forme séiéno-sulfite

Figure 2. Mode d’action de GPX (RICHARD M.J, 1987)

Une autre conséquence du role du sélénium dans le métabolisme de I'hormone thyroidienne
est l'intensification de certains effets thyroidiens de la carence en iode par une carence
concomitante en sélénium. L'état du sélénium pourrait ainsi avoir une influence majeure sur le

développement de la carence en iode dans les populations animales et humaines.
1.2. Généralités sur la vitamine E
1.2.1. Définition

La vitamine E est une vitamine liposoluble qui a des propriétés antioxydantes ( Shakeri et
al., 2020) et se trouve principalement dans les aliments gras tels que les huiles végétales ( Elle
est présente en grande quantité ) ( Tappel , 1970 ) , les noix , les graines et les avocats (
Cuvelier et al., 2003) les ceufs , le foie , les Iégumineuses et les plantes vertes ( Tappel , 1970 ).
La présence de la vitamine E sous différentes formes est essentielle pour prévenir les maladies
cardiovasculaires , les maladies neurodégéneératives et les cancers . On la connait aussi pour ses

effets positifs sur la santé reproductive , en particulier sur la qualité des spermatozoides .

On utilise fréquemment la vitamine E en tant que complément alimentaire ou traitement médical
afin d'améliorer la fertilité des hommes .Globalement , la vitamine E joue un réle essentiel dans
la santé globale du corps , et il est essentiel de consacrer une quantité suffisante pour profiter

pleinement de ses avantages . Cette vitamine fait partie de la famille des tocophérols .
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Elle posséde 4 tocophérols différents , Alpha a , Beta B , Gamma y et Delta 6 , qui
existent sous formes fonctionnelles de cette vitamine . L'a - tocophérol (Vit E a) est la forme la
plus couramment trouveée dans la nature et elle est considérée comme la plus active

biologiquement ( Weiser et al ., 1996 ) .
1.2.2. Structure chimique

La vitamine E est une vitamine de la famille des tocophérols, 1l y a 4 composés dans cette
famille : I'-tocophérol, qui est la vitamine E en elle-méme, le -tocophérol, le -tocophérol et le -

tocophérol.

De plus, ces composes présentent des similitudes structurelles significatives avec quatre
autres molécules de la famille des tocotriénols : I'-tocotriénol, le -tocotriénol, le -tocotriénol et le

-tocotriénol.

La nomenclature des tocophérols (T) et des tocotriénols (T3) a longtemps été sujette a
controverse et a généré beaucoup de confusion. En 1982, la commission sur la homenclature
biochimique, composée de I'Union internationale de chimie pure et appliquée et de I'Union
internationale de biochimie et de biologie moléculaire, a recommandé I'utilisation du terme
"vitamine E" pour tous les dérivés de tocophérols et de tocotriénols présentant une activité

biologique similaire a celle de I'a-tocophérol. (Pennock et al.,1964).
1.2.2.1. Structure des tocophérols

Les tocophérols se composent d'un noyau chromanol mono-, di- ou tri- méthyl ainsi que d'une
chaine carbonée saturée a seize atomes de carbone. Les variations entre les quatre types de
tocophérols résident dans la position et le nombre de groupements méthyle présents sur le noyau

chromanol .

Tocopherol (T)

ﬁi; }._/-\_-Jﬁ pT et e,

Figure 3. Structure chimique de base des tocophérols

1.2.2.2. Structure des tocotriénols

La structure chimique du tocotriénol est également cycles mono-, di- ou triméthylchromanol
avec des chaines carbonées pendantes mais contenant trois doubles A gauche des positions 3', 7'
et 11'.(Cuvelier et al.,2003).
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Figure 4. Structure chimique de base des tocotriénols

1.2.3. La biosynthese de vitamine E

La biosynthése de vitamine E se produit dans les végétaux, les algues, ainsi que dans
certaines plantes non photosynthétiques comme les champignons, mais elle est absente chez les

animaux. (Cuvelier et al.,2003).

Il 'y a deux méthodes probables pour synthétiser la vitamine E : la voie des tocotriénols et

la voie des tocophérols. (Janiszowska et Pennock, 1976).
1.2.3.1. la voie des tocotriénols

Dans la voie des tocotriénols, I'acide homogentisique réagit avec une molécule de
géranylgéranyl pyrophosphate, produisant un intermédiaire appelé 6-géranylgéranyltoluguinol.
Cet intermédiaire donne naissance au tocotriénol monométhylé, le a-tocotriénol, par des
méthylations supplémentaires. Ces méthylations successives permettent d'obtenir le p-
tocotriénol, le y-tocotriénol et le 8-tocotriénol. Ensuite, la saturation de la chaine latérale conduit

a la formation de I'a-tocophérol.
1.2.3.2. la voie des tocophérols

Dans la voie des tocophérols, une molécule de phytyl diphosphate est liée au carbone 6
de l'acide homogentisique, accompagnée d'une réaction décarboxylation, formant ainsi le 2-
méthyle-6 phytylplastoquinol ou phytyltoluguinol. Ce composé est ensuite transformé en 2,3-
diméthyle-6-phytylplastoquinol par méthylation en position 3, puis cyclisé pour produire le y-

tocophérol. Par une deuxiéme méthylation en position 5, I'a-tocophérol est synthétiseé.

La synthese du &-tocophérol et du B-tocophérol n'est pas encore complétement élucidée,

mais il est probable gu'elle se réalise a partir du 2-méthyle-6-phytylplastoquinol.
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1.2.4. Activités biologiques de la vitamine E
1.2.4.1. Activités antioxydant

La vitamine E fonctionne comme un antioxydant en neutralisant les radicaux libres, qui
sont des formes réactives d'oxygéne susceptibles de provoquer des dommages oxydatifs aux
cellules (Halliwell B et Gutteridge JMC,2015). Cette action antioxydante résulte de sa
capacité a capturer I'électron non apparié des radicaux libres, ce qui entraine la formation d'un
radical a-tocophéroxyl. Une fois active, le tocophérol peut réagir avec d'autres radicaux libres
pour former une substance neutre, ou étre régénéré par des agents reducteurs hydrosolubles tels
que la vitamine C ou le glutathion (KAYDEN et al., 1965).

1.2.4.2. L'effet du vitamine E sur la santé cardiovasculaire

La vitamine E, principalement transportée par les lipoprotéines, empéche I'oxydation des

LDL, qui jouent un réle dans la formation de la plaque d'athérome.

Il 'y a une relation inverse entre le niveau de vitamine E dans le plasma et le risque de maladies
cardiovasculaires MCV (Léger,2000).

1.2.4.3. L'effet du vitamine E sur le systéme immunitaire

La vitamine E contribue au maintien d'une santé optimale en améliorant le
fonctionnement des cellules immunitaires telles que les lymphocytes et les cellules tueuses
naturelles (Meydani SN, et al. J Nutr.2000).

De plus, elle peut réguler I'inflammation en contrdlant la production de cytokines pro-
inflammatoires (Lee GY, et al. Nutrients.2018).

1.2.5. Métabolisme cellulaire de la vitamine E
1.2.5.1. Absorption

Les tocophérols, forme de vitamine E, sont absorbés comme les graisses alimentaires,
formant des micelles dans l'intestin gréle. L'absorption prédomine dans la partie proximale de
l'intestin chez I'homme et dans la partie moyenne chez le rat. L'a-tocophérol, forme
prédominante de vitamine E, est absorbé a environ 70% chez I'nomme et prés de 65% chez le rat,
sans concurrence significative avec le y-tocophérol chez ce dernier. L'absorption des tocophérols
et des tocotriénols dépend de I'état de la paroi intestinale et des sécrétions biliaires et
pancréatiques. Une insuffisance pancréatique ou une cholestase réduit les taux plasmatiques de
vitamine E chez I'nomme et le rat en altérant la digestion et I'absorption des graisses. (Cuvelier
et al., 2003).
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1.2.5.2. La distribution

La vitamine E présente dans les chylomicrons est acheminée vers le foie lors de leur
captation hépatique, bien qu'une partie puisse emprunter d'autres voies, telles que le transfert
vers d'autres tissus ou d'autres classes de lipoprotéines. La fraction captée par le foie peut étre

stockée, decomposée ou excrétée dans la bile. (Borel et al.,2016).
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Chapitre Il. Les parametres hémato-biochimique et les hormones

thyroidiennes chez le poulet de chair

I1.1. Les parameters hématologiques
11.1.1. Les globules rouges

Les érythrocytes aviaires au nombre de 3-4 millions/mm3 avec une dimension 6x12 u sont
I’équivalent des hématies des mammiferes, mais sont nucléés, elliptiques, plus volumineux que
ceux des mammiféres et ont une durée de vie d’environ 30 jours, soit 3 fois inférieures a la durée
de vie des hématies des mammiféres qui est d’environ 120 jours. Le noyau des érythrocytes des
oiseaux n’a pas de fonction qui lui soit reconnue, de plus ce dernier diminue le volume du
cytosol donc, de I’hémoglobine utilisable ; ce qui a pour conséquence la réduction de la capacité
de transport des gaz respiratoires. Ceci expliquerait d’une part 1’élévation de la fréquence
respiratoire. Le role essentiel des hématies est le transport de 1’oxygéne et du gaz carbonique
(Isaac et al., 2013).

11.1.2. Les globules Blancs

Ce sont des cellules du systeme immunitaire et sont classés en granulaires et en a
granulaires, en fonction de la présence ou de I'absence de granules cytoplasmiques spécifiques.
Ils sont aussi classes en mononucléaires et en polynucléaires, en fonction de la forme de leur

noyau. Les mononucléaires ont un noyau massif, les polynucléaires ont un noyau lobulé.

Les oiseaux, tout comme les mammiféres, sont constamment exposés a diverses menaces
microbiennes telles que les bactéries, les virus, les champignons et les parasites. Pour se
protéger, voire se défendre, leur organisme posséde un systeme immunitaire qui identifie et
élimine les agents étrangers lorsque nécessaire. Ce systeme comprend notamment plusieurs types
de globules blancs, chacun ayant des fonctions distinctes parfois spécifiques. Chez les vertébrés,
le systéme immunitaire implique deux processus intimement liés : I'immunité innée et I'immunité
acquise (Roitt et al., 1998).

11.1.3. Hémoglobine

L'Hb est une métalloproteine qui contient du fer, c'est une protéine transporteuse d'oxygene
attachée aux globules rouges de tous les vertébrés (Sidell et O'Brien, 2006 ; Etim et al., 2014).
La fonction physiologique de I’Hb est de délivrer de 1’02 dans les tissus animaux pour oxyder

les aliments consommés afin de produire de ’ATP qui sera utilisée pour d’autres processus
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biologiques ainsi que pour le transport du CO2 hors du corps de I’animal (Omiyale et al., 2012)

Une faible concentration d’Hb conduit a I’inactivité chez les poulets de chair .

Tableau 2 . Les valeurs de références de parametres hématologiques chez les poulets de chair
(Vecerek et al.,2002).

