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A-Introduction 



En pratique médical, les explorations biologiques en général et immunologiques en particulier 

représentent une partie intégrante de la chaine de soins. En fonction de la clinique, ils 

constituent un moyen de dépistage, de diagnostic, de suivi, de choix thérapeutique et 

d'évaluation pronostique (1).Dans cette optique, la qualité et la fiabilité des examens de 

laboratoire s'avèrent cruciales pour une prise en charge optimale des patients. 

Comme tout examen biologique, les bilans immunologiques comportent trois phases, la phase 

pré-analytique, la phase analytique et la phase post-analytique. 

La phase pré analytique est une étape décisive dans la maîtrise de la qualité des analyses 

effectués (2). Sa complexité est liée aux problèmes relatifs à la quantité et à la diversité des 

prélèvements reçus et dont les règles de recueille, de transfert, de traitement et de 

conservation répondent à des normes strictes (3). Près de 85% des erreurs surviennent lors de 

cette phase, alors que celles liées aux phases analytique et post analytique ne représentent que 

04% et 11%, respectivement (4). 

Problématiques  : 

Quelles peuvent être les paramètres pré analytiques influençant les résultats des bilans 

immunologiques tels que ceux obtenus lors des explorations immunochimiques ? 
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B- Partie bibliographique 
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I- Chapitre I : la phase pré analytique 

1- Définition : 

La phase pré analytique survient de la prescription médicale d'analyse jusqu'à la conservation des 

échantillons traités en vue de leur analyse (5)Elle comporte: 

✓ La prescription de l'analyse par le médecin ; 

✓ Le prélèvement biologique (Sang, LCR, Urine ...) ; 

✓ Acheminement des prélèvements au laboratoire ; 

✓ Traitement pré analytique des prélèvements ; 

✓ La conservation adéquate jusqu'au moment de l'analyse. 

Cette phase pré-analytique représente 57% à 75% du temps total de l'analyse. Elle se déroule à 

l'extérieur comme à l'intérieur du laboratoire (Figure 01) (6). 

■ 

Figure 1: La phase préanalytique dans le processuce de diagnostic. 	(7) 

2- Les Intervenants lors de la phase pré analytique : 

Plusieurs intervenants sont impliqués à différents niveaux (7)(Figure 02) : 

- Le patient ; 

- Le médecin prescripteur ; 

- Le préleveur ; 

- Le convoyeur ; 

- Le technicien en analyses biomédicales. 
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Figure 2: Intervenant concernée par la phase pré analytique. 	(8) 

3- Prescription médicale : 

C'est un acte médical qui formalise le choix de l'analyse indiqué chez un patient (9)établie selon un 

contexte clinique orientant la prescription (10)Cette dernière doit comporter les données suivantes : 

(11) 

✓ Identité du patient : Nom, prénom, sexe, Age (voir la date de naissance) ; 

✓ Identification du prescripteur et ses coordonnées : Griffe comportant le nom du médecin et 

sa fonction avec la signature du prescripteur ; 

✓ Identification de la structure de soin d'origine ; 

✓ Date de la prescription ; 

✓ Renseignements cliniques détaillant la symptomatologie, l'histoire de la maladie et le 

traitement médical en cours ; 

✓ Notion d'urgence quand cela est nécessaire ; 

✓ Examen demandés ; 

✓ Autre : taille, poids, grossesse, allaitement, ménopause, tabagisme. 

4- Prélèvement : 

4-1-Définition : 

Acte des soins qui consiste à prélever un échantillon biologique nécessaire à un examen demandé (12). 

4-2-Sang : 

4-2-1- Préparation du patient et paramètre demandé : 

Il est crucial de vérifier que le patient remplit les conditions requises pour l'examen demandé : 

✓ Etat de jeûne ; 

✓ Heure de prélèvement pour des paramètres répondant à un cycle nycthéméral ; 

•( Absence de prise des médicaments interférents (13). 

Le stress et la position corporelle lors de la prise de sang jouent un rôle important, car ils peuvent 

influencer de nombreux paramètres biologiques (5). 
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4-2-2- Respect des règles d'hygiène et de sécurité : 

Chaque prélèvement représente un risque pour les différents intervenants (patient, personnel médical 

et paramédical) (14). Les précautions d'hygiène et de sécurité doivent être respectées (15). 

✓ Lavage soigneux des mains entre deux patients ou deux activités ; 

✓ Port de gants recommandé et devant être changés entre deux patients ou deux activités ; 

✓ Avant d'effectuer le prélèvement, vérifier sur l'ordonnance prescrite par le médecin la présence 

d'un risque infectieux ; 

✓ Les aiguilles usagées sont jetées dans un container non perforable (ne jamais recapuchoner) ; 

✓ Les garrots doivent être nettoyés et désinfectés quotidiennement ; 

✓ Les corps de prélèvement sont éliminés après chaque prise de sang ; 

✓ Les containers des aiguilles sont éliminés régulièrement. 

4-2-3- Acte de prélèvement : 

Commencer par préparer le matériel de prélèvement et, vérifier l'identité du patient et la concordance 

avec la demande d'analyse. Il est effectué par ponction veineuse (plie du coude, revers de mains 	) 
(16) (Figure 03) 

Le matériel utilisé sera adapté au recueil de l'échantillon, stérile , à usage unique et non périmé (4). Sa 

préparation avant l'acte est un gage de qualité (9). (Annexell). 

Figure 3: Les veines du pli du coude (M veineux ). (17) 

4-2-4- Choix du tube : 

Pour les prélèvements sanguins il y a deux type de tube de recueille. Il y a ceux ne contenant 

aucune substance (Tube sec) et ceux contenants des substances optimales utilisés selon le type 
d'analyses prévu (5) (Tableau 01). 
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Tube avec Héparinate de 
Sodium . ■ 

Tableau 1: choix du tube en fonction d'examen demandé (18) 

Type de tube de recueille 

Tube citraté 

▪ Tube sec avec gel 
séparateur 

Utilisation 

Pour l'exploration de l'hémostase et au suivi des patients 

sous héparine permet un délai avant analyse jusqu'à 4 

heures. 

Ces tubes permettent d'obtenir après centrifugation un 

sérum de qualité supérieure et de volume plus important. 

Tube sec 

Tube avec EDTA 

Tube avec EDTA ou oxalo-
acétate + fluorure de 
sodium (anticoagulant et 

anti glycolytique ) 

Permet l'obtention de sérum. Utilisation dans plusieurs 

disciplines (biochimie, immunologie, Hormonologie, 

marqueurs tumoraux, Allergie). 

Permet l'obtention de plasma .Utilisé pour certaines 

analyses spécialisées de biochimie, d'hématologie ou de 

génétique 

Permet l'obtention de plasma sur EDTA. Utilisé pour les 

examens d'hématologie cellulaire 

Tube avec inhibiteur de la glycolyse utilisé pour le dosage 

de glucose . 

(Pour prélèvements sanguins ou tous les liquides de 
ponctions) 
- Un flacon aérobie et un flacon anaérobie sont 

systématiquement prélevés 

Ces flacons sont ensuite incubés à 37°c (dans une étuve ou 

dans un automate d'hémoculture. 

Flacons d'hémoculture 
;i'DORIS 'AI 

I - • 

Le tube contenant gel séparateur, contient un gel semi-rigide de polymère de silicone ou de polyester 

qui, après coagulation du sérum et centrifugation, se place à l'interface sérum/caillot grâce à sa densité 

intermédiaire (19) (Tableau 02). 

Tableau 2: Avantages et inconvénients des tubes avec gel séparateur de sérum. (19) 
Avantages 	 Inconvénients 

Meilleur séparation du sérum 	 - Coût élevé 

Rendement +++. 	 Risqué pour certains automates utilisant 

Décantation plus aisée 
	

les tube primaire. 
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4-2-5- Ordre de remplissage des tubes : 

L'ordre de remplissage des tubes permet d'éviter des interférences par transfert des additifs entre les 

tubes via l'aiguille ou le bouchon. 
Dans le cas de prélèvements multiples, il est conseillé de respecter l'ordre suivant (20) (Figure 04): 

• Toujours prélever en premier le tube destiné à une étude microbiologique pour limiter les 

risques de contamination (hémoculture) ; 

e Prélever ensuite le(s) tube(s) sans additif (tube sec) ; 

• Le(s) tube(s) destiné(s) à l'exploration de la coagulation (citrate) ; 

• le(s) tube(s) hépariné(s); 

Le(s) tube(s) contenant de l'EDTA, du fluorure et/ou du mono-iodacétate est (sont) prélevé(s) 

en dernier. 

