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Place du test d’ADN libre circulant 
dans le sang maternel concernant la 
trisomie 21 « ADNlcT21 » dans le suivi 

de la grossesse.
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Déclaration de conflit d’intérêt

Je déclare n’avoir aucun conflit d’intérêt avec les fournisseurs de dispositif in vitro 
présenté dans cette présentation

Je suis salarié d’Eurofins Biomnis
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INTRODUCTION

Historique : 
● Découverte de l’ADN fœtal circulant par Lo en 1997 couplé aux techniques NGS

Quelques dates :

2008 2011 2014
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Contexte et
réglementation
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Trisomie 21 fœtale : dépistage ≠ diagnostic

Dépistage trisomie 21 fœtale par marqueurs sériques maternels (MSM) 
NABM depuis janvier 1997

Arrêté du 23 juin 2009 fixant les règles de bonnes pratiques en matière de dépistage avec utilisation des MSM de la T21 : 
réalisation au 1er trimestre de la grossesse, paramètres biochimiques adaptés au 1T et intégration des mesures échographiques

Objectif du dépistage : donner aux femmes l’opportunité d’une décision éclairée et non de réduire la prévalence de la maladie
Rôle majeur de l’information 
Le dépistage doit être proposé à toutes les patientes enceintes, qui sont libres d’accepter ou de refuser le test

Diagnostic de certitude repose sur le caryotype fœtal 
Geste invasif : ponction villosités choriales (1T), liquide amniotique, (sang fœtal)

Dépistage prénatal non invasif (DPNI) ou NIPT (ADN fœtal libre circulant dans le sang maternel) : Positionnement 
intermédiaire entre MSM et caryotype ? Quels seuils ?
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www.biomnis
.com

Entre 1997 et 2009, dépistage par paliers : 

Problème posé : 90 000 amniocentèses / an (11,5 % des patientes)
 33 000 âge maternel 
 17 000 signes appels échographiques 
 40 000 MSM 

Rapport HAS (juin 2007) « Evaluation des stratégies de dépistage de la trisomie 21 » : état des lieux 
performances des différentes stratégies de dépistage http://www.has-sante.fr

Contexte et réglementation

• Age maternel. PLA si sup à 38 ans

1T • Echographie : PLA si CN sup au 95ème p 

2T
• Dépistage intégrant l’âge maternel et les marqueurs biochimiques. PLA si 

risque ≥ 1/250
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Prélèvements Invasifs

Etablissement du caryotype complet impose un prélèvement invasif : PLA ou 
PVC Donc un risque de fausse couche

LA VC

Sur Risque de la PLA : 0,1 % Sur Risque de la PVC : 0,2% 
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Evolution des prélèvements

Diminution du nombre 
de caryotypes fœtaux

Source : données ABM
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Entre 2008 et 2014, plus de 50% de gestes
invasifs en moinsCollège de Gynécologie CVL



Trisomie 21 fœtale : place du dépistage et du diagnostic

Dépistage trisomie 21 fœtale par marqueurs sériques maternels (MSM) 
• NABM depuis janvier 1997
• Arrêté du 23 juin 2009 : nouvelles modalités de dépistage et de 

diagnostic prénatals de la trisomie 21 fœtale

DPNI (Dépistage prénatal non invasif) : 
ADN fœtal libre circulant dans sang maternel

Diagnostic de certitude : caryotype fœtal. Geste invasif : 
- ponction villosités choriales (PVC, 1T)
- liquide amniotique (PLA)
- sang fœtal

POSITIF
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ADN FŒTAL CIRCULANT
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ADN libre circulant (cfDNA) dans le sang maternel

Sang maternel = ADN maternel + ADN fœtal
● 2 - 20% du cfDNA est fœtal = FRACTION FOETALE

cfDNA fœtal provient des cellules trophoblastiques
du placenta

Libéré dans le sang maternel sous forme
de petits fragments d’ADN (150–200bp)

Détectable dès la 7ème semaine de gestation

Indétectable dans le sang maternel après l’accouchement

Totalement non-invasif pour le fœtus
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Applications de l'ADN fœtal circulant

Diagnostic
● Détermination sexe fœtal
● Génotypage RHD
● Achondroplasie

Dépistage
● DPNI
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~1 million de conceptions/an