Parametres hématologiques Valeurs normales
Globules rouges 2,5-3,5.10° /uL
Globules blanc 120-995 . 10 3/uL

Hémoglobine 7-13 g /dl

11.2. Les parametres biochimiques
11.2.1. Cholestérol

Le cholestérol est principalement synthétisé par le foie (environ deux tiers) et provient
pour un tiers de l'alimentation (Stryer et al., 2003a). Sur le plan biologique, le cholestérol joue

un role essentiel pour les cellules. Il remplit deux fonctions principales (Stryer et al., 2003a) :

v' En tant qu'élément structurel : le cholestérol est I'un des lipides constitutifs des
membranes cellulaires. Etant amphiphile, il s'insére entre les phospholipides dans la
bicouche lipidique, avec sa téte polaire orientée vers l'extérieur aqueux et sa partie non
polaire insérée dans la membrane.

v En tant que précurseur de composés biologiques : toutes les molécules contenant le noyau
cyclopentanoperhydrophénantrénique dans l'organisme animal sont dérivées du
cholestérol. Cela inclut les acides biliaires, les hormones stéroides et le calcitriol. De

plus, le cholestérol est un composant de la bile.

Pour les poulets, la plage de référence de cholestérol est de 129 a 297 mg/dl (Samour, 2007).
Cette plage peut varier en fonction de divers facteurs tels que la qualité de I'alimentation, I'age,

I'espéce, le mode d'élevage et I'état de santé (Huston, 1974).
11.2.2. Triglycérides

Les triglycérides sont décomposés de maniére enzymatique par la lipase pour libérer des

acides gras et du glycérol. Le glycérol est phosphorylé par I'adénosine triphosphate (ATP) et la
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glycérol kinase (GK) pour produire du glycérol-3-phosphate et de l'adénosine diphosphate
(ADP).

Le glycérol-3-phosphate est oxydé en dihydroxyacétone phosphate (DAP) par la glycérol
phosphate oxydase (GPO), générant du peroxyde d'’hydrogéne (H202) dans le processus. Dans
une réaction colorimétrique catalysée par la peroxydase, le H202 réagit avec la 4-

aminoantipyrine (4AAP) et le 4-chlorophénol (4-CP) pour produire un colorant rouge.

L'absorbance de ce colorant est proportionnelle a la concentration en triglycérides dans
I'échantillon. Cette méthode analytique est basée sur la séquence de réactions décrite par (Fossati
et Prencipe , 1982), ainsi que par ( McGowan et al., 1983). Ce réactif utilise du 4-chlorophénol
au lieu du 2-hydroxy-3,5-sulfonate de dichlorobenzene utilisé dans les études de (Fossati et

McGowan).
11.2.3. Aspartate —~Aminotransférase (ASAT)

L’ASAT facilite le déplacement du groupe amine de l'aspartate vers 1'a-cétoglutarate pour
former du glutamate. Initialement, 'ASAT se lie a I'aspartate et transfere le groupe amine sur un
coenzyme appelé phosphate de pyridoxal, qui se transforme en phosphate de pyridoxamine tout
en restant lié a I'enzyme. Ensuite, I'enzyme se détache de I'oxaloacétate. Ensuite, I'enzyme liée au
phosphate de pyridoxamine se lie a l'a-cétoglutarate, et le groupe amine est transféré du
coenzyme (retrouvant sa forme de phosphate de pyridoxal) vers le deuxiéme substrat,
transformant ce dernier en glutamate. Enfin, le complexe ASAT-glutamate se dissocie : I'enzyme

et son coenzyme retrouvent leurs structures initiales (Bergmeyer et al., 1978).
11.2.4. Alanine- aminotransférase (ALAT)

L'enzyme L’ALAT facilite le déplacement de 1'amine de l'alanine vers 1'a-cétoglutarate, ce
qui conduit a la formation de glutamate. Initialement, L’ALAT se lie a 1'alanine et transfere
ensuite I'amine vers un coenzyme associé, le phosphate de pyridoxal, qui se convertit en

phosphate de pyridoxamine tout en restant lié a I'enzyme.

Ensuite, I'enzyme se détache du pyruvate. Dans une seconde étape, I'enzyme liée au
phosphate de pyridoxamine forme un complexe avec I'a-cétoglutarate, puis transfere I'amine du
coenzyme (qui redevient phosphate de pyridoxal) vers le second substrat, le transformant en

glutamate.

Enfin, le complexe ALAT-glutamate se disloque : I'enzyme et son coenzyme associé
retrouvent leurs structures initiales (Bergmeyer et al., 1986).
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11.2.5. Lipoprotéine de haute densité (HDL)

Une lipoprotéine a haute densité qui aide a transporter le cholestérol dans le corps. Le HDL
peut extraire I'exceés de cholestérol et le transporter vers le foie pour son élimination, ce qui

explique pourquoi on le qualifie souvent de "bon cholestérol” (Nocard, 2017).
Tableau 3 . Les valeurs de références de parameétres biochimiques chez les poulets de chair

(Hochleithner ,2013 ; Campbell,2004 ; Meluzzi et al .,1992).

Les parametres biochimiques Valeurs normales
Cholestérol 0,86 —-2,11 g/l
Triglycérides 0,46 -1,72 g/l
ASAT <230 UI/L
ALAT <50UI/L
HDL 1,052-1,130g/ml

11.3. Les hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes controlent les taux métaboliques et respiratoires dans
pratiguement tous les types de cellules; Les hormones thyroidiennes controlent les taux
métaboliques et respiratoires dans pratiquement tous les types de cellules. 1ls sont liés au stress
oxydatif non seulement par leur stimulation du métabolisme, mais aussi en contrdlant plusieurs
enzymes antioxydantes (Venditti et al., 2011 ; 2013 ; Villanueva et al., 2013). La principale
voie du métabolisme des hormones thyroidiennes est la désolation, qui est médiée par des
scléroproteines spécifiques, les déiodinases (Kohrle et al., 1999 ; Darras et al., 2000, Les deux
principales hormones thyroidiennes sont la thyroxine, également appelée tétraiodothyronine
(T4), et la triiodothyronine (T3).

11.3.1. La thyroxine (T4)

La thyroxine est une hormone thyroidienne qui se forme par la condensation de deux
molécules de l'acide aminé tyrosine. Elle est également connue sous le nom d’hormone T4 en
raison de ses quatre atomes d'iode, tandis que la tri-iodothyronine ou T3, une autre hormone
thyroidienne avec trois atomes d'iode, a une structure similaire. Les follicules thyroidiens
produisent la thyroxine, qui agit sur de nombreux organes. Ces hormones ont tendance a
augmenter le métabolisme de base et la consommation d'oxygene, générant ainsi de la chaleur et

jouant un role dans la croissance.
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11.3.2. La Triiodothyronine (T3)

La T3 (triiodothyronine) est la forme active des hormones thyroidiennes. Bien qu'elle soit

en partie produite par la glande thyroide, plus de 80 % proviennent de la conversion de

I'hormone T4 en T3 dans les tissus. L'évaluation de la fonction thyroidienne se fait

principalement en mesurant la TSH.

En cas de niveaux bas de TSH, les laboratoires ajoutent souvent un test de T4 libre pour

confirmer une hyperthyroidie. Moins fréquemment, lorsque des niveaux bas de TSH ne

s'expliquent pas par des niveaux élevés de T4 libre, une mesure des niveaux de T3 libre est

nécessaire.

Tableau 4 . Les valeurs de références des hormones thyroidiennes chez les poulets de chair

(Sturkie ,2000).

Les hormones thyroidiennes

Valeurs normales

Thyroxine T4

1,5-11mg/dl

tri-iodothyronine T3

0,5-4,0ng/ml
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Chapitre 111. Matériels et méthodes

I11.1. Protocol expérimentale

L'expérience avait pour objectif d'étudier I'effet d'une supplémentation en sélénium et en
vitamine E, sur certains parametres hématologiques et biochimiques ainsi que, les hormones
thyroidiennes du poulet de chair pendant la vie postnatale. Pour y parvenir, des poussins de 1j
ont été obtenus dans un couvoir industriel (COQ HODHNA) situé a plus de 80km du lieu

d’élevage.

Les parametres hémato biochimique et les hormones thyroidiennes, ont été étudies sur 6

animaux représentatifs choisis au hasard a j35 d'age.
L'expérience s'est déroulée de 1 a 35 jours sur 60 poulets de chair de souche ' Cobb 500".
111.2. Matériels
111.2.1. Le produit utilisé

Le produit utilisé au cours de I'expérimentation était une solution commercialisée sous le nom :

PROSELEN, chaque 1 litre de produit contient 100g de vitamine E et 1g de sélénium
111.2.2. Aliment

Au cours de I'expérimentation, les animaux ont été nourris avec un régime équilibré a base
de mais et de soja, avec une composition adaptée a la période d'élevage (de démarrage, de
croissance et de finition) et, une granulométrie respectée. Les animaux étaient nourris ad libitum

pour I'eau et les aliments.

Tableau 5.Les aliments utilisés Pendant la durée de I’expérience et leur composition.
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Composants (g/kg) Démarrage Croissance Finition
(1-10j) (11-20j) (21-35j)

Mais 610 620 670

Tourteaux de soja 297 260 180

Son de blé 50 85 120

Phosphate bi calcique | 16.7 16 10

Complémentminiralo- | 10 10 10

vitaminique

Calcaire 06 09 10

Energiemétabolisable | 2900Kcal 2835Kcal 2847Kcal

111.2.3. Animaux
111.2.3.1. Souche

Durant notre expérimentation, les animaux utilisés étaient des poulets de chair a
croissance rapide de souche (Cobb 500).

111.2.3.2. Provenance des poussins et mise en place

Les poussins utilisés sont issus de mémes reproducteurs ; ils ont été obtenus aupres du
couvoir prévit (COQ HODHNA-BARHOUM). lls ont été vaccinés contre la maladie de
Newcastle et la bronchite infectieuse au couvoir puis, transportés jusqu’a leur batiment
d’¢levage, situé¢ a 80km environ, dans le nord Est de la wilaya de M’sila. Dé¢s leurs arrivées, les

poussins ont été placés au sol, avec une densité moyenne de 10 sujets par m2.
111.2.4. Pratiques generals de I’élevage
111.2.4.1. Batiment d'élevage

Le batiment d’¢élevage était un batiment de type obscur avec un sol en béton et équipé
d’une ventilation dynamique. La litiere du batiment était composée de copeaux de bois. Une
¢évaluation réguliére de I’état de la liticre et de 1’état sanitaire des animaux a été effectuée afin de

s’assurer que ce procédé ne mettait pas en danger la santé des poulets.
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111.2.4.2. Temperature

La température a été assurée par des radiants a gaz et contrélée en fonction de I'dge des
poulets, La température a I’intérieur du batiment est maintenue a 33°C pendant les trois premiers
jours de vie des poussins puis, elle est diminuée de 2°C chaque semaine jusqu’a arriver a une

température de 24°C a 1’age de 35 jours.
111.2.4.3. Eclairage

Tout au long de I'expérience, du j1 (le jour de l'arrivée des poussins) au j35 (jour de la fin de
I'expérimentation), la lumiére a été continue (24h/24) pour stimuler la consommation d'aliment et

d’eau, avec une intensité lumineuse avoisinant 5 Watts/m?2.
[11.2.5. Programme vaccinal

Le programme vaccinal appliqué par 1’exploitation inclut les principales maladies du
poulet de chair, a savoir : la Bronchite Infectieuse, la maladie de Newcastle et la maladie de

Gumboro.

Le tableau 6 illustre les souches vaccinales utilisées, 1’age de vaccination et les voies

d’administration des vaccins.