Figure 4: ordre de remplissage des tubes. (20) 

Il est très important de respecter l'ordre des tubes défini ci-dessus car Certains additifs (anticoagulant) 

interfèrent avec le dosage à réaliser exemple : l'EDTA peut provoquer des interférences au niveau de la 

coagulation et de certains paramètres de chimie (hypo calcémie , hyperkaliémie ) (21). 

4-2-6- Identification des échantillons : 

L'étiquetage des tubes contenant les échantillon doit être fait au moment du prélèvement par le 

préleveur, en présence du patient pour éviter toute erreur, voir toute contestation de la part de ce 

dernier (4)(Figure 05). 

Le pré étiquetage des tubes avant le prélèvement est proscrit dans plusieurs systèmes de santé (22). 

Tout prélèvement et échantillon transmis, quel que soit l'analyse, doit impérativement comporter (15): 

- Nom et prénom du patient ; 

- 	Date de naissance. 



4-3-Urine : 

Au niveau urinaire, plusieurs types de prélèvement peuvent être pratiquer en fonction du des 

paramètres d'analyse prescrits (7) (Tableau 03). 

Tableau 3: Prélèvement urinaire (7) 

Type de prélèvement 

Urine du milieu du jet 

Premier urine du matin 

Deuxième urine du matin 

Urine de 24h 

Explorations prescrites 

Sédiments urinaires (Spot urinaire) 

Dosage qualificatifs et /ou quantitatifs (Spot urinaire) 

Examen bactériologique 

Sédiments urinaires 

Constituants cellulaires, cylindres 

Dosage quantitatifs en relation avec le taux de créatinine si un 

recueil des urines de 24h est impossible 

Dosages quantitatifs 

Concernant les urines de 24 heures, le plus souvent elles sont faites à domicile par le patient. Du point 

de vue pratique elles sont recueillies à partir de la matinée du jour précédant l'acheminement au 

laboratoire (1-1) où dès le réveillée patient éliminées premières urines du matin (pour vider la vessie) 

afin d'entamer la collecte jusqu'à la matinée du lendemain (J-2), où après le réveille les premières urines 

de 1-2 seront recueillies afin de compléter la collecte de 24 heures (23) (24) 

(Figure 06),les urines sont recueillies sur antiseptique., conservées à froid pendant le recueil et 

transportées dans la glace au laboratoire (25). 

Figure 5: schéma expliquant la collecte des urines de 24 heures . (24) 

4-4-LCR : 

Le prélèvement de LCR est un acte médical, effectué par ponction lombaire et recueilli dans un tube 

stérile qui doit être acheminé rapidement au laboratoire pour analyse (15). 
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5- Acheminement des échantillons : 

Les échantillons doivent être acheminer au laboratoire dans des conditions bien précises (délai, 

Température), adaptées à la nature des prélèvements effectués et au paramètres demandés (Annexe). 

A l'exception de certains examens pour lesquels des conditions particulières de température 

d'acheminement sont exigés (par exemple ; Cryoglobiline à +37°C, Homocystéine à -20 °C) (26), 
Les prélèvements doivent être acheminés entre 15° et 25° au laboratoire dans une limite définie à partir 

de sa réalisation (Tableau 04). 
De plus, le conditionnement des prélèvements lors du transport revêt un intérêt majeur dans la sécurité 

sanitaire de la communauté, du personnel impliqué et des prélèvements acheminés, Pour cela, il 

convient d'utiliser des containers isolants appropriés, où: 

- Les échantillons nécessitant une conservation à température ambiante devraient être emballés 

de façon à maintenir une température de 18 à 25 PC durant le transport (27) . 

Les échantillons nécessitant d'être réfrigérés devraient être emballés de façon à maintenir une 

température de 2 à 8 PC durant le transport (28). 

- Les échantillons nécessitant d'être congelés (de -20 à -80 PC) devraient être acheminés sur glace 

sèche (27). 

Certains échantillons nécessitent d'être à l'abri de la lumière, comme par exemple l'exploration 

de la bilirubine, des vitamines, des porphyrines et de la créatine kinase (CK) (5). 

Tableau 4: Délai d' acheminement recommandé pour certains paramètres. 

Conditions d'acheminement 
Paramètres demandés 

Albumine sérique 

Protéine réactive-C 

Fer sérique 

Ferritine 

IgE totales 

Ionogramme 

Immunofixation des 
protéines sérique 

Protides totaux 

Electrophorèse des 
protéines sériques 

Facteur rhumatoïde 
(Waaler rose) 

Protéinurie 

Délai 

24 heures 

24 heures 

24 heures 

8 heures 

24 heures 

4 heures 

24 heures 

24 heures 

24 heures 

2 heures 

1 jour 

7 jours 

1 mois 

Température 

T° ambiante 

2-8°C 

T° ambiante 

2-8°C 

T° ambiante 

2-8°C 

T° ambiante 

T° ambiante 

T° ambiante 

T° ambiante 

2-8°C 

T° ambiante 

2-8°C 

T° ambiante 

2-8°C 

T° ambiante 

2-8°C 

T° ambiante 

2-8°C ( spot urinaire) 

-18°C 

Références 

(29) 

(29) 

(29)  

(30)  

(31)  

(32)  

(33)  

(29) 

(33) 

(34)  
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6- Réception et tri des échantillons : 

Au laboratoire, tout prélèvement reçu subit un contrôle de qualité pour établir sa conformité avec les 

paramètres prescrits (35).A ce niveau, toute demande d'analyse ou tout prélèvement non conforme 

peut être rejeté afin d'éviter tout risque d'erreur (tableau 05). 

Tableau 5: différentes causes de refus d'admission d'un prélèvement. (36) 

Causes de refus d'admission d'un prélèvement 

- Volume insuffisant 

Non-respect du rapport de volume spécimen /additif 

Récipient cassé (accidenté) 

- Défaut d'identification 

- Nature de l'anticoagulant incorrecte 

Délai de transmission trop important 

- Défaut de renseignements clinique indispensables 

Conditions de transport incorrectes 

Récipient ne respectant pas les règles d'hygiène en vigueur 

Absence de prescription 

Aspect du sérum : trouble, hémolyse ou laqué 

Température de transport inadéquate 

7- Enregistrement des échantillons : 

L'enregistrement des échantillons reçus est assuré par l'unité administratif du laboratoire via un 

système d'enregistrement (registre d'admission ou Logiciel de gestion) où il est attribué un identifiant à 

chaque échantillon avec remise d'un reçu au patient. 

D'un autre côté, des feuilles de travail classant les échantillons identifiés sous formes de listes réparties 

sur les paramètres réalisé par le laboratoire (37). 

8- Traitement des échantillons sanguin : 

Des étapes de centrifugation sont nécessaire lors de l'extraction du sérum et du plasma à partir du sang 

total en vue de leur conservation et leur analyse. 

8-1-Centrifugation : 

La centrifugation est un procédé qui utilise la force centrifuge pour séparer les différents composants 

d'un fluide. Au laboratoire médical, elle est principalement utilisée pour séparer le plasma ou le sérum à 

partir de prélèvements sanguins ou pour obtenir un sédiment urinaire (38). 

Sérum sanguin : 

Le sérum est la phase liquide du sang dénuée des cellules et des protéines de la coagulation, représenté 

par le surnageant obtenu après la centrifugation du sang dans un tube « sec », c'est-à-dire sans 

inhibiteur de la coagulation (39)(Figure 07). 
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Figure 6 : Les étapes de préparation du sérum.(39) 

8-1-1- Temps et vitesse de centrifugation : 

Une centrifugation optimale doit être assez intense pour permettre une sédimentation totale des 

cellules (absence de cellules en suspension dans le surnageant) tout en étant suffisamment douce pour 

ne pas lyser les cellules sanguines ou urinaires. D'une manière générale, les indications sont les 

suivantes. 