~150 000 grossesses (15%)  chez des 
femmes D négatif

~90 000 (60%) patientes D- avec fœtus 
D+

(~ 75 000 patientes après 28 SA)

Génotypage RHD fœtal dans le sang maternel : 
combien de patientes concernées chaque année en France ?
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Prévention de l’immunisation anti-RH1 chez la femme 
enceinte 

Immunoprophylaxie par injection de gammaglobulines anti-D = Rhophylac®

Recommandations CNGOF 2005 : prophylaxie ciblée + systématique + post-natale
● Injection ciblée : en cas de situation à risque d’hémorragie foeto-maternelle (dans les 72h) :

- Au 1er trimestre : en cas de fausse couche, IVG, GEU, traumatisme abdominal, etc
- Aux 2e et 3e trimestres: MAP, version par manœuvre externe,  traumatisme abdominal, IMG, MFIU
Adaptation de la posologie de gammaglobulines anti-D au volume de sang fœtal estimé dans la circulation maternelle 
par le test de Kleihauer (à réaliser en cas de suspicion d’hémorragie foeto-maternelle importante)

● Injection systématique à  28 SA (300 µg IM) chez la femme non immunisée de conjoint D positif
● Injection à l’accouchement si nouveau-né de phénotype D positif

28 SA

300 µg IV ou IM

15SA Accouchement

200 µg IV
≥ 200 µg IM≥ 200 µg IV ≥ 200 µg IV200 µg IV
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Recommandations CNOGF 2005

16

 Limiter les injections de gammaglobulines anti-D à 60% des 
grossesses des femmes D négatif

Recommandations pour la Pratique Clinique
Prévention de l’allo-immunisation Rhésus D foeto-maternelle (2005)Collège de Gynécologie CVL



Contexte
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Remboursement de l’analyse depuis le 13/07/17 (JO du 22/06/17)

4085 : Détermination prénatale du génotype RHD fœtal à partir du sang maternel
(B 260-70 Euros) par PCR en temps réel utilisant au moins 2 exons.
L’acte sera réalisé à partir de la onzième semaine d’aménorrhée.
Les renseignements cliniques nécessaires sont les suivants :
• Date des dernières règles ou date de la grossesse
• Groupe sanguin ABO-RH1 (D) de la femme enceinte
• Origine géographique de la patiente si possible
• Notion d’allo-immunisation anti-D connue ou non
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Contexte

• Lorsque le résultat de l’acte 4085 est négatif ou indéterminé, il est nécessaire de 
réaliser 15 jours après (ou avant ce délai de 15 jours en cas de grossesse de terme 
avancé) une seconde détermination, soit l’acte 4086
4086 : Seconde détermination prénatale du génotype RHD fœtal à partir du sang maternel 
(B 260)

• Il ne peut être coté qu’un acte 4085 et un acte 4086 par patiente et par grossesse.
• L’indication des examens 4085 et 4086 est la suivante : prise en charge des 
grossesses de femmes de phénotype D négatif
• Les comptes rendus des examens 4085 et 4086 devront préciser les différents 
exons amplifiés pour réaliser les examens.
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Conclusions Rhésus D sur sang maternel

• Le génotypage RHD fœtal non invasif permet de diminuer d’un tiers le 
nombre d’injections de Rhophylac®

• En cas d’immunisation anti-RH1 maternelle : permet de restreindre la 
surveillance aux seuls cas où le fœtus est D positif

• L’interférence d’allèles RHD silencieux, notamment dans la population 
d’origine africaine/afro-antillaise (66% d’allèles RHDψ), est la principale 
limite du test
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INFORMATIONS SUR RHESUS D FŒTAL SUR SANG 
MATERNEL

WEBINAR EUROFINS BIOMNIS

LE LUNDI 29 JANVIER A 17H 
PAR LE DR L. STROMPF SYLVESTRE

POUR Y ASSISTER:

Transmettre votre adresse mail à C. WERTZ qui vous adressera 
une invitation.
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DPNI des aneuploïdies
Aspects techniques
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Serveur Illumina

Aspect technique

Rendu des résultats
Logiciel de validation 

CE-IVD

Sang maternel Extraction de l’ADN fœtal et maternel circulant NGS

Target 
chromosome

Reference 
chromosome

Les différentes étapes d’analyse :