Tableau 6.programme vaccinal pratiqué dans I'élevage

Age (jours) Nom du vaccin Maladie prévenue Voie
d’administration

1 jours Nobilis MA5-Clone | Maladie de Newcastle Nébulisation
30 Bronchite infectieuse

10 jours IBA-VAC Maladie du Gumboro Eau de boisson

14 jours Nobilis IB 4-91 Bronchite infectieuse Nébulisation

21 jours Hipraviares S Maladie de Newcastle Eau de boisson

111.2.6. Traitements experimentaux
Dans notre étude deux traitements ont été envisages :

* Un groupe témoin (TEM) recevant un aliment standard.

19




Partie pratique Chapitre 111 : Matériels et méthodes

* Un groupe expérimental (EXP) nourri avec le méme aliment que le témoin et avaient acces a
une eau supplémentée avec un mélange de vitamine E et de sélénium a une concentration de (15

ppm) pendant toute la période d’essai.

111.3. Méthodes
111.3.1. Etude hémato-biochimique
111.3.1.1. Prélévement sanguine

Les préléevements sanguins ont été effectués a partir de la veine jugulaire chez tous les
animaux. Une quantité de 4 ml a été prélevée et répartie équitablement dans des tubes secs pour
les analyses des hormones et les parametres biochimiques et, le tube & EDTA pour les analyses
hématologiques. Les échantillons sont ensuite conservés et transportés vers le laboratoire

d’analyse médicale.
111.3.1.1.1. Choix des analyses

Un choix a été entrepris concernant les paramétres recherchés. Les analyses sélectionnées
pour cette étude ont été en fonction de la disponibilité des réactifs du laboratoire, ainsi que de la

faisabilité des techniques de dosage.
111.3.1.2. Analyse hématologique

Les parametres hématologiques dont les hématies, les leucocytes, I’hématocrite et
I’hémoglobine ont ét¢ mesurées par 1’analyseur d'hématologie Swelab Alfa, numéro de picce

1400016.
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Figure 5. Analyseur d'hématologie Swelab Alfa (Photo personnelle)

111.3.1.3. Analyse biochimique
111.3.1.3.1. Cholestérol

Technique de dosage :

Le cholestérol est une substance grasse présente dans toutes les cellules de I’organisme.
Le dosage du cholestérol total a été effectué par une méthode enzymatique colorimétrique
appelée aussi méthode de Trinder ou en point final. Le cholestérol est mesuré apres hydrolyse
enzymatique puis oxydation. L’indicateur quinoneimine est formé a partir du peroxyde

d’hydrogéne et de ’amino 4 antipyrines en présence de phénol et de peroxydase ,déterminée
selon les reactions suivantes :

Cholesteérol ester + H,0 __CHE . Cholestérol + Acides gras

Cholestérol + O2 ﬁ'% 4-Cholesténone + H202

2 H,0, +Phénol + 4-Aminophénazone PR o Quinonimine + 4H,0

La lecture se fait sur spectrophotométre a longueur d’onde de 505 nm (500-550).

La quantité de quinoneimine formée est proportionnelle a la concentration de cholestérol
(Annexe 1).
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111.3.1.3.2. Triglycérides
Technique de dosage :

Les triglycérides sont des graisses qui fournissent a la cellule son énergie. Ce sont des
esters de glycérol. Pour Leur dosage, une technique enzymatique colorimétrique appelée aussi

méthode enjoint final déterminée selon les réactions suivantes :

Triglycérides + H,0 L—PL> Glycérol + Acides gras libres

Glycérolkinase

Glycérol + ATP > G3P+ ADP

G3P + O, Slas > DAP + H,0,

H.,O; + 4-AF + p-Chlorophénol ﬂ) Quinone + H,0

La lecture se fait sur spectrophotométre a longueur d’onde 505 nm, la concentration de quinone

est proportionnelle a la concentration des triglycérides.

111.3.1.3.3. Aspartate aminotransférase (ASAT)
Technique de dosage :

L’aspartate amino transférase (AST), initialement appelée transaminase glutamate
oxaloacétique (GOT) catalyse le transfert réversible d’un groupe animique de 1’aspartate vers
I’alpha-cétoglutarate a formation de glutamate et d’oxalacétate. L oxalacétate produit est réduit
en malate en présence de déshydrogénées (MDH) et NADH , déterminée selon les réactions

suivantes :

Aspartate+ a-Cétoglutarate —iST—> Glutamate + Oxalacétate

Oxalacétate + NADH + H* —PH | Malate + NAD*

La vitesse d'oxydation du NADH + H+ est proportionnelle a l'activité catalytique de

I’ASAT. Elle est déterminée par mesure de la diminution de 1'absorbance a 340 nm (Annexe2 ).

111.3.1.3.4. Alanine aminotransférase (ALAT)
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Technique de dosage :

Initialement appelée transaminase glutamique pyruvique (TGP), elle catalyse le transfert
réversible du groupement aminé du L -alanine sur le 2-oxoglutarate , déterminée selon les

réactions suivantes :

Alanine + a-Cétoglutarate L Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H* —=21_, | actate + NAD*

La vitesse d'oxydation du NADH + H+ est proportionnelle a l'activité catalytique de

I’ALAT. Elle est déterminée par mesure de la diminution de I'absorbance a 340 nm (Annexe 3).
111.3.1.3.5. Lipoprotéine de haute densité (HDL)

Technique de dosage :
Les particules de HDL sont des lipoprotéines qui transportent le cholestérol vers les

cellules. Détermination directe de HDL (cholestérol de lipoprotéines de haute densité) sans

besoin de prétraitement ou centrifugation de 1’échantillon .
La détermination est réalisée en deux étapes selon les réactions suivantes :

» Elimination de lipoprotéines non-HDL :
. CHE . :
Esters cholestérol ———— Cholestérol + Acides gras

Cholestérol + O2 CHOD > 4-Cholesténone + HZO2

oHo _caalasa .. 4.0
2 2 2 2

» Mesure de HDL
CHE ;
Esters cholestérol ————> Cholestérol + Acides gras

Cholestérol + O2 CHOD > 4-Cholesténone + HZO2

2 HZO2 + HDAOS + 4-AA &) Quinonimine + 4HZO

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de HDL présente

dans I’échantillon testé .La lecture se fait sur spectrophotométre a longueur d’onde 600 nm.
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111.3.2. Etude des hormones thyroidiennes
111.3.2.1. Analyse des hormonaux
111.3.2.1.1. La thyroxine (T4)
Technique de dosage:

La mesure de la thyroxine (T4) circulante est effectuée a l'aide du kit DRG FreeT4
ELISA (EIA-3775), qui utilise un test immuno-enzymatique compétitif en phase solide. Les
puits de la microplaque sont recouverts d'un anticorps secondaire (immunoglobuline d'ane anti-
souris). Des échantillons de sérum de poulet, un anticorps monoclonal anti-T4 (antisérum

spécifique) et un conjugue d'enzyme T4 (Thyroxine-HRP) sont ajoutés aux puits.

Aprés une incubation initiale de 60 minutes a température ambiante (18-25°C), l'anticorps
specifique se lie a I'anticorps secondaire. Les puits sont ensuite lavés pour éliminer le T4 marqué
non lié. Une solution de H202/TMB est ajoutée et incubée pendant 20 minutes a température
ambiante, produisant une couleur bleue. Le développement de la couleur est stoppé par I'ajout

d'une solution d'arrét (0,05M H2S04), transformant la couleur en jaune.

L'intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité d'enzyme présente et
inversement proportionnelle a la quantité de T4 non marqué dans I'échantillon. En comparant les
résultats avec des standards de T4 de concentrations connues (0,00 a 12,00 ng/dL) et leurs
absorbances correspondantes a 450 nm, la concentration de T4 circulante dans I'échantillon est
quantifiée. Les absorbances des standards sont mesurées avec un spectrophotomeétre a 450 nm,
permettant de déterminer la concentration de T4 dans les échantillons de sérum de poulet. La
mesure de la thyroxine (T4) circulante est effectuée a l'aide du kit DRG FreeT4 ELISA (EIA-
3775), qui utilise un test immuno-enzymatique compétitif en phase solide. Les puits de la
microplaque sont recouverts d'un anticorps secondaire (immunoglobuline d'ane anti-souris). Des
échantillons de sérum de poulet, un anticorps monoclonal anti-T4 (antisérum spécifique) et un

conjugué d'enzyme T4 (Thyroxine-HRP) sont ajoutés aux puits.
111.3.2.1.2. La triiodothyronine (T3)
Technique de dosage :

La triiodothyronine (T3) circulante est mesurée en utilisant le kit DRG FreeT3 ELISA
(EIA-3801), une méthode enzymatique compétitive en phase solide. Les puits d'une plaque de
microtitration sont revétus d'un second anticorps (anticorps de lapin anti-immunoglobuline de
mouton). Les échantillons de sérum de poulet, un antisérum spécifique (anticorps monoclonal

anti-T3) et un conjugué enzymatique de la T3 (Triiodothyronine-HRP) sont ajoutés dans les puits
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revétus de ce second anticorps. La T3 circulante dans le plasma sanguin et la T3 conjuguee

entrent en compétition pour se lier aux sites disponibles sur I'anticorps dans les puits.

Aprés une incubation de 60 minutes a température ambiante, les puits sont lavés pour
éliminer la T3 conjuguée non liée. Ensuite, une solution de H202/TMB est ajoutée, suivie d'une
deuxieme incubation de 20 minutes, provoquant le développement d'une couleur bleue. L'ajout

d'acide sulfurique 4N arréte le développement de la couleur.

L'intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité d'enzyme présente et inversement
proportionnelle a la quantité de T3 circulante endogene dans I'échantillon sanguin. La
concentration de T3 circulante dans I'échantillon est déterminée en comparant les résultats a des
standards de T3 analysés de la méme maniere. Six concentrations de référence de T3 sont
utilisées pour établir leur densité optique (0, 2, 4, 8, 16 et 25 pg/ml correspondant respectivement
a des absorbances de 2.4, 1.53, 0.97, 0.52, 0.15 et 0.07 a 450 nm). L'absorbance est mesurée a

I'aide d'un spectrophotométre a 450 nm.
111.3.3. Analyses statistiques

Tous les résultats relatifs aux variations des parametres hémato-biochimiques du poulet ainsi

que, les hormones thyroidiennes sont exprimeés en (moyenne +SEM).

L’étude analytique est réalisée par le logiciel MedCalc 2013 (version 12.7, Copyright © 1993-
2013 MedCalc software bvba), un puissant outil et intéressante application de statistique, congue
et développé pour les chercheurs en biologie et du corps médical. Le test utilisé est
principalement le Test T de STUDENT ; pour la comparaison des moyennes de deux

échantillons (groupes) indépendants.
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Chapitre 1V. Résultats et discussion

Dans le présent chapitre, nous présentons les résultats relatifs a 1’effet combiné du sélénium et de la
vitamine E sur les parametres hémato-biochimiques ainsi que, les hormones thyroidiennes du

poulet de chair pendant la vie postnatale.
IV.1.1. Etude des paramétres hématologiques.

Tableau 7. L’effet de la vitamine E et du sélénium sur les parametres héematologiques chez le
poulet de chair.