✓ Sérum : après coagulation complète (au minimum 30 minutes à température ambiante, le 

temps peut être prolongé si le patient est sous anticoagulant), sans dépasse 2 heures, La 

coagulation des échantillons se fait en position debout pour permettre une meilleure séparation 

lors de la centrifugation, (notamment dans le cas de tubes avec gel séparateur). 

Centrifuger le tube entre 1300 et 2500 g pendant 10 à 15 minutes (38). Certains tubes avec gel 

séparateur contiennent un activateur de coagulation et pourront être centrifugé moins 

longtemps entre, 2000 — 4000 g (38). La température de centrifugation doit être comprise entre 

20 'Cet 22 °C (40) 

✓ Plasma : centrifuger le tube entre 1300 et 3000 g pendant 5 à 15 minutes, ceci peut être fait 

immédiatement après le prélèvement (38). 

✓ Sédiment urinaire : centrifuger l'échantillon à 400 g pendant 5 minutes. Ne pas dépasser ces 

recommandations car les culots ont tendance à être trop compacts et les leucocytes à former 

des amas (38). 

La durée et la vitesse de centrifugation (ou rotations par minute ; RPM) requises dépendent du type 

d'échantillon, du type de tube choisi, ainsi que de la centrifugeuse utilisée (rayon du rotor) (38). 

8-1-2- Calcule de la vitesse de rotation (RPM) à partir de la force centrifuge (RCF) : 

Le nombre de « g » (Gravité) indique la force requise pour obtenir une centrifugation optimale. Il est 

également dénommé force centrifuge relative (RCF) et permet de calculer la vitesse de rotation par 

minute. 

La détermination de la vitesse de centrifugation en rotations par minute (RPM) à partir de la force 

centrifuge relative en g (RCF) peut se faire de deux façons : 

1) Par calcul mathématique : via la formule : 
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CM 

25 

30.000 
20.000 
10.000 

5.000 
20 
18 

2.000 

16 1_000 

14 -,sôb 
12 200 

.1'0" 100 
9 50 
8 20 
7 

10 
6 

3 

20.000 
15.000 

g 	10.000 

6.000 

4.000 -- 
3.000 

2.000 
1.500 

1.000 

500 

200 

RPM=1000xV[RCF/(rx1,118)] 

r : rayon de rotation en mm, représenté par la distance entre le centre du rotor et le fond du 
tube lors de la centrifugation 

1. identifier la RCF nécessaire : se référer aux indications fournies par le fabricant du tube. 

2. identifier le rayon (= la moitié du diamètre) du rotor de la centrifugeuse : consulter le mode d'emploi 
la centrifugeuse ou lire directement sur le rotor. 
3. appliquer la formule de calcul. 

2) Par le nomogramme (Figure 08) : 

Figure 7 : Nomogramme.(40) 

8-2-Aliquote: 

Cette opération consiste à répartir un échantillon biologique en fractions conditionnées dans des 
récipients adaptés, Elle peut être faite dans différentes circonstances : 

- Analyses simultanées de l'échantillon à différentes postes de travail ; 
- Conservation d'une partie de l'échantillon biologique dans des conditions spécifiques 

(congélation) soit en vue d'analyse différée, soit en vue d'une vérification ultérieure (14). 

9- Conservation des échantillons : 

Tous les échantillons, quel que soit leur nature, qu'ils aient été qualifiés conformes ou non conformes, 
sont conservés, à la fois dans un but analytique mais également dans un but d'identitovigilance, si 
nécessaire (41) (Figure 09). 
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Conditions de stockage 
en phase post-analytique 

Conditions de stockage 
en phase pré-analytique 

Phase analytique 

   

Stockage cotte 
20 'C et 25 OC 

Stockage entre 
-60 'C et -80 "C 

Stockage entre 
-18 'C et -25 'C 

Stockage entre 
2 C et 8 'C 

    

Figure 8: Algorithme pour la conservation des échantillons. (42) 

Le stockage des prélèvements après la phase analytique est utile dans quatre cas principaux (42): 

- Demande, par le médecin prescripteur, d'éventuels examens complémentaires ; 

Vérification du dosage d'un paramètre par le biologiste ; 

- Vérification de la bonne identité d'un échantillon en cas d'incohérence décelée lors de la 

validation biologique ou après celle-ci ; 

- Constitution d'une biothèque pour certains paramètres (marqueurs tumoraux, sérologies, etc.) 

pour répondre aux obligations réglementaires ou aux recommandations locales du biologiste 

médical ou dans un but scientifique potentiel. 

II- Chapitre II: 	paramètres pré-analytiques influençant l'analyse: 

Plusieurs paramètres influencent les résultats obtenus lors des examens biologiques , Ces paramètres 

peuvent être classés entre les non maitrisable (non modifiables) et les maitrisable (modifiables).il faut 

tenir compte de ces paramètres lors de l'interprétation des résultats (5). 

1- Paramètres non maîtrisables : 

Elles sont représentées par les constante biologiques et physiologiques du patient, qui sont (7): 

1-1-L'âge du patient : 

Avec la date de naissance, l'âge permet une identification complète du patient, en plus de la 

détermination des valeurs de référence adaptées lors de l'interprétation des résultats du patient selon 

son âge (43)(Tableau 06). 

Tableau 6: L'influence de l'âge sur une sélection de paramètres . (44) 

Diminue avec l'âge 

Albumine 

Calcium 

Clairance de la créatinine 

Phosphate inorganique 

p02 

Temps de Quick 

1-2-Le sexe du patient: 

Augmente avec l'âge 

Cholestérol 

Vitesse de sédimentation des érythrocytes 

Ferritine 

Glucose 
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C'est un facteur à prendre en compte dans la majorité des explorations biologiques , surtout pour la 
concentration des constituants dépendants de la masse musculaire et en hormonologie (45) (Tableau 

07). 

Tableau 7: Différences liées au sexe. (46) 

Homme 

Alanine aminotransferase 	< 50 

Femme 

< 35 U/I 

Unité 

U/I 

Fer 6,3 - 30,1 4,1 - 24 µmo1/1 

Ferritine 18 - 360 9 - 140 µg/I 

Acide urique 3,6 - 7 2,3 - 6,1 mg/dl 

Créatinine, cinétique 
réaction de Jaffé 

0,81 - 1,44 0,66 - 1,09 mg/dl 

Hématocrite 40 - 53 36 — 48 % 

Hémoglobine 13,5 - 17,5 12 - 16 g/dl 

Vitesse de sédimentation 
des érythrocytes 

< 15 < 20 mm/1Std. 

1-3-Poids et Taille : 

Souvent leur détermination est essentielle pour l'interprétation de certains paramètres comme le calcul 
du débit de filtration glomérulaire à partir du taux de la créatininémie par la formule de Cockcroft etc. 

1-4-Grossesse : 

Plusieurs variation biologique surviennent au cours de la grossesse (44). En effet, sous l'effet de 
l'hémodilution observé, certains paramètres voit leurs taux plasmatiques diminués (albumine, 
Protides),alors que pour d'autres des élévations des taux plasmatique sont observées (phosphatase 
alcaline d'origine placentaire, cortisol, cholestérol, triglycérides, alpha-foetoprotéine...) (47). 