C
hr

om
os

om
e 

21
 N

C
V

Library prep / quantification / Pooling

Valeur Chromosomique Normalisée (NCV) Alignement et comparaison de séquencesCollège de Gynécologie CVL



L’ADN du chromosome 21 représente <5% du génome 

Next-Generation Sequencing (NGS)
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cfDNA
foetal
(20%)

cfDNA
maternel

Chromosomes 1 2 3

……
21 Trisomie 21

VS

Next-Generation Sequencing (NGS)

Les différentes étapes d’analyse : en détails

10% de plus en cfDNA-Chr21

Analyse des aneuploïdies
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Pr
ob

ab
ili

té
% de chromosome 21 % de chromosome 21

Next-Generation Sequencing : le défi

Intérêt du NGS

Population “euploïde”: quantité attendue ADN chromosome  21 Population “trisomique”: quantité excessive ADN chromosome 21

A retenir :
Un très grand nombre de reads pour une 
meilleure sensibilité du test

Nb comptage = 10 000

Pr
ob

ab
ili

té

% de chromosome 21
0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02

Nb comptage = 100 000

0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02

Nb comptage = 1 000 000

Pr
ob

ab
ili

té

0.01 0.012 0.014 0.016 0.018 0.02
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Sensibilité Spécificité VPN VPP

En population à
haut risque de T21 99% 98% 99,8% 99%

En population 
générale 100% 99,7% 100% 45%*

81%**

Performance du test selon le type de population

Source : * Bianchi et al.2015, NEJM
** Norton et al.2015, NEJM

A retenir :
Excellentes performances du test DPNI 
dans la population à haut risque Collège de Gynécologie CVL



Source : * Bhatt et al.  Poster ISPD 2014

Positif Sensibilité Spécificité VPP VPN

T21 596 99,14% 99,94% 0,9681 0,9999

T18 208 98,31% 99,9% 0,863 0,9999

T13 71 98,15% 99,95% 0,7977 0,9999
Résultat d’une étude rétrospective sur 34 000 tests*

Performance du test par type de trisomie

Collaboration entre Eurofins Biomnis et Illumina / Verifi pour le premier transfert de la technologie

A retenir :
La technologie Illumina choisie par Eurofins
Biomnis offre d’excellentes performancesCollège de Gynécologie CVL



Limites d'interprétation 

Faux positifs:
 2ème Jumeau évanescent
 Mosaïque Confinée au Placenta (MCP)
 CNV maternel (ex chr 18)
 Mosaïque maternelle et néoplasie

Faux négatifs:
 Discordance Fœto-Placentaire
 Taux faible d’ADN fœtal
 Triploïdies
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Limites d’information:  ADNlc / Caryotype 
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Place du DPNI en 
France
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Volet 1 (Novembre 2015) : 
les performances des tests cffDNA dans le groupe des femmes à risque (18/11/2015)

● Taux de détection > 99%
● Taux de faux positifs <1% 

 Révision des modalités actuelles de dépistage de la T21 

Volet 2 (Mai 2017) : évaluation de la place de ces tests dans la stratégie de dépistage en vue 
d’établir une stratégie de remboursement
● Enjeux éthiques sociaux 
● Difficultés organisationnelles 

HAS : une évaluation en deux volets
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RECOMMANDATIONS HAS, MAI 2017
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RECOMMANDATIONS HAS MAI 2017

LA HAS INSISTE SUR LE FAIT QUE:

● Le test ADNlc ne remplace pas le caryotype fœtal pour la confirmation diagnostique 
de trisomie 21 fœtale

● La procédure standard de dépistage par les marqueurs sériques préconisée est le 
dépistage combiné reposant sur la mesure échographique de la clarté nucale et le 
dosage des marqueurs sériques du 1e trimestre.

● L’accès de toutes les femmes à une échographie biométrique et morphologique réalisée 
entre 11+0 et 13+6 SA selon les critères de qualité édictés par la HAS doit être garanti.