Parametres hématologique Lot (témoin) Lot (traité) P (observe)
Hémoglobine (g /dL) 10, 37 + 0,07 11,34 + 0,46** 0,003
Globules rouges (x108/mm?) 2,55+ 0,09 2,53+0,17 0,809
Globules blanc (x108/mm?) 34,15+ 1,68 34,00 + 2,02 0,890

Les valeurs représentent les moyennes + ecartypes (n=6)

Les résultats exprimés dans le tableau 7, montrent I’effet de la vitamine E et du sélénium sur
les déférents paramétres hématologique a savoir, I’hémoglobine, les globules rouges et les
globules blanc des poulets de chair élevés dans des conditions optimales les plus normalement

possible durant la vie postnatal.

D'aprés nos résultats, nous pouvons constater que, le taux d'hémoglobine a
significativement augmenté (p < 0,01) chez les poulets du lot supplémenté avec du sélénium et

de la vitamine E par comparaison a ceux du lot témoin.

Concernant les deux autres parameétres hématologiques étudies, il s’avére que, I'ajout du
sélénium et de la vitamine E dans I'eau de boisson du poulet, n' a montré aucun effet important sur
le nombre des globules rouges et des globules blanc; ces derniers, restent cantonner a des valeurs

trés rapprochés dans les deux lots sans aucune différence significative signalée (p > 0,05).
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IV.1.2. Etude des parametres biochimiques

Les résultats relatifs aux analyses des parametres biochimiques (ASAT, ALAT, cholestérol,

HDL et des triglycérides) du poulet de chair sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8. L’effet de vitamine E et du sélénium sur les paramétres biochimiques chez les
poulets de chair.

Parameétres biochimiques Lot (temoin) Lot (traité) P (observe)
ASAT (W) 324 £ 19,17 329 + 20,67 0,673
ALAT (/1) 15,18 +1,10 12,38 + 1,08** 0,001
TG(g/L) 1,28+0,11 1,35+ 0,08 0,319
Cholesteérol (g/L) 1,44+ 0,04 1,75+ 0,17** 0,007
HDL(g/L) 0,96 + 0,09 1,34 £ 0,13*** 0,0003

Les valeurs représentent les moyennes + ecartypes  (n=6)

Le tableau 8 , rassemble les résultats relatifs a I’effet combiné de la vitamine E et du
sélénium sur les taux sériques du cholestérol, des triglycérides et des lipoprotéines de haute

densité ainsi que; le statut oxydatif du poulet de chair durant la vie postnatale.

D'aprés nos résultat, il en ressort clairement que, la supplémentation en sélénium et en
vitamine E a démunie de maniére significative (p < 0,01) I’activité enzymatique de I’ALAT
chez les animaux du lot traité par rapport a ceux du lot témoin tandis que, il ne semble pas y avoir
une influence marquée de la supplémentation en vitamine E et en sélénium sur Dactivité
enzymatique ASAT (P> 0,05).

Concernant le profil lipidique du poulet, le traitement statistique des données récoltées,
montre qu’il y a une augmentation significative des taux de cholestérol et de HDL chez les poulets

du lot traité par rapport a ceux du lot témoin avec (P < 0,01) et (P < 0,001) respectivement.

Pour le taux des triglycérides, 1’analyse statistique des résultats enregistrés, n’a pas révélé
d’effet significatif (P > 0,05) du produit utilisé durant I'expérimentation sur ce paramétre lipidique

entre les poulets des deux lots.
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I1V.1.3. Etudes des hormones thyroidiennes

Tableau 9. L’effet de vitamine E et du sélénium sur les hormones thyroidiennes chez les poulet
de chair .

Hormones thyroidiennes Lot (témoin) Lot (traité) P (observé)
Triiodothyronine (T3) ng/mL 2,75 +0,12 2,76 £ 0,12 0,909
Thyroxine (T4) ng/ml 27,46 £ 1,52 27,56 + 1,28 0,912

Les valeurs représentent les moyennes + ecartypes (n=6)

Les résultats relatifs a I’effet du sélénium et de la vitamine E sur les hormones
thyroidiennes (Triiodothyronine (T3) et, Thyroxine (T4) ) du poulet de chair durent la vie
postnatale sont figurés dans le tableau 9.

L’analyse comparative des résultats du tableau N°5, effectuée au moyen de test statistique,
n’a pas montré des déférences significative (p > 0,05) concernant l'effet du sélénium et de la
vitamine E sur les taux sériques des deux hormones qui font l'objet de notre étude; de méme, en

signalons que, les deux hormones prennent des valeurs trés rapprochées chez les poulets des deux

lots durant notre expérimentation.
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Chapitre V. Discussion

V.1.1. Etude des Parameétres hématologiques

Les indicateurs hématologiques jouent un rble majeur dans I'élevage pratique car ils
refletent les réponses biologiques des animaux aux déférents stimuli externes et internes (Ahmed
et al., 2003 ; Econsitan et al., 2017).

Nos résultats montrent, une augmentation significative (p<0,05) du taux d’hémoglobine

dans le lot traité par apport au témoin. Ceci se concorde avec les travaux de (Al-Shamim et al .,

2015 ; Biswas et al., 2010) qui ont montré que, I'ajoute de vitamine E et du Sélénium dans la
ration du poulet, augmente significativement le taux d’hémoglobine chez animaux supplémenteés.
Ceci pourrait étre justifié par 1’effet de la vitamine E et du Sélénium sur la stimulation de la ligne

hématopoiétique du poulet.

Des observations similaires ont été rapportées par (Tayeb et Qader , 2012) qui ont
signalé que, l'inclusion de (VE + Se) a des niveaux modérés jusqu'a 150 mg de vitamine E +
0,45 mg de Sélénium améliore significativement le taux d'hémoglobine du poulet, ce qui en

accord avec nos résultats.

L'analyse de nos résultats concernant l'effet de sélénium et de vitamine E sur la
numération érythrocytaire et leucocytaire chez les poulets de chair ne présente aucun effet

significatif (p > 0,05) chez les poulets supplémentés.

Ces resultats correspondent aux résultats de (Akbari et al., 2008) en ce qui concerne le
nombre de globules blancs, qui ont indiqué un effet similaire de la vitamine E lorsqu'elle est
ajoutée aux régimes alimentaires sur le pourcentage et le compte différentiel des globules blancs
(monocytes, lymphocytes et hétérophiles), ainsi qu'a ceux de (Habibian et al., 2014) avec

seulement I'ajout de sélénium.

Nos résultats concordent également avec (Al-Fayadh et al., 2011 ; Mohammed, 2020),

qui indiquent I'absence de différences significatives dans le nombre de globules rouges.

Nos résultats se contredisent avec les travaux de (Gouda et al., 2015) qui ont rapporté
que, l'inclusion du sélenium (0,03 mg/kg) ou de la vitamine E (200 Ul/kg) dans le régime
alimentaire du poulet, avaient augmenté les valeurs de globules rouges et d'hématocrite du poulet

pendant I'été.
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De méme, ( Machebe G et al., 2009) ont signalé des différences significatives (P < 0,05)
concernant I'nématocrite, le taux d'hémoglobine et le nombre des globules rouges en fonction
des niveaux de sélénium administrés par voie orale aux poulets de chair pendant la phase de
finition.

De plus, (Ani et al., 2013) ont rapporté des différences remarquables entre le volume
globulaire (PCV), I'némoglobine (Hb), le nombre des globules rouges et les globules blancs
chez les poulets de chair soumis a différents niveaux alimentaires de sélénium. Ce que n' a pas

été relevé durant notre épreuve scientifique.

L'augmentation du nombre de leucocytes dans le groupe témoin indique un niveau élevé
d'infection, qui était faible dans les groupes traités au sélénium. Par conséquent, sur la base de
nos résultats, nous suggérons que les effets de sélénium et/ou de vitamines E chez les poulets
de chair peuvent étre attribués a leurs propriétés antioxydantes et a leur capacité a protéger les
cellules du stress oxydatif et a améliorer la fonction et la prolifération de ces cellules (Abdel-
Moneim et al., 2021).

V.1.2. Etude des Parameétres biochimiques

Notre étude, montre une diminution significative (p<0,05) du taux d’ALAT dans le lot traité
par apport au témoin. Ceci se concorde avec les travaux de (Desoky AAE ,2018) qu’a signalé que,
le taux sérique de I'ALAT a significativement diminué par la supplémentation en sélénium et en
vitamine E au régime alimentaire du poulet. Ce que pourrait étre expliqué par I'effet antioxydant des

produits utilisés durant I'expérimentation sur les cellules hépatique du poulet.

L'analyse de nos résultats concernant l'effet combiné du sélénium et de vitamine E, sur

I'activité enzymatique d'’ASAT chez les poussins de chair, ne présente aucun effet significative

(p > 0,05) entre les animaux du lot traités par comparaison avec ceux du lot témoin, ceci est en
accord avec les publications de (Murat Arslan et al.,, 2000) qui ont montrés que, la

supplémentation en vitamine E n'a pas eu d'effet significatif sur I'activité enzymatique ASAT.

De plus, ( Franchini et al., 1990) ont indiqué que, le taux sanguin d'ASAT n'a pas été
significativement affecté par la supplémentation de vitamine E au régime du poulet, ce que nous

avons démontré durant notre épreuve scientifique.

A propos, la concentration des triglycérides du poulet de chair supplémenté, ne présente
aucune difference statistiquement significative (P >0,05) entre le lot expérimental par

comparaison a lot témoin. Ces résultats sont, en accord avec les travaux de (Arslan et al., 2001)
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qui ont rapporté qu'il n'y avait pas de variations importantes entre le groupe témoin et le groupe

traité avec le sélénium et la vitamine E en ce qui concerne les triglycérides.

Contrairement a nos résultats, Hala et Fathy ., (2014) ont trouvé que, I'ajoute du sélénium a
I'alimentation du poulet de chair avait diminué significativement le taux des triglycérides sérique

chez les poussins de chair.

En ce qui concerne le cholestérol et I' HDL, nous avons souligné une augmentation
significative du taux des deux parametres biochimique chez les poulets du lot supplémenté en
sélénium et en vitamine E avec, (p<0,01) et (p<0,001) respectivement. Ces mémes résultats ont été
rapportés par (Habibian et al., 2014) qui, ont signalé que, le taux de HDL augmentent

significativement chez les poulets de chair nourris avec un régime contenant de la vitamine E.

De plus, (Hala et Fathy ., 2014) ont trouvé une diminution significative en cholestérol, en
triglycérides ainsi qu'en taux de LDL avec augmentation des HDL dans le sérum des poulets de

chair supplémentés avec différents niveaux de Sélénium,

Cependant, (Khalifa et al.,, 2021) rapporte que, les traitements alimentaires avec le
sélénium et la vitamine E, n'ont pas eu d'effet significatif (p > 0,05) sur le taux du cholestérol

total et de HDL du poulet. Ceci est en contradiction par rapport a nos résultats.

De méme, L'étude de (Saleh et Ebeid , 2019) a montré que les concentrations de
cholestérol total dans le plasma et de graisses sanguines étaient significativement plus basses,
tandis que le cholestérol HDL dans le plasma n'était pas significativement affecté par le sélénium

nanomeétrique alimentaire (0,5 mg/kg) dans les systemes d'alimentation des volailles.

Comme rapporté par (Mohapatra et al , 2014), il a été indiqué que le sélénium nano dans

I'alimentation des poulets peut significativement réduire (P <0,05) les niveaux de triglycérides.