1-5-Rythme circadien: 

L'exploration et l'interprétation de certains paramètres nécessite de prendre en considération leurs 

rythme de libération au cours de la journée(Tableau 08), tel que pour le Cortisol (figure 10) (48). 
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Tableau 8: Fluctuations au cours de la journée (rythme journalier). (44) 

Fluctuations maximales au cours de la journée en % 

Maximum le matin 

Hormone corticotrope (ACTH) 200 % 	Adrénaline 20 % 

Rénine 140 % 	Hémoglobine 20 % 

Noradrénaline 120 % 	Hématocrite 20 % 

Prolactine 100 % 	Leucocytes 20 % 

Aldostérone 80 % 	Protéine 20 % 

Cortisol 50 % 	Thyroxine (T4) 20 % 

Testostérone 50 % 	Bilirubine 20 % 

Maximum à midi 

Fer 100 % 

Granulocytes éosinophiles 30 % 

Potassium 15 % 

Maximum le soir 

Créatinine 100 % 

Acide urique 50 % 

Thyrotropine (TSH) 50 % 

Phosphatase acide 200 % 

Figure 9: La fluctuation du cortisol au cours de la journée. (44) 

1-6-Population et ethnie: 

En physiologie, il est admis que les normes biologiques peuvent différés d'une ethnie a une autre, d'où 

la nécessiter de l'établissement de normes de référence propre à chaque population ou groupe 

ethnique. 

Par exemple il est observé chez la population noire africaine une augmentation des taux des leucocytes 

sanguins, de la vitamines B12, de la créatinine et de l'alpha-amylase par rapport à la population 

européen. Ce qui plaide en faveur de la différence de leurs normes respectives. (8) 
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2- Paramètres maîtrisables : 

2-1-Le jeûne : 

C'est l'abstinence de toute prise alimentaire dans les 12 heures précédant le prélèvement (boire de 

l'eau est possible), même s'il est souvent préféré, il n'est strictement nécessaire que pour quelques 

analyses, qui requièrent un jeûne impératif (Bilan lipidique, Electrophorèse des Protides, Glycémie à 

jeun, VS, Acide Urique) D'autres peuvent être effectués à distance d'un repas (environ 3h à 4h) 

(Plaquettes, Hormones diverses, Hémostase, Bilan hépatique, Créatinine.) (48) 

2-2-Le tabac : 

Le tabagisme, induit des modifications d'origine métabolique (14). La prise de 1 à 5 cigarettes par jour 

peut accroître les taux sanguins des leucocytes, des lipoprotéines, des hormones (d'aldostérone et de 

cortisol), des marqueurs tumoraux (antigen carcino-embryonnaire (ACE)). 

D'autres paramètres, comme l'enzyme de conversion de l'angiotensine, la prolactine sont abaissés sous 

l'effet du tabac (5). 

2-3-Alcool : 

L'alcool peut induire 2 à 4 heures après sa prise, une acidose métabolique (augmentation du taux des 

acides lactique et acétique sériques avec diminution du taux des bicarbonates). A long terme il y a 

augmentation progressive des tests hépatiques(ASAT,ALAT, yGT) et des modifications de la formule 

sanguine(VGM) (Figure 11). (5) 

Figure 10: Effets aigus et chroniques de l'absorption d'alcool sur certains paramètres de laboratoire (5) 

2-4- 	Prise médicamenteuses : 

Nombreux sont les médicaments capables d'influencer les résultats biologiques directement (par 

mécanisme métabolique), ou indirectement (par leurs interférences lors de certains dosage) (40) 
exemple: 

✓ Les traitements antihistaminiques entrainent une diminution des IgE sériques (35). 

✓ fortes doses de béta-lactamines peuvent donner une fausse bisalbuminémie (49). 
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2-5-Effort physique : 

L'activité physique précédant un prélèvement sanguin peut induire une hyper protéinémie. Ainsi Une 

hyperleucocytose et une hyperglycémie peuvent être observées sous l'effet des variations hormonale 

engendrés par l'effort ( l'ascension de l'adrénaline, de la noradrénaline, du glucagon, de l'hormone de 

croissance, du cortisol et de l'ACTH, et diminution de l'insuline) (5). 

Des entraînements prolongé (plus de 3 mois)induisent une baisse du potassium, du taux de Brain 

natriuretic peptide (BNP) (50). 

2-6-Stress : 

Toute état de stress, induit une libération hormonale variée, comme par exemple d'aldostérone, de 

catécholamine, de cortisol, de prolactine et de rénine. L'augmentation des taux de l'albumine, du 

fibrinogène, du glucose et de l'insuline peut également être observée (44). 

2-7-La position lors du prélèvement : 

Le type de position debout, assise ou couchée peut influencer de nombreux paramètres. Le passage de 

la position couchée à la position debout abaisse le volume plasmatique d'environ 12% (5), Ce 

changement modifie également la concentration de certains paramètres, tel que l'albumine, les 

apolipoprotéines et tout particulièrement la rénine (51)(Tableau 09). 

Tableau 9:Variations de certains taux biologiques observés lors du changement de la position allongé à 
La position assise. (8) 

Proportions de l'accroissement des taux 	 Paramètre 

- Hémoglobine 

- Leucocytes 

- 	Calcium total 

- Aspartate Aminotransférase 

- 	Phosphatase alcaline 
Jusqu'à 10 % 	 - Thyroxine 

- Ig G et Ig A 

- Albumine 

Protéine totale 

- Cholestérol 

Triglycérides 

Hématocrite 
Entre 10 et 20 % 	 - Apolipoprotéine 

Erythrocytes 

Adrénaline 
Plus de 50 % 	 - Rénine 

- Noradrénaline 
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2-8-La pose du garrot: 

La pose prolongée d'un garrot (>lmin) trop serrée peut induire une stase sanguine au site de la 

ponction, ce qui modifie certains taux plasmatique (albuminemie, protéinemie, transferrinemie ...) en 

conséquence de l'hémoconcentration locale induite. 

Cette dernière, peut perturber l'équilibre hydrique des cellules entrainant ainsi une hémolyse (36), d'où 

la nécessité de le desserré après le remplissage du premier tube (52). Dans le cas contraire le biologiste 

doit en être informé (35). 

3- L'hémolyse : 
3-1-Définition : 

C'est la libération d'hémoglobine et du contenu intracellulaire dans le surnagent (sérum ou plasma)suite 

à une destruction érythrocytaire excessive responsable de la coloration rougeâtre du sérum (ou du 

plasma), détecté a l'oeil nue qu'a des concentrations d'hémoglobine supérieures à 0,3g /L (0,03g /dl) (5). 

L'intensité de la couleur rouge indique l'intensité de l'hémolyse (Figure 12). 

Figure 11: Echantillons présentant des hémolyses de différentes intensités. (45) 

3-2-Facteurs déclenchant l'hémolyse in vitro : 

Peuvent se situer au niveau du prélèvement, du transport, du stockage des échantillons. Ces facteurs 

varient en fonction de l'état du patient (fragilité des veines), de la compétence de la personne 

effectuant le prélèvement (formation), et de l'environnement local (température, durée du transport, 

transport par pneumatiques, vibrations, chocs). Les causes majeures d'hémolyse sont liées à des 

mauvaises pratiques de prélèvement et de traitement des échantillons sanguins (53) (54) (Tableau 10) . 
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Tableau 10: Facteurs et mécanismes déclenchants l'hémolyse (55) 

Facteurs déclenchants 
l'hémolyse 

Mécanisme Prévention 

pose prolongée de garrot 

Effet directe de l'alcool 

désinfectant 

Réajustement de l'aiguille 
après ponction 

Cathéter de Calibre 
inadéquat 

Défaut de raccordement du 
dispositif de prélèvement 

Prélèvement de volume 
insuffisant 

Induction d'une 
hémoconcentration locale 

ponction sur site imprégné 

d'alcool. 

Traumatisme veineux 
répété. 

Par la violence des 
turbulence de l'écoulement 
sanguin. 

L'air peut s'introduire dans 
l'échantillon et entraîner la 
formation d'écume. 

Une concentration excessive 
d'additifs peut lyser les 
hématies 

Desserrage rapidedu garrot 
après ponction 

S'assuré du séchage de 
l'alcool avant de ponctionner 

Nécessité d'un préleveur 
habile. 