● L’intégration du test ADNlc ne remet pas en question la proposition de caryotype fœtal 
(ou CGH array) d’emblée  en cas de clarté nucale supérieure ou égale à 3,5mm (99e p) 
et autres signes échographiques.
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RECOMMANDATIONS HAS MAI 2017

EN CAS D’ECHEC DE TEST ADNlc:
● Dans le cas où 2 TESTS ADNlc ne permettraient pas d’obtenir un résultat interprétable, la HAS 

considère que la conduite à tenir doit être la même quel que soit le niveau de risque entre 1/1000 
et 1/51 à l’issue des MSM:

 AVIS D’UN CPDPN ET ORIENTATION DES FEMMES OU DES COUPLES VERS UN CONSEIL 
GENETIQUE selon les résultats du caryotype fœtal

 Dans ce cas particulier, la prise en charge par l’Assurance Maladie du caryotype fœtal devra être 
possible pour les femmes enceintes avec un risque de T21 fœtale estimé supérieur à 1/1000.

 NB: si échec sur 1e prélèvement , 22% de risque d’échec sur le 2e  
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RECOMMANDATIONS HAS MAI 2017

CONDITIONS DE SUIVI ET D’EVALUATION:
● Organiser un suivi « en vie réelle » de l’utilisation des tests ADNlc
● Réévaluer à 3 ans + évaluation du dépistage des autres aneuploïdies et des microdélétions

EN L’ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES SCIENTIFIQUES, LA HAS RENVOIE VERS L’AVIS 
FORMULE PAR LE GROUPE DE TRAVAIL ET LES EVENTUELLES RECOMMANDATIONS DES 
SOCIETES SAVANTES POUR LE DEPISTAGE DE LA TRISOMIE 21 FŒTALE DANS LES 
SITUATIONS PARTICULIERES (grossesses gémellaires, marqueurs sériques atypiques…)

Ne plus utiliser le dépistage séquentiel intégré au 2e trimestre:
● Dépistage combiné au 1er trimestre
OU
● marqueurs sériques seuls au 2e trimestre
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AVIS DU GROUPE DE TRAVAIL ACLF/HAS

Il est légitime que les femmes enceintes avec grossesse multiple bénéficient du test ADNlc  
qui pourrait être proposé en 1e intention au 1e trimestre de la grossesse. (mesure de la FF++)

Les règles de bonne pratique pour les femmes enceintes présentant des dosages des 
marqueurs sériques atypiques doivent continuer d’être appliquées en l’état.

Le test ADNLc devrait être proposé d’emblée aux femmes enceintes chez qui les MSM n’ont 
pas pu être réalisés à cause de la découverte tardive de la grossesse

La proposition d’un test ADNlc pourrait éviter un retard à la prise en charge des femmes sans 
échographie du 1e trimestre pour palier en partie à la perte de chance pour le dépistage de la 
T21.

La place des tests ADNlcT21 en cas de grossesse dans le cadre d’une AMP reste à définir.
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Indications ACLF 2017 : Guide de bonnes pratiques (V3)

*En cas de grossesse singleton avec MSM donnant un risque 
 supérieur ou égal à 1/50 si choix de la patiente
 Entre 1/51 et 1/1000
*En cas d’antécédent de grossesse avec aneuploïdie ou si un des parents est 

porteur d’une translocation robertsonienne impliquant un 13 et/ou un 21
*En cas de grossesse multiple
*Si l’échographie T1 ou le dépistage par MSM n’ont pas pu être réalisés
*En cas de profil de MSM hors borne, en particulier si évocateurs de T18
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Contre-indications absolues ou relatives (ACLF 2017)

SIGNES D’APPEL ECHOGRAPHIQUES ET NUQUE >3,5 mm ou >99e P:
(risque d’anomalie autre que T13, T18, T21= 2,5 à 8%)

La réalisation d’un test invasif est recommandée
CLARTE NUCALE ENTRE 95e ET 99e P: (risque d’anomalie autre que T13, T18, T21=1/177): 

un test ADNlc est possible après avoir expliqué à la patiente les limites de ce test appliqué à 
sa situation
SOFT SIGNS ECHOGRAPHIQUES:

Ne constituent pas une indication à un test ADNlc mais n’en sont plus une contre-indication (si 
isolés):

dilatations pyéliques uni ou bilatérales

AOU

Kystes des plexus choroïdes

Artère sous clavière Dte rétro oesophagienne

Focus cardiaque hyperéchogène
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En routine chez
Eurofins Biomnis