V.2. Etude des hormones thyroidiennes

Méme si, un nombre considérable d'études ont été examinee les effets de la carence en Se et
en vitamine E sur les concentrations plasmatiques d’hormones thyroidiennes a la fois chez
mammiferes (Beckett et al., 1987; Mitchell et al., 1996; Yue et al., 1998) et les oiseaux
(Jianhua et al., 2000 ; Chang et al., 2005), on sait tres peu d'informations sur les effets de Se et

plus particulierement de vitamine E sur le métabolisme des hormones thyroidiennes .
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Les résultats de la présente étude ont montrés clairement que, la supplémentation en
vitamine E et en Se chez le poulet de chair pendant la vie postnatal, n'a aucun effet sur les
concentrations des deux hormones thyroidiennes (thyroxine T3 et threidiothyronine T4).

Nos résultats se concordent avec ceux de ( Behne et al . 1992 ; Chadio et al ., 2006 ) qui
ont montré que, la supplémentation de Se et de vitamine E n'a pas influencé les niveaux
d'hormones thyroidiennes ni le taux de désiodation du T4 en T3. Par consequent, il semble
qu'une supplémentation en Se et en vitamine E au - dela des besoins de I'animal n‘ait aucun effet
sur le métabolisme des hormones thyroidiennes , ce qui fournit des preuves solides que la limite
supérieure des concentrations tissulaires de sélénoenzymes est controlée de maniere
homeéostatique et qu'un supplément de Se n'augmente pas davantage les activités des

séléenoenzyme.

Les effets individuels des additifs alimentaires (OR-Se et vitamines E et C) dans les régimes
des poulets de chair stressés ont entrainé une augmentation significative des niveaux sériques de
T3; cependant, ils n'ont pas modifié (p>0,05) les niveaux sériques de T4, et leur effet
d'interaction n'était pas significatif sur les niveaux sériques de T3 ou de T4 par rapport a ceux du
groupe témoin (Abdelhameed et al .,2024).

En revanche, (Chang et coll , 2005 ) ont constaté que, la carence alimentaire en Se entrainait
une diminution significative des taux plasmatiques de T3 ; a I'inverse , les taux plasmatiques de

T4 étaient élevés chez les animaux nourris avec un régime déficient en Se.

Ainsi que, (M. Madkour et al.,2015) ont rapporté que, les taux plasmatiques de triidothyronine
( T3 ) étaient significativement plus élevés chez les poussins issus de poules nourries a des

niveaux élevés de Se.
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Conclusion

L'effet combiné du sélénium et de la vitamine E sur les paramétres hémato-biochimiques et
les hormones thyroidiennes chez les poulets de chair montre des résultats prometteurs. Les
études indiquent que la supplémentation en sélénium et en vitamine E améliore les indices de
performance, renforce le systtme immunitaire et optimise les fonctions antioxydants chez les

poulets de chair.

Les résultats de notre étude sur I'effet de la supplémentation en sélénium et en vitamine E
sur certains parameétres hématologiques, biochimiques et les hormones thyroidiennes chez les
poulets pendant la période post-natale montrent un effet significatif sur les parameétres
hématologiques, avec une augmentation significative de I'némoglobine, sans enregistrer d'effet
sur le nombre de globules blancs et rouges chez les poulets de chair en période post-natale. De
plus, cette supplémentation en sélénium et en vitamine E a montré une efficacité en ce qui
concerne les paramétres biochimiques, notamment son effet sur les enzymes hépatiques, en
réduisant I'activité enzymatique de I'ALAT «tandis que l'activité enzymatique d'ASAT n’effectué

pas.

Cependant, la concentration en triglycérides du poulet de chair supplémenté ne présente
aucune différence significative, Au contraire on remarque une augmentation de niveaux de
cholestérol et de HDL.

Nous avons également prouvé que la supplémentation n'a pas eu d'effet positif et significatif

sur les hormones thyroidiennes.

En conclusion, nous pouvons déduire de notre étude que la supplémentation en sélénium et
en vitamine E chez les poulets de chair pendant la période postnatale a un effet bénéfique sur la
santé des animaux car elle a influencé certains parameétres sanguins des poulets, tels que
I'hnémoglobine. De plus, cette supplémentation (Se et vit E) peut étre considérée comme un
antioxydant chez les poulets de chair en raison de son effet synergique sur divers parameétres
biochimiques tels que I'ALAT, le HDL et le choléstérol, en particulier son effet protecteur sur la

fonction hépatique.
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SPINREACT

CHOLESTEROL ‘
ce |

Cholestérol

CHOD-POD. Enzymatique chlorimétrique

Deétermination quantitative de cholestérol
IVD

Conserver a 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE
Le cholestérol présent dans Nachantillon donne liea a un composé coloré,
suivant la réaction suivanbe:

Cholestérol ester + H,O —EHE , Cholestérol + Acides gras

CHOD

Cholestérol + 0, ———  4-Cholesténone + H,0,

z Hzl:h2 +Phénal + 4-Aminophénazone £} Quinonimine + 4H20

Lintensité de la couleur formée est proporionnelle & la concentration de
chalastérol présant dans |'échantillon testal 2

SIGNIFICATION CLINIQUE

Le cholestérol esl une substance grasse présente dans toules les cellules
de l'organisme. Le foie produil naturellement tout le cholestérol dont il a
bescin pour former les membranes cellulaires et pour produire ceraines
homones. La déermination du cholestérol est 'un des oulils les plus
importants pour diagnostiquer et classifier les lipémies. L'augmentation du
niveau de cholestéral est l'un des facteurs de risques cardiovasculaires
possibless &

Le diagnostic clinique doil lenir compte des donmées cliniques el da
laborataira.

REACTIFS
R1 PIPES pHE.9 90 mmol/L
Tampon phénal 28 mmol/L
Cholestérol estérase (CHE) 300 LWL
R 2 {Remargus 7) Cholestérol oxydase (CHOD) 300 UL
Enzymes Peroxydase (POD) 1250 UL
4 - Aminophénazone (4-AF) 04
mmol/L
Patron primaire de détection du
CHOLESTEROL CAL cholestérol 200 mg/dL. Contient Triton X-
114 10-15%.
PRECAUTIONS

CAL : H225 Liquide at vapeaurs trés inflammables. H318- Pravoque des
lésions oculaires graves. H412- Mocil pour les organismes aquatiques,
eniraine des alfels néfastes 4 long lerme.

Suivez les conseils de prudence dannés en SDS et étiquette.

PREPARATION

Réactif de travail (RT): Dissoudra ( — ) l& contenu d'une capsule
d'enzymes R 2 dans un 1 flacon de tampan R 1.

Refermer at mélanger doucement jusqu'a ce que le contenu soit dissout
Stabilité (RT) 4 mois au réfrigérateur (2-5°C) ou 40 jours & 15-25°C.
Consarver & I'abri deé la lumidre.

CONSERVATION ET STAEILITE

Tous |les composants du kit sont stables jusqu'a la date de péaremplion
indiquée sur lédtiguetie, el si les flacons sonl maintenus  hermeétiquameant
fermés & 2-8°C, & l'abri de la lumiére et des sources de contamination. Ne
pas utiliser les réactifs en dehors de |a date indiquée.

Indices de détérioration des réactifs:

-  Préasance de particules et turbidité.

- Absorbation (A) du blanc 4 505 nm = 0,1.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE

- Spectrophotométre ou analyseur pour les lectures 4 505 nm (S00-550).
- Cuwettes de 1,0 cm d'éclairage.

- Eqguipement classique de laboratoire.

ECHANTILLONS
Sérum ouplasma’ % Stabilitd de Néchantillon 7 jours & 2-8°C et 3 mois si
Iéchantilon est congelé (-20°C).

PROCEDURE

1. Conditions de test:

505 nim (500-550)

1 em d'éclairage
................................... ITCM5-25°C

2. Régler e spactropholométre sur zére en fonction de Feau distillée

3. Pipetter dans une cuvelte Remamgue 4

Blanc Etalon Echantillon
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
Eltalon Femasse 13 o)1) -~ 10 -
Echantillon {ul) - - 10

4. Mélanger et incuber pendant exactement 5 minutes a 37°C ou 10 min. at
lempérature ambianta.

5. Lira labsorbation (A) du patron et 'échantillon, en comparaison avec la
blanc du réactil. La couleur reste stable pendant au mains 60 minutes,

CALCULS
{A) Echantillon — { A)Blanc % 200 (#abon conc.) = mgidL de cholestérol dans I'échantilion
(A} Emmlon — (A)Blane

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

CONTROLE DE QUALITE

Il est conseilkd danalyser conjointerment les échantillons de sérum dont les valeurs
ont &lé contrélées: SPINTROL H Normal el pathologique (Réd. 1002120 et
1002210).

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

Chaque laboraloire doit disposer de son propre contrile de qualité et déterminer
les mesures comeclives a meltre en place dans le cas ol les vérifications ne
cormaspandraient pas aux allentes.

VALEURS DE REFERENCE
Evaluation du risqgues =

Moins de 200 mg/dL Mormal
200-239 mg/ldL Modéré
=240 Eleveé

Ces valeurs sont données a titre d'information. |1 est conseillé 4 chague laboratoire
de définir ses propres valeurs de référence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gammea de mesures: Depuis la limite de détection de 0 mg/dL jusqu'a |a limite de
lingéarité de 900 mg/dL.

Si la concentration de I'échantillon est supérieure 2 la limite de linéarité, diluer 1/2
avec du ClNa 9 g/L el mulliplier le résultat final par 2.

Précision:
Intra-série (n=20) Intar-séria (n=20)
Mayenne (mg/dL) 890.4 187 92.8 193
S0 1,15 1.01 1,98 239
GV (%) 1,27 0.54 2,14 1.24

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

Exactitude: Les réaclifs SPINREACT (y) ne montrenl pas de différences
systématiques significatives lorsqu'on  les compare & d'autres réactifs
commarciaw: (x).

Las résultals obtenus avec 50 échantillons onl élé les suivants:

Coefficient de corrélation (r)}: 0,98541.

Equation de la Coubre de régression: y=0,95203x — 3,020,

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

INTERFERENCES

Aucune interférence d'hémoglobing n'a ébé constatd jusqu'a 5 gl el bilirubine
Jusqu'a 10 mg/dLt 2.

Différentes drogues ont élé décrites ainsi que des substances pouvant interférer
dans la détermination du cholestérsl® .

REMARQUES

1. CHOLESTEROL CAL: Etant donné la nature du produit, i| est conseillé de la

manipuber avec une grande précaution. En affel, il peut &tre contaming avec

facilité.

LCF{Lipid Clearing Factor) intégré au réactl.

Le calibrage au moyen du pafron de délection peut donner lieu a des erraurs

systématiques lors de méthodes automatigues. Dans de tels cas, il est

consailld d’uliliser des calibrages sériqueas

4. Utiliser des embouts de pipettes jetables propres pour diffuser le produit.

5. SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de ce
réactif dans différents analyseurs.

BIELIOGRAPHIE

1. Maito H.K. Cholesterol. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby Co_ St Louis.
Toronto. Princeton 1984; 1184-11206 and 437,

2 Meiattini F. st al. The d-hydroxybenzoata/d-aminophenazone Chromogenic
Systamn. Clin Cham 1978:; 24 (12): 2161-2165.

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

4. ¥oung DS. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001.