Utilisation de Cathéter de 
calibre adapté 

Ne pas mélanger des pièces 
provenant de fabricants 
différents 

Respecter rapport 
sang/additif recommandé 

3-3-L'effet de l'hémolyse : 

— augmentation des éléments intracellulaires dans le liquide extracellulaire (potassium, 

phosphate, ASAT, LDH, etc.) (Figure 13) ; 

— La coloration rouge causée par l'hémoglobine interfère avec les mesures photométriques ; 

—Les réactions chimiques qui se déroulent au cours des analyses peuvent être influencées par 

des substances cellulaires (44). 

Figure 12 : Modification de différents paramètres avec une concentration d'hémoglobine de 5 g/I. (44) 
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s 

Valeurs normales 

- Albumine : 55,8 - 66,1 40 

- Alpha 1 2,9 - 4.940 

- Alpha 2 7,1 - 11,8 Ab 

- 88ta 1 4,7 - 7,240 

- Béta 2 3,2 - 6,5% 

-Gamma 11.1 - 18,8 Ab 

 

 

4 	à 

III- Chapitre III : I'immunochimie 

1- Définition : 

L'immunochimie est une discipline de l'immunologie qui s'intéresse à l'analyse immunologique des 

profils protéiques dans les liquides biologiques(sérum, LCR, urines) (56). 

2- Techniques utilisés en Immunochimie : 

Ces analyses Immunochimiques font appelées à deux types de techniques : 

2-1-Technique qualitatives : 

Dominés par les techniques électrophorétiques et d'immunofixation des protéines sériques et urinaires. 

2-1-1- Techniques électrophorétique : 

a- Principe : 
Elle est fondée sur le principe du déplacement des protéines sous l'effet d'un champ électrique sur un 

support solide (Gel d'agarose) ou liquide (Flux dans un capillaire de silice), dont le Ph est alcalin. (57) 

La majorité des protéines ont un pHi inférieur à 7, c'est pour cette raison qu'on utilise le plus souvent 

des solutions tamponnées à pH 8,6 pour permettre à toutes les protéines de se charger négativement et 

se déplacer vers l'anode. 
Parallèlement, une couche mobile de charge positive se forme sur support électrophorétique (chargé 

négativement) entraîne un courant physique opposé au sens du champ électrique, appelé phénomène 

d'électro endosmose. Dans certaines situations ce phénomène est plus puissant que les forces 

électriques ce qui fait des protéines charger négativement peuvent migrer vers la cathode (cas des 

gammaglobulines dans l'électrophorèse sur gel d'agarose ou dans le cas de l'électrophorèse capillaire). 

L'EPS permet la séparation de six fractions de protéines sérique (Figure 14) : albumine, Alpha-1 (al) 

globuline, Alpha-2 (a2) globuline, Beta-1 ((1) globuline, Beta-2 ([32) globuline, Gammaglobulines. La 

quantification est possible à partir du dosage des protéines totales et de la détermination des 

pourcentages des fractions protéiques. 

Figure 13 : électrophorégramme obtenu par électrophorèse capillaire. (58) 

b- Indication : 

Electrophorèse des protéines sériques (EPS): 
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Trouve son indication dans l'exploration de plusieurs syndromes biologiques : 

* L'inflammation : 

La réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés, à une agression. 

Elle comprend : 

- Des phénomènes locaux au niveau des tissus conjonctifs vascularisé (Rougeur, Chaleur, 

Tuméfaction (gonflement), Douleur). 

- Des phénomènes généraux marqué cliniquement de façon variable, allant d'une simple fièvre a 

une altération importante de l'état général. 

Chronologiquement, on reconnait : 

- L'inflammation aiguë durant depuis quelques jours à quelques semaines, pouvant apporter des 

destructions tissulaires importante ou se résoudre spontanément ou sous traitement, 

L'inflammation chronique qui est une inflammation persistante n'ayant aucune tendance à la 

résolution et qui peut évoluer vers l'aggravation sur plusieurs mois ou plusieurs années. (59) 

* Les gammapathies monoclonale 

Les gammapathies monoclonales regroupe un ensemble de pathologies malignes (Myélome multiple, 

Maladie de Waldenstrome) ou le plus souvent de signification indéterminé (Gammapathie monoclonale 

de signification indéterminé ; GMSI) (60) (Tableau 11), Caractérisées généralement par la présence dans 

le sérum et/ou dans les urines d'une immunoglobuline monoclonale témoin d'une prolifération de 

clones plasmocytaires ou lymphoplasmocytaires. 

Cette immunoglobuline monoclonale est caractérisée par son homogénéité électrophorétique qui 

s'associe à son homogénéité isotypique mise en évidence par les techniques d'immunotypage (Ex : 

Immun fixation), où un même type de chaîne lourde s'associé à un même type de chaîne légère. (61) 

Tableau 11: les gammapathies monoclonal. 

<10 	 >= 10 	 >10 

Variable 

Plasmocytose 

médullaire (%) 

GMSI 	 Myélome multiple 
Macroglobulinémie de 

Waldenstrôm 

Et 
	

Et/ou 	 Et 

Taux sérique du 

composant 	<30 

monoclonal (g/I) 

Manifestations 

cliniques 

Asymptomatique 

Pas de valeur seuil 

- Hypercalcémie, 

Atteinte rénale, 

- Anémie, 

- Lésions osseuses lytiques, 

Infections bactériennes 

récurrentes 

Plasmocytomes extra-

médullaires. 

Pas de valeur seuil 

- Anémie, 

Hémorragie 

cutanéomuqueuse, 

Hépatosplénomégalie 

- Composant monoclonal 

d'isotype IgM 19s. 

* Syndrome néphrotique 

C'est la présence d'une protéinurie supérieure à 3 g par 24h chez l'adulte ou supérieure à 50 mg par kg 

et par jour chez l'enfant, associée à : 
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- Une protidémie inférieure à 60 g/litre 

Une albuminémie inférieure à 30 g/litre 

- Une électrophorèse sanguine perturbée 

Chez l'enfant un rapport protéinurie/créatinémie supérieur à 3 en g/g ou supérieur à 0.33 en g/mmol a 
la même signification qu'une protéinurie supérieure à 50 mg par kg et par jour (62) 

Tableau 12: classification du syndrome néphrotique. (62) 

Syndrome néphrotique impure 
	

Syndrome néphrotique pur 

Association de l'un des 3 signes : 	 Absence des 03 signes : 

- Présence d'hématurie 	 - 	Pas d'hématurie 

- 	HTA 	 - 	Pas d'insuffisance rénale 

- 	Insuffisance rénale 	 Pas d'HTA 

* Autres : 

• L'insuffisance hépatocellulaire : 
Ensemble de manifestations cliniquo-biologiques secondaire à l'altération de la fonction hépatique 

(synthèse, épuration, sécrétion biliaire) compliquant une pathologie aiguë ou chronique. (63) 

• Déficits immunitaires primitifs et secondaires : 
Essentiellement d'expression humorale (Tableau 13) 

Tableau 13: expression des déficits immunitaires à l'EPS. (64) 

Types de Déficits 	 Expression électrophorétique 

Déficits immunitaires 	Les agammaglobulinémies 	Hypo-gammaglobulinémie 

primitifs 	
CVID 	 Hypo-gammaglobulinémie 

Déficits immunitaires 
	

SIDA 	 Hyper-gammaglobulinémies 

secondaires 
	 polyclonale 

dénutrition sévère 	 - 	Hypoalbuminémie ; 
Diminution des Alpha-1 

globulines ; 
- Diminution Alpha-2 

globulines ; 
hypo-gammaglobulinémie. 

Fuites protéiques 	 - 	Hypoalbuminémie ; 
- Diminution des Alpha-1 

globulines ; 
Diminution Alpha-2 
globulines(sauf en cas 
d'atteinte rénale) ; 

- Diminution des Beta 
globulines ; 
hypo-gammaglobulinémie. 