Collège de Gynécologie CVL



Données d'Eurofins Biomnis

22354 tests réalisés
octobre 2014 – nov 2017

 TRISOMIE 21
- 304 cas

- 3 cas de mosaïques 
- 5 faux positifs

 TRISOMIE 13
- 21 cas

- 6 faux positifs

TRISOMIE 18
- 55 cas

- 7 faux positifs

 Taux d’échec= 0.24%
 (0,58%, HAS 2017)

Important :
D’excellentes performances avec le DPNI par 
Biomnis; un taux d’échec très faibleCollège de Gynécologie CVL



Données d'Eurofins Biomnis: grossesses gémellaires

1450 patientes (6,5% du 
total)

octobre 2014 – nov 2017

 TRISOMIE 21
- 4 cas

- 2 cas confirmés, 1 FP, 1 issue 
non connue

 TRISOMIE 13
- 3 cas

- 1 cas confirmé, 2 FP

TRISOMIE 18
- 0 cas

 Pas de faux négatif à ce jour
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En pratique
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En pratique: 
pour le prescripteur

Les formulaires et ressources scientifiques sont disponibles sur www.dpni-biomnis.com

Recueillir le consentement / attester l’information
● Attestation d’information éclairée 
● Consentement de la patiente
● Bon de demande d’analyse spécifique 

Remplir le bon de demande
● Ne pas oublier de remplir « poids et taille » 

Délais de rendu de résultats
● 5 jours ouvrés

Des biologistes à votre disposition au 
04 72 80 25 99 
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En pratique:
pour le laboratoire de biologie médicale

Les formulaires et ressources scientifiques sont disponibles sur www.dpni-biomnis.com

1  seul tube « STRECK » ou équivalent

Kit de prélèvement spécifique disponible sur l’espace correspondant Biomnis Connect

Joindre :
● Bon de demande
● Ordonnance de prescription
● Attestation / consentement
● Compte-rendu de l’échographie faite après 11SA
● Justificatif d’indication (ex: résultat de marqueurs sériques)
● Règlement par chèque

L’échantillon doit nous parvenir sous 5 jours maximum, à compter de la date de prélèvement

Des biologistes  à votre disposition au 
04 72 80 25 99 
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En pratique:
aspect économique

Acte hors nomenclature
● 390€

● Pas de prise en charge Sécurité Sociale

● Remboursement par certaines mutuelles

● Prise en charge par  CHU et certaines Centres Hospitaliers (enveloppe RIHN)
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Conduite à tenir à réception des résultats
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Résultats en échec

2 TYPES PRINCIPAUX:

1. « résultat ininterprétable en raison d’une fraction fœtaled’ADN circulant 
trop faible »: causes possibles: prélèvement trop précoce, patiente en surcharge 
pondérale

CAT: reprélever au moins 3 semaines plus tard car FF augmente avec le terme

2. « résultat ininterprétable; un nouveau prélèvement peut être proposé »:
Causes possibles: en cours d’étude
CAT: reprélever sans délai particulier OU proposer directement un prélèvement 

invasif 
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Un site dédié au DPNI Ninalia

www.dpni-biomnis.com

- Un espace d’information consacré aux Futurs 
parents dans un objectif pédagogique pour 
répondre aux questions les plus fréquentes 
exprimées par les femmes enceintes

- Un espace spécifique pour les Professionnels 
de santé afin de vous permettre de compléter 
vos connaissances sur ce test
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Conclusion
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Conclusion

Détection de l’ADN fœtal circulant couplée au NGS

La méthode de dépistage la plus performante en terme de sensibilité et
de spécificité 

Non-invasif

Taux d’échec faible

Discussion de son intégration dans la politique actuelle de dépistage de la T21

Nombreuses perspectives à venir
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Perspectives

• Caryotype non-invasif prénatal :
- Détection d’aneuploïdies des autosomes, de grandes délétions/duplications au sein du 
génome avec une grande résolution 

• cfDNA/cfRNA pour les complications de grossesses (préeclampsie)

• DPNI ciblé sur un seul gène

• Oncologie

• Suivi de transplantation d’organe

• Séquençage de l’épigénome fœtal 

• Séquençage de l’ensemble du génome 
fœtal (WGS)Collège de Gynécologie CVL



Questions?

Merci pour votre 
attention
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