5 Bariis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ad AACC 1000,

6. Tietz MW et al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed AACC 1005

W

PRESENTATION
Ref: 1001080 R1:10x 50mL, R2: 10 — 50mL, CAL: 1 x5mL
Ref: 1001081 R1:10x 20mL, R2: 10 — 20mL, CAL: 1 x5 mL

Ref: 1001092
Ref: 1001093

R1:4x125mL, RZ:4 — 125mL, CAL: 1 x5mL
R1:4x250mL, R2:4 — 250mL, CAL: 1x5mL

BSIS11-F 02110015

SPINREACT S.A S AU, Clra Santa Coloma, 7 E-17178 SANT ESTEWE DE BAS (Gl) ESPAGHE
Tel. 34 672 89 08 00 Fax +34 97280 00 99, e-mail: 500 I

Annexe 1. Fiche technique sur le dosage de Cholestérol « SPINREACT ».
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SPINREACT

TRIGLYCERIDES
Triglycérides

GPO-POD. Enzymatique colorimétrigue

C€

Détermination guantitative de triglycérides
VD

Conserves 4 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE
Les iglycérides incubds avec de la Bpoproldinlipase (LPL) Ebérent du glycéral
ef des acides gras libres. Le glycérsl est phosphorflasé par  du
gyctrophosphale séshydiogénase (GPO) &1 de IATP en présence de glycaral
Kirsage (5K ) powr praduire du glyeéial-3-phoashete (GIP) & de Fadénosne-S-di
phosphate (ADP). Le GIP esi alors ransformé en dihydrosiacétons phosphate
(DAF) &1 en peroxyde d hydogéne (HaO) par ke GPO.
Au firal, le perexyie @hydregine [HyOz) réagil aves du d-aminophénazane (4-
AF] et du pechlorophénal, réaction catalysée par la peraxydase (POD), ce qui
dOnne b eoulsur fosge:

Triglyosrides + Ha LR, Glycérol + Acides gras libres

Glyesral + ATP Giyedralihase 3P+ ADP

GiP+ Oa —13C OHAP + HaOs

H;Oz ¢ 4-AF + p-Chiomphémnal ﬂ! Ouinone + H;D
Linensité de la coueur formés eat pudi:melle 4 la conceniralion de
Iriglycérides présents dans Féchantllon teate '

SIGNIFICATION CLINIQUE
Les Iriglyctrides sonl des graisses qui fourmnissent & |a cellube son énengie. Toul
comane ke cholesignal, ils sonl ransgonés vers les cellues de I'organisme par
les Bpoproléines du Eang.

Un régime fofl en graisses Salurés ouU en carbobydrates peul dhever (s nivasus
e Iriglycirides.

Lewr ausgmenialion esl relafiverneni neuire. Diverses makadies, felles que
certaines dysfonclions hépaliques [cimhose, hépalite, cbetruction Bilisire) ou
dabites mellibus, peuvent Mre assecides 4 des hausses de tiglycéides™

Le diagnostique chinique dol ienir compie des données dinigues o de
labesalaire.

REACTIFS
R1 GOOD gH 7.5 50 memallL
| Tamoan p-Chlanspheénol 2 menallL
Lipapeotéine ipase [LPL) 150000 LNL
Glyessal kinase {GK) SO0 VL
RZ Glycéeal-3-axydase (GPO) 2500 VL
Enzymes Peraxydasa(POD) 240 INL
4 - Asminophérazens [4-AF) 0,1 mimelL
ATP 0,1 mimelL

YT RS CAL :;r:: piiTaaine de deleclion 68 glyearkes 200

PREPARATION
Reéactil de travail (RT): Dissaudre | —» ) ke tonteny d'une capsule d'enzymes R
2 &t un Naeon de ampon R 1.

Rét 1001310 Réaclf de travail (RT): Reconsiuer [ — ) le conlenu dune
capaule Tenzymes R 2 dans 10 mL ge ampon R 1.

Refermer e agiter doucement jusou's c& gue le conleny soit disseut. Stabike
i R:: B semaine aw réfigérateur (2-8°C) ou e semaing & 15-25°C.

COMSERVATION ET STABILITE
Tous les compasants du kil sont stables juscu'a |a dale de péremplion indiquée
s [Sliguette, &1 g leg Atons Son MAIMENLS bemmaliguament Tarmes & 2.
B°C, & Fabri de la lumitre ef des sources de contamination. Ne pas utiliser lea
réaclits en debars de la date indiguée.
Indices de détirioration des riactifs:

Prégence de particules el LS.

Absorbation (4) du bane 4 505 nm = 0,14,

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE
Speciropholométre ou analysews pour les leciunes & 505 nm.
Cunvelles de 1,0 cm d'éclairage.
Equipement classigue de laboratsine.

ECHANTILLONS
Sérum ou plasma hdparinisé ou EDTA . Stabillé de Féchantllan : 5 jours & 2-
BAC.

PROCEDURE

1. Condilions de test
Longueur dondes: . _____._ 5D5nam (480-550)
Cuvelte: .. ... . 1 em o dclsirage
Tempéralire . . . IPCIE-25C

Z Regher |2 Spml.rml'mm surmm en fonclon de MNeaw distillée
3 Pipatter dans e cuvelba:

Blane boddle Echantillen
RT (mL]} 1,0 1,0 1.0
b Femagas 1.3 {1l - 10 -
Echaniillon [ul) - - i

4. Mélanger el incuber 5 minuies a 37°C ou 10 min. & iempérabure ambianie.
5. Lire labsorbalion (A) du pabron et Néchanilon, en comgaraisan avec ke blans du
réactil. La couleur resle stable pendant au moins 30 minules.

CALCULS
i A )Echaniillon

%200 [modile cone.) » myiol de tiglycénide dans Néchanblion
[A) Modale
Facteur de conversion: mg/dL x 0,0113 = memellL.

CONTROLE DE QUALITE

Il est consedl& d'ﬂ'lﬁhlﬁer m‘ioinl.emmt les achantllons de sérem doal les valews ont
41é conlrdlées: SPINTROL H Narmal &1 pathalogique {ReL 1002120 &1 1002210).

Si les valeurs se ouvenl en dehors des valews lolerdes, analyser linginemen, les
riaclifs e le calibrews.

Chague laboraloire deil dispossr de son propre conlrdie de qualilé el déterminer las
mssures comeclives & mallne  en ﬂﬂ dans le cas ol e wlicaliong: ne
correspondraient pas aix allentes.

VALEURS DE REFERENCE

Hommes: 40 = 160 mg/dL

Fammes: 35— 135 mgidL
Ces valeurs sond données & tire dinformalion. Il esl consedlé & chaque aboraloire de
définir ses propres valeurs de rébérance.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE
Gamme de mesures: Depuis ka Ermite de délection de 0,000 my/dL jusqu’a 1a limite de
Enéarité de 2200 mgidL.

Si la concenlration se Méchantllon st supérisure & I8 Emite de Enéante, ues 172
avecdu ClNa 9 gL el mullipber & résuitat final par 2.

Indra-sdne (n=20) Il'ﬁ‘éi série (n=20)

Moyenne (mgidl ) 103 219 217
S0 041 0,93 3.]"4 7Bl

CW (%) 038 043 362 3.59

Sansibiité anaftigus’ 1 my/dL = 0,00137 A
Exactiluge: Les réaclils SPINREACT (y) ne monbrent pas de difiérences syslémaliques
significalives lorsgu'on les compare & davlres rdachifs commenciaux ()

Les résulats oblemnis avec 50 dchantillons onl &1& les suivanbs:

Coefficent de cormélation (r): 0,29760.

Equation de ka Coubse de régression: y=0,805x +10,77.

Les caracténstiques de 13 methode peuvent vaner suivant Fanalyseur employe.

INTERFERENCES
Aucune interférence ma e relevée avec biliubine jusqu'a 170 pmoliL et hémoglabine
jusqua 10 giL =

Diférentes drogues onl 14 déerites ainsi que d'autres substances  gui peuvent
interférer lors de la détermination de La inglycérides *°.

REMARQUES

1. TRIGLYCERIDES CAL: Elani donné |3 ralure du produil, § est conseilé de
manipuber be produil avec une grands précaution. En effel, il peut &ire contaming
tries facilament.

2. Du LCFLipid Clegring Faelor) sst intdgré su résell.

3 Le bﬂf&;! Al moyen du patron de délestion peul donner lied & dés areurs
syslématiques lors de méthodes aulomatigues. Dans de s cas, i est consedlé
dutiliser des calbrapes sédques

4. Uiser des embouls de pigeiies jetables propres pour difuses le produil

5. SPINREACT disposs de consignes détailibes pour I'application de ce
riactif dans différents analyseurs.

BIELIOGRAPHIE

1.  Buccolo G et al. Quantitative determination of serum tiglycerides by use of enzimes.
Ciin Chem 1473; 19 (S} 476482

2. Fossali P et al Cline Chem 19682; 2810} 2077 -2080.

3.  Kaplan & et al. Tryglycerides. Clin Chem The TV, Mosby Co. 31 Lowis. Toronio.

Princetan 1984; 437 and Lipids 1194-1208.

Young 5. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1295

Young DS, Effects of dissase on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001,

Burtis A =t al. Tietz Taxtbook of Clinical Chamisiry, Jed ad AACT 1980

Tietz N W et al. Clinical Guide io Laboratory Tests, 3ed ad AACT 1988

PRESENTATION

bl

Ref- 1001310 R1:1x50mL B2 5 — 10 mL, CAL: 1 x SmL

Ref 1001311 R1: 10 % 20 mL, R2: 10 — 20 mL, CAL: 1% 5 mL
Rel: 1001312 Ft1: 10 % 50 mL, R2: 10 — S0 mlL, CAL 1% 5 mL
Ref: 1001313 R1:d k125 mL. R2: 4 — 125 mL, CAL 1% 5 mlL
Rel: 1001314 R1:d x 250 mL. B2 4 —» 250 mL, CAL 1% 5 mlL

BSIS31-F  24/08M13

SPINREACT,S.A S5 A L. Cira Sarta Coloima, 7 E-17176 SANT ESTEVE DE BAS [GI) ESPAGNE
Tl +34 972 65 08 D0 Fane +34 972 6900 99. s<mal: spnreactispinieact com

Annexe 2. Fiche technique de dosage des triglycérides « SPINREACT ».
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SPINREACT

ce
GOT (AST)

MADH. Cinétique UV. IFCC rec.

Détermination quantitative d°aspartate amino transférase
GOT (AST)
VD

Consarver 3 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE
L'aspartate amino transférase (AST), iniialement appelée lransaminase
glutamate cxaloacétique (GOT) calalyse le transfert réversible d'un groupe
animigue de 'aspartate vers 'alpha-céloglutarate a formation de glutamalte
el d'oxalacétate. L'oxalacélate produit esl réduit en malate en présence de
déshydroganéas (MDH) et NADH:

AST

Aspartate+ u-Cétoglutarate ————— Glutamate + Oxalacétate

Oxalacitate + NADH +H™ ﬂ; Malate + NAD™
La vitesse de réduction de la concentration an MADH au cantre, déterminée
phota numériquamaent, est proportionnelle 3 la concentration catalytique
d'AST dans I'dchantillon’.

SIGNIFICATION CLINIQUE

L'AST est una enzyme intracellulaire, qui se trouve en grandes quantilés
dans les muscles du coeur, les cellules du foie, les cellules du muscle
squeletiique ef en plus faibles quantités dans les autres lissus.