Diabète de type 2 	 hypo-gammaglobulinémie 

Chimiothérapie et 	 hypo-gammaglobulinémie 

médicaments 
immunosuppresseurs 
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Electrophorèse des protéines urinaires (EPU): 

Elle trouve son indication dans le diagnostic et le suivi des gammapathies monoclonales et permet : 

- Le dépistage et la classification des protéinuries (Sélective / Non sélective) ; 

La détection d'un pic monoclonal urinaire ; 

- La quantification du pic monoclonal urinaire, nécessaire au suivi des patients et à la stratification 

des patients (65). 

b- Résultats et interprétation : 

Electrophorèse des protéines sériques : (Tableau 14) 

* Albumine : 
C'est la protéine circulante la plus abondante d'origine hépatique et représentant 55 à 60 % de 

l'ensemble des protéines sériques (Normes : 40 à 50 g/1) (66). 

Les Alpha-1 globulines : 

Groupe hétérogène de glycoprotéines d'origine hépatique et représentant 4 % de l'ensemble des 

protéines sériques( Normes :1 à 4 g/1) (67) (68) .Ils sont essentiellement représenté par l'al antitrypsine, 

orosomucoïde (al glycoprotéine acide) ,a1 a ntichymotrypsine, al lipoprotéine, al-foeto-protéine 

(AFP), prothrombine, transcortine et Thyroxine binding globuline (TBG) (69). 

Les Alpha-2 globulines : 

Groupe hétérogène de glycoprotéines d'origine hépatique et représentant 7% de l'ensemble des 

protéines sériques (Normes : 6 à 10 g/1) (67) (68) . Ils sont essentiellement représentés par 

l'haptoglobine, a2 macroglobuline, Ceruloplasmine, Antithrombine III, Choline-estérase, Plasminogène 

et Rétinol binding proteine (RBP) (69). 

* Les Beta globulines : 

Groupe hétérogène de glycoprotéines d'origine hépatique et représentant 12 % de l'ensemble des 

protéines sériques ( Normes : 6 à 13 g/1) (67) (68).11s sont essentiellement représenté par la Transferrine 

,CRP, Fibrinogène si plasma (migration (3-y) ,Hémopexine, Beta apolipoprotéine, Fraction C3 et C4 du 

complément ,Sex hormone binding globulin (SHBG) et Transcobalamine (69) 

Cette zone peut être le siégé de variations d'origines indépendante des fractions là constituants tel que 

par (64): 
La présence d'hémoglobine libérée lors de l'hémolyse in-vitro ; 

- La présence d'une immunoglobuline monoclonale (Exemple : IgA) ; 

- La formation d'un bloc beta-gamma lors des cirrhoses hépatiques. 

* Les Gammaglobulines (immunoglobulines) : 
C'est la zone de migration des immunoglobulines d'origines plasmocytaires (70), représentant 17 % de 

l'ensemble des protéines sériques ( Normes : 7 à 15 g/1) (67) (68).11s sont essentiellement représenté par 

les isotypes IgG, IgA, IgM et IgE (69) 
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Tableau 14 : des cas pathologiques d' altérations de l'électrophorèse sérique . (57) (64) 

Pathologie 	 albumine Alpha-1 Alpha-2 Beta Gamma 

\ OU N 
Aigu 	 1/ 	Je 	

N 	 N 

Syndrome 	N 
Chronique 	 N 	N 	, OU N 	/4 inflammatoire 

Chronique \ OU N 	N ;If OU N 
évolutif 	 1/ 	 , 

OU N 
Syndrome néphrotique 	 \ 	24 

Insuffisance hépatique 	 /lif 

Cirrhose hépatique 	 ièil 	 Bloc beta gamma 

Gammapathie monoclonal 	 Pic monoclonal 

Hypo ou agammaglobuline 

Déficit génétique 
en al antitrypsine 
(homozygote/ 
	

N 
	

N 
	

N 	 N 

Hétérozygotes) 

dénutrition sévère 

Surcharge martiale 
(Transfusions répétées) 

Anémie ferriprive 
(hypertransferrinemie 
adaptative) 

Anémie hémolytique 

N 	 N 	N 	 N 

N 	 N 	N 	, 	 N 

N=normal ; le  ou \ = augmentation ou diminution relative. 
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Electrophorèse des protéines urinaires : 

Le tracé électrophorétique permet de distinguer plusieurs types de protéinuries (71) (72): 

* Protéinuries Physiologique : 

La protéinurie physiologique (inférieure à 120 mg/24 h) chez l'adulte, constituée principalement de 

protéines plasmatiques (dont 20 à 55 % d'albumine, associée à de la transferrine, de la RBP et des IgG). 

* Les protéinuries glomérulaires : 

• Protéinurie glomérulaire sélective : l'urine contient un composant majeur, l'albumine (> 80 %), 

associée à la transferrine (pic R) et éventuellement à l'orosomucoïde (pic a 1), c'est-à-dire des 

protéines de faible poids moléculaire. Ce tracé apparaît dans les stades précoces des néphropathies 

glomérulaires. 

• Protéinurie glomérulaire non sélective : l'aspect électrophorétique est proche de celui du sérum, 

car il y a passage de toutes les protéines sériques à l'exception des protéines de haut poids 

moléculaire (lipoprotéines, IgM, a 2-macroglobuline). 

Les protéinuries tubulaires : 

Le tracé électrophorétique présente une albumine peu abondante (< 25 % de la protéinurie totale) et 

des globulines prépondérantes. Les protéines suivantes sont retrouvées dans les atteintes tubulaires : 5 
2- microglobuline, lysosyme, RBP, chaînes légères libres, a 1-microglobuline, cystatine C. 

Les protéinuries associées aux dysglobulinémies : 

• Passage de composant monoclonal dans les urine ; 

• Protéinurie essentiellement constituée de chaines légère kappa ou lambda (protéinurie de Bence 

Jones). 

2-1-2- Immunofixation : 

a- Principe : 

A- Technique immunochimique réalisée en deux temps (73): 

- Une étape de séparation électrophorétique. 

- Une étape d'immunoprécipitation par des immun-sérums monospécifiques. 

b- Indication : 

C'est une technique d'immunotypage des immunoglobulines monoclonales détectés à l'EPS et à l'EPU 

(74). 

c- Résultats et interprétation : 

La présence d'une immunoglobuline monoclonale se traduit par une bande étroite révélée avec un 

antisérum anti-chaîne lourdes, associée à une bande étroite révélée avec un antisérum anti chaine 
légères (Figure 15). 
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IMMUNOFIXATION NORMALE 

DIN 	IMMUNOFIXAT1ON pic IgA lambda 
monoclonale 

 /7 

il, 	 .,. 

Figure 14: immunofixation sérique. (58) 

2-1-3- L'immuno-soustraction : 

a- Principe : 

La première étape consiste à mettre en contact les protéines et les anticorps spécifiques fixés sur billes 

de sépharose. Chaque échantillon dilue est dépose dans cinq puits différents. (Chacun puit contient des 

billes couplées respectivement à un antisérum monospécifique anti chaines lourds et anti chaines 

légères des immunoglobulines). 

Les complexe antigènes-anticorps précipitent au fond des puits par sédimentation 

(immunosoustraction). Les surnageant sont ensuite prélevés et injectes dans les capillaires ou a lieu 

l'étape de séparation électrophorétique (75). 

b- Indication : 

Idem immunofixation 

c- Résultats et interprétation : 

La présence d'une immunoglobuline monoclonale se traduit par la disparition ou la diminution du pic 

observe lors de l'électrophorèse sérique de dépistage. Sachant que son typage est indiqué par les 

antisérums anti chaines lourds et anti-chaînes légères responsable de la précipitation du composant 

monoclonal avant la réalisation de l'électrophorèse pratiqué lors de l'immunosoustraction (75). 

2-2-Techniques quantitatives : 

2-2-1- Technique de dosage : 

a- Colorimétrique : (Tableaul5) 

Méthode du biuret : 

En milieu alcalin, les protéines donnent une couleur violette/bleue en présence de sels de cuivre; ces 

sels contiennent de l'iodure qui agit comme un antioxydant. L'intensité de la couleur formée est 

proportionnelle à la concentration de protéines totales dans l'échantillon testé. (76) (77) 
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Méthode du Rouge pyrogallol : 

Les protéines en milieu acide réagissent avec le rouge pyrogallol, en formant un complexe coloré. 