Bien gu'un niveau élevd dAST dans ke sérum ne soil pas caractéristique
d'une maladie hépatique, elle £'emploie principalament pour les diagnostics
et le suivi, avec d'aufres enzymes lelles que I'ALT et 'ALP. Elle s'ulilise
également dans le cadre du conlrdle post-infarclus, chaz les patients
souffrant de troubles musculaires du squeletie el dans certains autres cas’
45

Ls- diagnostic clinique doit &tre réalisé en prenant en comple les donnéas
cliniquas el les données de laboratoire.

REACTIFS
R TRIS pH 7,8 80 mmoliL
Tampon L-aspartale 200 mmolfL
NADH 0,18 mmaoliL
R2 Lactale déshydrogénsg (LDH) 800 WL
Substrats Malate déshydrogénisé (MDOH) B00 WL
c-Céloglutarate 12 mmoliL
PREPARATION

Réactif de travail (RT):

Ref: 1001160 Dissoudre { — ) une tablatte de substrals R2 dans une dose
jampoule) R1.

Ré&f: 1001161 Dissoudre { — ) une labletle de substrats R2 dans 15 mL de
R1.

Ré&f: 1001 162 Dissoudre { — ) une labletle de substrats de R2 dans 50 mL
da R1.

Refarmer al mélanger doucement, jusqu'a ce que e contanu soil
lofalement dissoul.

Stabilitd: 21 jours 4 2-8°C ou 72 heures & lempérature ambiante (15-25%C).

CONSERVATION ET STABILITE
Tous les composants du Kit sont stables jusqu'a la date de péremplion
indiquée sur létiquelte, at si les flacons sont maintenus hemétiqguement
fermés & 2-8°C, & l'abri de la lumidre et des sources de contamination.
MNe pas utiliser les réactifs en dehors de la dale indiguée.
Me pas utiliser las tablettes si elles sont fragmentées.
Indices de détérioration des réactifs:
Présanca de particules et turbidité.
Absorbation du blanc & 340 nm = 1,00,

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE
Specirophotométre ou analyseur pour les lectures & 340 nm.
Bain thermostable & 25°C, 30°C & 37°C (+ 0,1°C)
Cuvattes de 1,0 cm d'éclairage.
Equipamant classique de laboratoira.

ECHANTILLONS
Sérum ou plasma’. Stabilité de 'échantilion: 7 jours & 2-8°C_

PROCEDURE
1. Conditions de test:
Langueur dandes: . _ ...l 340 nm
uveldle:. ... .. ... . .. ..1em déclairage
Température ... ... ... ... ... .. 25°CI30°CIATC

2. Régler le spectrophotométre sur zéro en fonction de 'eau distillée ou
air.

3. Pipetter dans une cuvette:
[RT (mL) [ 1.0 |
| Echantillon (uL) | 100 |

4.  Mélanger et incuber pandant 1 minute

5. Lire labsorbation (A) initiale de I'échantillon, mattre an roule ke chronométre et
lire l'absarbation a chague minute pendant 3 minules.
6. Calculer la moyenne de |'augmentation d'absorbation par minute (AA/min).

CALCULS

AfSmin x 1750 = UIL de AST
Unités: L'unité intemationale (UI) correspond a la quantité d'enzymes qui canverti
1 pmol de substrals par minute, dans des conditions standard. La concentration
ast axprimés an unitéllitre (LIL).
Facteurs de conversion de tampératuras
Les résultats peuvent se fransformer a d'aufres températures, en multipliant par:

Température Facleur da convearsion a
de mestine 25°C aoec arc
25°C 1,00 1,37 2,08
anc 0,73 1,00 1.54
arec 0,48 0,65 1.00

CONTROLE DE QUALITE

Il est conseilld danalyser conjointemant les dchantillons de sérum dont les valeurs
ont été contrdlées: SPINTROL H Normal el pathologique (Rél. 1002120 at
1002210).

Si les valeurs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser linstrument,
les réactifs el le calibraur.

Chaque laboratoire doil disposer de son propre contrile de qualité et déterminer
les mesuras coreclives 4 maltre en place dans le cas ou les vérifications ne
correspondraient pas aux attentes.

VALEURS DE REFERENCE'

25°C 30°C 3rc
Hommes Jusqu'a 19 UL 26 WL 3B UL
Fammes Jusqu'a 16 UL 22 0L 31U

Ces valeurs sont données A titre d'information. |l est conseilld & chaque laboratoire
de définir ses propres valeurs de référence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gamme de mesures: Depuis la limile de détection 0 W/L jusqu'a |a limite de
lindarité 360 LWL

5i la concentration de I'échantillon est supérieure 4 la limite de lindarité diluer 110
avec du CiMa 2 g/L el multiplier le résultal final par 10.

Précision:
Intra-séria (n= 20) Inter-séria (n= 20)
Moyenne (UL) 55,5 165 55.0 162
sD 1.30 3.44 0.92 252
CV (%) 2,35 2.07 1.68 1.55

Sensibilité analytique: 1 U/L = 0,00051 AA /min

Exactitude: Les réaclifs SPINREACT (y) ne montrenl pas de différences
systématiques  significatives  lorsqu'on  les compare 4 d'autres  réactifs
commerciaw (x).

Las résultats obtenus avec 50 échantillons onl éé les suivants:

Coefficient de corrélation (r)?: 0,98277.

Equation de la Coubre de régression: y= 0,9253x - 5 1685,

Les caractéristiques de la méathoda peuvent variar suivant 'analyseur amployé.

INTERFERENCES

Les anticoagulants & utilisation courante tels que I'héparine, 'EDTA oxalate ou le
flusrure n'ont aucune incidence sur les résultats. L'hémolyse intarfére avec les
résultats’.

Différentes drogues ont &b décrites ainsi que d'autres substances qui intarférent
dans |a détermination de IASTS 2,

REMARQUES
SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de ca réactif
dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE

1. Murray R. Aspartate aminotransferase. Kaplan A et al. Clin Chem The C.V. Mosby
Co. St Louis. Toronto. Princeton 1984; 1112-116.

Young D5. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1905
Young DS5. Effects of disease on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC 2001,

Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chemistry, 3rd ed AACC 1009,

Tietz MW et al. Clinical Guide to Labaoratory Tests, 3rd ed AACC 1005,

PRESENTATION

R

Ref: 1001180
Ref: 1001161
Ref: 1001162

R1:20x 2mL , R2: 200 — 2 mL
R1:1x150mL, R2: 10 — 15mL
R1: 10 x 50 mL, R2: 100 — 50 mL
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Annexes

SPINREACT

cel_cPramnia |
GPT (ALT)

NADH. Cinétique UV. IFCC rec. liquide

Détermination quantitative d’alanine amino transférase
GPT (ALT)
VD

Consarver a 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE
L'alanine amino transférase (ALT) imitialement appelée transaminase
glutamique pyruvigque (GPT) catalyse le transfert réversible d'un groupe
animique d'alanine vers 'alpha-cétoglutarate a formation de glutamate et de
pyruvate. Le pyruvate produit est réduit en lactale en présence de laclate
déshydrogénase (LDH) et NADH:

ALT

Alanine + a-Cétoglutarate ————— Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H* —E0H | actate + NAD"

La vitesse da réduction de la concantration en NADH au centre, délerminée
photométriquement, est proportionnelle & la concantration catalylique dALT
dans I'échantilion’.

SIGNIFICATION CLINIQUE

L'ALT est une enzyme intracellulaire, qui se trouve principalement dans les
cellules du foie et das reins.

Son meilleur avantage est la diagnostic de maladies du foie.

On l'observe en grandes quantités dans le cadre de maladies hépatiques,
telles que I'hépatite, las maladies du muscles et des infarctus du cosur, &tant
donné que la valeur de FALT reste dans les limites standards et augmente
dans les niveaux de AST 45,

La diagmostique clinique doit &lre réalisée en prenant en comple les
données clinigues el de |aboraloire.

REACTIFS
R1 TRISpH 7.8 100 mmaliL
Tampon Laciahell déshydrogénase (LDH) 1200 WL
L-Alanina 500 mmal/L
R2 MNADH 0,18 mmalL
Substrals a-Cétoglutarale 15 mmalL
PRECAUTIONS

R1 : H280- Peut élre cormosil pour les métaux.
Suivez les conseils de prudence donnés en SDS el éliquetie.

PREPARATION
Reéactil de travail (RT)k
Mélanger: 1 vol. de (R2) Substrats + 4 vol. [R1) Tampon.
Stabilité: 21 jours 4 2-8°C ou 72 heures a lempérature ambiante (15-25°C).

CONSERVATION ET STABILITE
Tous les composants du kit sont stables jusqu'a la date de péremption
indiquéa sur MNétiquette, at si les flacons sontl maintanus hermétiquamsant
farmés 4 2-8°C, A l'abri de la lumiéne et des sources de contamination. Ne
pas uliliser les réaclifs en dehors de |a date indiguée.
Indices de détérioration des réactifs:

Présence de particules el Wrbidité.

Absorbation du blanc & 340 nm< 1,00.

MATERIEL SUPFLEMENTAIRE
Specirophotométre ou analyseur pour les lectures & 340 nm.
Bain thermostable & 25°C, 30°C & 37°C (+ 0,1°C)
Cuvattes de 1,0 cm d'éclairage.
Equipement classique de laboratoire.

ECHANTILLONS
Sérum ou plasma’. Stabilité de 'échantillon: 7 jours 4 2-8°C.

PROCEDURE

1. Conditions de test:
Longueur d'andes: P —— ]

. .1 em déclairage
Tempérallre: . .. ... ..ot 25°C/30°C/1ATC

2. Régler le spectrophatométre sur 2éro en fonction de 'eaw distillée ou
air.

3. Pipetter dans une cuvatte:

[RT {mL} I 1.0 ]

| Echantilion (L) | 100 |

Mélanger at incuber pandant 1 minute

Lire |'absorbation (A) initiale de l'échantilon, metire en route le

chronomeétra et lire l'absarbation a chagque minute pandant3  minutes.

6. Calculer la moyenne de l'augmentation d'absorbation par minute
[ AA mIn )

oo

CALCULS

AfSmin x 1750 = WIL dALT
Unités: L'unité intemationale (Ul) comaspond A la quantité d'enzymes qui converti
1 pmol de subsirats par minute, dans des conditions standard. La concentration
ast exprimés an unitéitre (LIL).

Facteurs de conversion de températures
Les résultals peuvent se Iransformer A d aufres températures, en multipliant par:

Température Factaur de conversion &
de mesura 25°C 30°C ATC
25°C 1,00 1.32 1,82
3FC 0,76 1,00 1,39
arc 0.55 0.72 1.00

CONTROLE DE QUALITE

Il est consaillé d'analyser conjointemant les dchantillons de sérum dont les valeurs
ont éé contrilées: SPINTROL H Mormal el pathologique (Reéf. 1002120 et
1002210).

5i les valeurs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser linstrument,
les réactifs el le calibreur.

Chaque laboraloire doil disposer de son propre contrile de qualité et déterminer
les mesures comeclives & meltre en place dans le cas ou les vérfications ne
cormaspondraiant pas aux allentes.

VALEURS DE REFERENCE**®

2595 30°C 3700
Hommes Jusqu'a 22 UL 29 UL 40 UL
Fammes Jusqu'a 18 WL 22 UL J2ZUL

Chez les nouveau-nés en bon élal de sanlé, on a détectéd des valeurs presque
doublés par rappor a celle relevées chez les adultes, étal donné leur maturité
hépatique, ces valeurs redeviennent normales dans les rois mois.

Ces valeurs sont données a titre d'information. |l est conseillé a chague laboratoire
de définir ses propres valeurs de référence.

CARACTERISTIQUES DE LA METHODE

Gamme de mesures: Depuis |a fimife de détection de 0 LIL, jusgu'a la limite de
lindarité de 400 UL,

Sila concentration de I'échantilon est supéneure A la limite de lindarité, diluer 110
avec du ClNa 9 g/L el multiplier e résultal final par 10

Precision:
Intra-séria (n= 20} Inter-sére (n= 20)
Moyenna (UL) 42.0 116 411 118
SD 0.47 042 0.76 1.61
CV (%) 1,11 0,36 1,85 1.40

Sensibilité analytique: 1 U/L = 0,00052 44 /min

Exactitude: Les réaclifs SPINREACT (y) ne monirenl pas de différences
systématiques  significatives lorsqu'en les compare 4 dautres  réactifs
commarciaus |x).

Les résultals oblenus avec 50 échantillons ont é1é les suivanis:

Coeflicient de corrélation (r}: 0,92597.

Equation de la Coubre de régression: y=1,1209x + 1,380.

Les caracléristiques de la méthode pauvent varer suivant |'analyseur employé.

INTERFERENCES

Les anticoagulants & utilisation courante tels que 'héparine, 'TEDTA oxalate ou la
flusrure m'ont aucune incidence sur les résultats. L'hémolyse interfére avec les
résultals®.

Différentes drogues ont été décrites ainsi que d'autres substances qui interférent
dans la détermination de FALT® 2.

REMARQUES
SPINREACT dispose de consignes détaillées pour I'application de ce réactif
dans différents analyseurs.

BIBLIOGRAPHIE

1. Murray R. Alanine aminotransferase. Kaplan A et al. Clin Chem Tha C.\. Mosby
Co. 5t Louis. Toronto. Princeton 1984; 1088-1000.

2 Young DS. Effects of drugs on Clinical Lab. Tests, 4th ed AACC Press, 1985,

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

4.  Burtis A et al. Tietz Textbook of Clinical Chamistry, 3rd edition. AACC 19990,

5 Tietz M. W. &t al. Clinical Guide to Laboratory Tests, 3rd ed. AACC 1905,

PRESENTATION

R1: 1 %60 mL

Raf: 41280 R2: 12 15mL
X R1: 1 x 240 mL

R&F: 41252 R2: 1x 60 mL
X R1: 1 x 480 mL
Rat: 41283 R2: 1 x 120 mL
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SPINREACT

HDLc -D

g |
HDL Cholestérol D

Directe. Enzymatique colorimétrique

Détermination quantitative de cholestérol HDL
VD

Conserver & 2-8°C

PRINCIPE DE LA METHODE

Détermination directe de HOL (cholestérol de lipoprotéines de heute densié)
sans basoin de préfraitement ou centrifugation de I'échantillon.

La détermination est réalisée en dewx étapes :

-1 Elimination de lipoprotéines non-HOL

Esters cholestérol i» Chaolestéral + Acides gras
Cholestérol + O, ﬂb 4-Cholesténone + H,0,

JHO Catalaza HO+0

z 2 2 2

— 2% Mesure de HDL
Esters cholestérol ip Chalestérol + Acides gras
Cholestérol + 0H ﬂb 4-Cholesténone + HHO2
POD

2 HHOI_ + HDAOS + 4-AA ————— Quinonimine + 4H20

L'intensité de la couleur formée est proporionnelle 4 la concentration de HOL
présente dans l'échantillon testé.

SIGNIFICATION CLINIQUE

Les particules de HDL sont des lipoprotéines qui transportent le cholestérol vers
les cellules. Le cholestérol tramsporté par les lipoprotéines & forte densité est
appeld “bon cholesténol”, étant donné que des niveaux élevés sont assocés &
un risque cardiovasculaire feible. Un niveau faible de cholestérol HDL est
considéré comme |'un des principaux facteurs de nsque cardiovasculaire et y
de maladies des artéres coronaires " .

La diagnostic clinigue doit tenir compte des données diniques et de |aboratoire.

Cuwettec. ... ...l 1 cm d'éclairage
Température arc
2 Réagler lz spectrophotométre sur zéro en fonction de I'eau distillée
3. Pipetter dans une cuvetbe:
Ellanc Calibreur Echantillon
R (ul) 300 300 300
Calibreur {isL) = 3 =
Echantillon (pL) - -~ 3
d. Mélanger, laisser incuber 5 minutes & 37°C
5 Lire 'absorption (A, ) du calibreur et l'échantillon.
6. Ajouter
[ Blanc | Calibreur | Echantilon |
[R2@y) | 100 | 100 [ o ]

7. Mélanger et incuber § minutes & 37°C.
8. Lire I'absorbation (As) en fonction du blanc du réacsf.
9. Calouler: AA= Az — A,

CALCULS
{ Ad)Echantillon
——— x Calibreur conc. = mg/dL de HOL cholestérol dans I'échantilion
(a4 Calibreur
Facteur de conwersion: mg/dL x 0.0258 = mmolL.

CONTROLE DE QUALITE

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

5i les valewrs se trouvent en dehors des valeurs tolérées, analyser |'instrument, les
réactifs et le calibrewr.

Chague laboratoire doit disposer de son propre contréle de qualité et déterminer les
mesures comectives & mettre en place dans le cas ol les vérfications ne
comespondraient pas aux attentes.

VALEURS DE REFERENCE?

REACTIF Hommes Femmes
N, N-big (2-hyaroxyethyl|-2- Risgue mineur = 50 mg/dL = B0 mg'dL
Acide Aminoéthanesulfonique pH 6.6 100 mM E!Bqua r}frﬂ'!ﬁl 35 5550 mg'dIdLL 45:;50 -‘;lgdffl-
N-{2-fydroxy-3-sulfop! 5- isque éleve <35 mg < 45 m
diﬁm,:mnﬁﬂ {Hmmg_g]}& 0.7 mM Ces valeurs sont données & titre d'information. il est conseillé & chague laboratoire de
R1 Cholestérol eslérasa =800 UL définir ses propres valewrs de référence.
Choeeerel oxydase o CARACTERISTIQUES DE LA METHODE
AS. ag'eua oxydase 23000 LIL lﬁuninéaﬁrg ;i;)m;:’lll_m Depuis la limite de détection 3 mg/dL jusgu'a la limite de
M, N-bis (2-hydroxyéthyl)-2- Si la concentration de I'échantillon est supérieure & la limite de lingarité, diluer 1/2
R2 Acide Aminoathanesulfonique pH 7.0 100 mid avec du ClNa 8 g/L et multiplier le résultat final par 2.
4 — Amincantipyrine 4 mh Précision:
Péroxydase = 3500 UiL Intre-génie (n= 30} Inter-série (n= 30)
HDLc/ LDLe CAL | Calibrateur. S&rum humain lyophilisé. Moyenne (mg/dL) 3r.o7 57,93 ar.yr 58,1
50D 0.45 0,58 0.35 0.51
PRECAUTIONS CV (%) 1,20 153 0.93 0.88
HDLc/ LDLe CAL Exactitude: Les reactif= SPINREACT (y) ne monfrent pas de différences

Les composants d'origine humaine se sont révélés négatifs pour 'antigéne HBs,
HCYW et pour lantiHIV (1/2). Toutefois. s doivent &re considérés swec
précaution car its sont trés infectiews.

TRACABILITE: les valeurs sont atiribuées conformément aux conditions du
Protocole de la Méthode d'Evaluation US National Reference System CRMLN.

PREPARATION

- R1etR2: Préts & lemploi.

- HDLc! LDLe CAL: Reconstituer le contenu d'une capsule avec 1 mL d'eau
distillée. Fermer et mélanger doucement jusqu'a ce que le contenu soit
dissout.

CONSERVATION ET STABILITE
Tous les composants du kit sont stables jusqu'a |a date de péremption indiquéea
sur létiquette de la capsule, et siles capsules sont maintenus  hermétiquement
fermés & 2-8°C, & l'abri de la lumiére et des sources de contamination. Ne pas
congeler les réactifs.
- R1etR Z: Une fois ouvers, restent stables 8 semaines & 2-8°C.
- HDLc! LDLe CAL: Une fois reconstitué, stable 2 semaines & 2-8°C ou 3 mois
a-2°c.

-Me pas utiliser les réactifs en dehors de la date indiquée.
Indices de détérioration des réactifs:

Présence de particules et turbidité.

systématiques significatives lorsqu'on les compare & d'autres réactifs commenciaus (x).
Les résultats obtenus avec 50 échantillons ont été les suivants:

Coefficient da comélation (r)c 0,994,

Equation de la Coubre de régression: y=0,83x + 0,033

Les caractéristiqgues de la méthode peuvent varier suivant l'analyseur employé.

INTERFERENCES

Aucune interférence avec Bilirubine n'a été observée jusqu’a 30 mgldL, hémoglobine
jusqu'a 500 mgidL facteurs rhumatoides jusqu'a 1000 UImL ou lipémie jusqu'a 1200
mgfdL.

Les échantilons lpémigues evec concenfration de triglycénides supérieure & 1200
mgfdL, doivent &tre dilués 1/10 avec CiNa 9 giL &t il faut multiplier b résultst final par
10.

REMARQUES

Le réactif 2 présente une coloration jaune due & la peroxydase qu'il contient, ce
qui n'affecte pas dans I"absolu la fonctionnalité du réactif.

SPINREACT dispose de consignes détaillées pour 'application de ce réactif dans
différants analysaurs.

BIBLIOGRAPHIE

Maito HK HOL Cholesiesol. Kaplan & et al. Clin Chemn The TV, Mosby Co. 51 Louis. Toronko,
Princeion 1884; 1207.1213 and 437.

2. US Mational Cholesteral Educaion Program of the Natioral Institutescf Health,
3. Young D3, Efects of drugs on Cinical Lab. Tests, 4th =d AACC Press, 1895
MATERIEL SUPP.LE“E"TNRE . 4. Young DS. EMects of diseass on Clinical Lab. Tests, dth ad AACC 2001,
‘Spectrophotométre ou analyseur pour lectures & 600 nm. & Buris A el al. Tietz Textbook of Clinical Chemisiry, Ird ed AACE 1909,
Cuvettes de 1,0 cm d'éclairage. B Tietz MW et al. Chnical Guide \o Laboratory Tests, 3rd =d AACC 1985 PCTIAPSTI04442
Equi ent classique de laboratoire
Aulpem . PRESENTATION
ggum“']m"s, " o erts comtenant du citate REF1001096 R1:1x80mL, R2:1 x 20 mL. GAL: 1 x 1 mL
m ou plasma: Ne pas utiliser de coag contenant du c X . .
Me pas utiliser d'échantillons hémolysés. Séparer le sérum des hématies le plus RetE1001087 R1:Ax30mL. RZ1x10mL, CAL: 1 x 1mL
tét possible. Stabilité de I'échantillon: 7 jours & 2-8°C. REF1001008 R1:1x 240 mL, R2:1 x 80 mL, CAL: 1 x1mL
Ref:1001088 R1:3x240mL, R2:1 240 mL, CAL -4 x 1 mL
PROCEDURE
1. Conditions de test:
Longueurd'ondes: ... ... ... ... ... B00-T00 nm
BSIS3r-F 071113 SPINREACT, 5 A8 A L. Cira Santa Coloma, 7 E-17176 SANT ESTEVE DE BAS tl.:iI}ESPGNE
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