L'intensité de la couleur formée est proportionnelle à la concentration de protéines dans l'échantillon 

testé. Le plus souvent utilisé pour le dosage des protéinuries. (76) (78) 

Méthode de Lowry : 

Dans la méthode de Lowry, qui est une variante de la méthode du biuret, le cuivre réduit (Cu +) est 

utilisé pour réduire le réactif de Folin (une solution phénolique contenant des composés de tungstène et 

de molybdène) qui change sa couleur du jaune au bleu. (79) 

Tableau 15 : caractéristique des méthodes de dosage colorimétrique des protéine. 	(79) 

Méthode Longueur 

d'ondes 

la limite de 

détection 

Précision 

biuret 540 nm 1-6 g/I Bonne 

Rouge pyrogallol 598 nm 0,020 g/I Bonne 

Lowry 750 nm 0.1-1.5 g/I Bonne 

b- Immunonéphélémétrie laser et immunoturbidimétrie : 

- C'est des techniques automatisées de dosage qui mettent en contact l'anticorps avec l'antigène 

correspondant à doser, en milieu liquide. 

- L'interaction antigène-anticorps induit l'apparition d'un trouble évaluer par : 

✓ Turbidimétrie : via la mesure du rayonnement absorbé 

✓ Néphélémétrie (plus sensible): via la mesure du rayonnement diffusé (utilisant un faisceau 

laser). (80) 

La concentration est déterminer à partir d'une gamme d'étalonnage 

2-2-2- Indication des dosages protéiques : 

a- Taux de protéines sériques : 

En immunochimie le taux de protide total trouve son intérêt lors de l'interprétation des EPS. 

b- Les profils protéiques : 

C'est l'analyse simultanée de plusieurs protéines sélectionnées selon leur implication dans les 

différentes fonctions biologiques de l'organisme. En pratique, deux types de profils protéiques se 

distinguent (81) : 

Le profil protéique d'orientation: 

C'est l'analyse simultané de 8 protéines : les immunoglobulines (IgG, IgA et IgM), la fraction C3 du 

complément, l'orosomucoide, l'haptoglobine, la transferrine et l'albumine (Figure 16). 

Ce profil permet l'orientation diagnostique devant une clinique peu caractéristique (fièvre prolongées, 

fatigue au long cours, pathologie dysimmunitaire, altération de l'état général, perte de poids, ...etc.) 

surtout chez les sujets jeunes. Alors que chez les sujet âgés, l'électrophorèse des protéines sériques est 
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Les Immunoglibulines (IgG, IgA, IgM) 

La fraction C3 

L'Albumine 

L'Haptoglobine 

L'orosomucoide 

généralement préférée au profil protéique (parfois ils sont associés) afin de mettre en évidence la 

présence d'une éventuelle dysglobulinémié. (81). 

Figure 15: profil d'orientation. (81) 

Les profils protéiques cibles (suivi de pathologie) : 

Composés d'un nombre plus réduit de protéines, ces profils permettent l'étude et le suivi évolutif de 
certaines protéines impliqués lors de processus pathologiques particuliers (Tableau 16). 

Tableau 16: les profils protéiques cibles. (81) (82) 
Type du profil 

Profil protéique 
immunitaire 

Profil protéique 
inflammatoire 

Profil protéique 
hémolytique 

Profil nutritionnel 

Protéines dosées 

- 	IgG, 
- IgA, 
- IgM 

- CRP 
- orosomucoïde. 

- Haptoglobine 
- Orosomucoïde. 

- Albumine, 
- Pré albumine 

orosomucoïde. 

Intérêt 

Orientation diagnostic et suivi des déficits 
immunitaires humoraux 

Association d'une protéine à cinétique rapide 
(CRP) et une protéine à cinétique lente 
(orosomucoïde) 

Exploration des états d'hémolyse intravasculaire 
et/ou intra-tissulaire. 

Dans les situations de dénutritions 

- Dépistage 

- Evaluation de la sévérité 

- Estimation de l'ancienneté de la dénutrition. 

- Evaluation de l'efficacité de la réalimentation. 

c- Dosage d'une protéine unique : 

C'est la prescription de dosage d'une protéine seule dans des circonstances cliniques spécifiques 
(Tableau 17) 

29 



Tableau 17: dosage unique de certain protéines sérique. (83) 

Protéine 

Les chaines légères 
libres (CLL) 

La béta-2 
microglobulines 

La férretinémie 

Alpha-1 antitripsine 

CRP 

Indication 

Les anomalies du ratio Free tg 

Free X signe le caractère 

monoclonal de la dysglobulinemie 

étudié 

Exploration du myélome multiple 

et des lymphopathies B malignes. 

Anémie ferriprive 

Déficit génétique e n al-

antitrypsine 

Protéine de la phase aiguë de 

l'inflammation 

Normes 

Free kappa(mg/1) 

Free Lambda (mg/1) 

Ratio Free x! Free X 

Ratio Free 	Free À 

en cas d'insuffisance 

rénale 

0.8-2.4 mg/I 

Homme 

Femme 

0,8 — 2,0 g/1 

<5mg/1 

3,3-19,4 

5,71-26,3 

0,26-1,65 

0,37-3,1 

18 - 360 

9 - 140 
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C-Partie pratique 
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I- Objectifs de l'étude : 

1- Objectif principal 

Notre travail vise à étudier les paramètres pré-analytiques influençant les résultats de l'électrophorèse 

des protéines sériques par l'évaluation des paramètres suivants : 

✓ Position des tubes lors de la formation du coagulum. 

✓ Température lors de la formation du coagulum. 

✓ Temps nécessaire à la décantation. 

✓ Paramètres de la centrifugation (Vitesse et temps). 

2- Objectif secondaire : 

Evaluation de l'influence de ces paramètres pré-analytiques sur : 

✓ Les taux de protéines sériques ; 

✓ Les concentrations sériques des composants monoclonaux étudiés. 

Il- Description de l'étude : 

Il s'agit d'une étude statistique descriptive prospective, réalisée au niveau de l'unité d'immunologie 

de l'Unité-Hospitalo-universitaire Hassiba Ben Bouali du CHU de Blida. 

III- Matériel et méthodes : 

1- Matériel biologique : 

1-1-Population d'étude : 

Notre étude a intéressé des échantillons sériques de 93 patients explorés en immunochimie, recrutés 

sur une période de 03 mois allant du 24 Janvier 2018 au 10 Avril 2018, 

Les données relatives aux échantillons étudiés ont été recueillies sur une fiche de travail détaillée. 

(Annexe 1). 

1-2-Critères d'inclusion : 

Les échantillons issus des patients présentant une prescription médicale d'électrophorèse des protéines 

sériques et prélevés au laboratoire d'immunologie d'UN U HBB du CHU BLIDA. Avec le recrutement de 08 

patients par jours de prélèvement (Les lundis et les mercredis de chaque semaine). 

1-3-Caractéristiques démographiques de la population étudiée : 

1-3-1- Répartition des patients selon les tranches d'âges : 

La moyenne d'âge de notre population est de 57 ans avec des extrêmes de 24 ans et de 89 ans. La 

tranche d'âge la plus représentée est celle des adultes âgées [50 à 80 ans [, représentée par 68 % des 

cas (Tableau 18). 
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Tableau 18 : Répartition des patients selon les tranches d'âge. 

Age Effectif 	 Effectif relatif 

[20-30[ 3 3% 

[30-40[ 10 11% 

[40-50[ 13 14% 

[50-60[ 21 23% 

[60-70[ 21 23% 

[70-80[ 20 22% 

[80-90[ 5 5% 

Total 93 100% 

25% 23% 23% 
22% 

20% 

15% 

11% 

10% 

5% 

	

5% 	3% 

0% 

	

[20-30[ 	[30-40[ 	[40-50[ 	[50-60[ 	[60-70[ 	[70-80[ 	[80-90[ 

Figure 16: Répartition des patients selon les tranches d'âge. 

1-3-2- Répartition des patients selon le sexe : 

Dans notre série le sexe ratio = 2.32 avec prédominance féminine (70% des cas) (tableau 19). 

Tableau 19: Répartitions des patients selon le sexe. 

	

Sexe 	 Effectif 	 Effectif relatif 
Homme 	 28 	 30% 

Femme 	 65 	 70% 

Total 	 93 	 100% 

14% 
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Femme 

70% 

Femme 	Homme 

Figure 17: Répartition des patients selon le sexe. 

2- Matériel non biologique : 

2-1-Pour le recueille des données 

❖ Instruments et consommables : 

- La demande d'analyse contenant les renseignements cliniques de patient. 

- 	Fiche de travail, utilisées pour recueillir les données de manipulation (ANNEXE 01) 

2-2-Pour le prélèvement et l'acheminement 

❖ Instruments et consommables : 

Gants, 

- Garrots, 

- Seringues (5 /10ml), 

- Epicrâniens, 

- Cotons, 

Tubes (sec, conique), 

Portoirs, 

• 

Produits et réactifs : 

- Alcool désinfectant 

2-3-Pour l'extraction et conservation des Sérums 

‹. Instruments et consommables : 

- Portoirs, 

Pipette pasteur, 

Micropipettes (1000/350), 

- Tubes de 2 cc de type épendorffs, 

Étiquettes. 

❖ Appareillages : (Annexe 04) 

- Centrifugeuse : de marque thermo-jouan®, model CR3i multifunction pouvant être réglé au 

choix en RFC (g) ou en RPM (Tourres / Minute) (ANNEXE 02), dotée du rotor T40® muni de 

godets (N° Cat : 11175711) dotés de leurs supports de tube (N° : 11175730) offrants un 

rayon final de 163 mm (Annexe 03). 

- Des réfrigérateurs offrant des températures de conservation à +4°C et a -20°C. 
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2-4-Pour l'analyse biologie 

❖ Produits et réactifs pour la mesure du taux de protide 

❖ Produits et réactifs : (Annexe 05) 

- Kit SPINREACT Pour le dosage des protéines sériques. 

❖ Appareillages : (Annexe 04) 

- 	Spectrophotomètre Vital scientific® 

- Agitateur, 

• Pour l'électrophorèse des protéines sériques 

❖ Produits et réactifs :(Annexe 05) 

- Kit SAS-1 protéines sérique SB : est utilisé pour la séparation et la quantification des 

protéines sériques par électrophorèse en gel d'agarose (Annexe 06). 

❖ Appareillages : (Annexe 04) 

- Helena SAS 1 plus et SAS 2 : C'est un appareil pour l'électrophorèse des protéines sériques 

constitué de deux sous unité : 

Sous unité SAS I plus :  Contenant un système de génération de champs électrique et de 

refroidissement utile à la réalisation d'électrophorèse. 

Sous unité SAS 2 :  Contenant des circuits fluidiques utiles aux étapes de lavage et de révélation 

de l'électrophorèse par coloration au bleu acide. 

2-5-Logiciels informatiques de traitement des données : 

Un logiciel Platinum 

- Un logiciel Microsoft Excel version 2007: pour le recueil des données et les calculs statistiques. 

- Un logiciel GraphPad Prism 7 

3- Méthodes : 

3-1-La phase pré analytique : 

Les prélèvements sanguins sont effectués au niveau de la salle des prélèvements du laboratoire de 

l'unité HBB -CHU Blida-, au cours de notre travail chaque patient a subi deux prélèvements simultanés. 

Ces derniers ont été traités par deux méthodologies distinctes, nommées méthode-A et méthode-B. 

3-1-1- Méthode-A : 

Elle constitue la méthode appliquée en routine au laboratoire d'immunologie de l'unité HBB -CHU Blida. 

a- Prélèvements sanguins : 

Il s'agit des prélèvements sanguins réalisés au niveau des veines du pli du coude, après un jeûne de 10 à 

12 h avec recueille des échantillons dans des tubes secs, identifiés préalablement. (Annexe 10) 

b- Extraction des Sérums : 

• Etape de coagulation et de formation du coagulum : Les échantillons sont placés dans 

un premier temps à l'horizontale sur la paillasse (Figure 18) (à température ambiante) 

pendant 30 à 40 min, puis ils sont transférés au bain marie (37 c°) et placés à la verticale 

pendant 20 à 30 min. 
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Figure 18: Prélèvements placés horizontalement dans un portoir (Méthode A). 

• Etape de centrifugation : à la vitesse de 3000 Tourres/min (RFC= 1700 g, r=168) pendant 

5 min. 

Par fois une deuxième centrifugation (du sang total) est réalisée en cas de défaut de 

décantation. 

• La conservation : les sérums sont conservés dans des tubes de 2 cc de type eppendorf 

a -20c°. 

3-1-2- Méthode-B 

Il s'agit d'une méthode élaborée à partir des données bibliographiques dédiées aux traitements pré-

analytiques des prélèvements sanguins (40) (38). 

a- Prélèvements sanguins : (Idem méthode A) 

b- Extraction des Sérums : 

• Etape de coagulation et de formation du coagulum : deux types de positions ont été 

utilisés, une série (73% des cas) a été placée verticalement dans un portoir et une 

deuxième (27% des cas) a été placée incliné à un angle de 45°. 

Le temps de formation de caillot varie entre 1h-2h (pour une moyenne de 1h20min) à 

température ambiante. 

Des fois, un décollement du caillot par pipette pasteur été nécessaire (Figure 19). 

Figure 19: Décollement du caillot par pipette pasteure (Méthode B) . 
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• Etape de centrifugation : Les échantillons ont subi une force centrifuge de 2000 à 2200 

g (3300 à 3500 T/min) pendant 10 à 15 min (Tableau 20). 

Après cette première centrifugation, les sérums recueilles sont recentrifugés dans les mêmes conditions 

pour une meilleure séparation (Figure 20). 

Figure 20: A gauche les échantillons après premier centrifugation, à droite les échantillons après la 

deuxième centrifugation (Méthode B). 

Tableau 20: Répartition des échantillons selon la vitesse et temps de centrifugation (Méthode B). 

Vitesse de 
centrifugation 

Temps de centrifugation Total 

RPM RFC 10 min 12 min 15 min 

Effectif % Effectif % effectif % Effectif % 

3300 2000 g 5 5% 0 0% 0 0% 5 5% 
T/min 

3500 2200 g 62 67% 18 19% 8 9% 88 95% 
T/min 

Total 67 72% 18 19% 8 9% 93 100% 

• Conservation : les sérums sont aliquotes dans des tubes de 2cc de type eppendorf (Figure 21) 

et conservés à +4 C° pendant 24h puis transférés à -20C°. 

Ne -  - t) • - 

- — 

Figure 21: Conservation des échantillons dans des tubes 2cc de type eppendorf (Méthode B). 
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Solution 
Protéine + Cu2+ 

 

	► 	Complexe Cu-protéine coloré 

 

Alcalin 

3-2-La phase analytique : 

3-2-1- Examen de l'aspect des sérums : 

L'examen a été réalisé par une méthode visuelle après le recueille des sérums. 

a- Sérum normal : 

Un sérum normal a un aspect clair de couleur jaune paille. 

b- Sérum hémolysé : 

L'hémolyse dans un prélèvement de sang pour l'analyse colore le sérum, plus ou moins fortement 

selon son degré, en rouge orangé. 

c- Sérum lipémique : 

C'est celui dont l'aspect est trouble, translucide ou laiteux suite à l'augmentation des lipoprotéines 

par la non observance de jeune avant le prélèvement voir même dans certaines dyslipidémies. 

d- Sérum ictérique : 

C'est celui dont l'aspect a perdu sa couleur normale (jaune paille), en virant vers le jaune foncé, 

brun ou verdâtre. 

3-2-2- Dosage des protéines sériques par technique de Biuret : 

a- Principe : 

C'est une technique colorimétrique en milieu alcalin où des ions de cuivre (Cu') du sulfate de cuivre 

(CuSO4 ; qui donne la coloration bleue au réactif) interagissent avec les liaisons peptidiques 

présentes dans un sérum donné pour former un complexe Cu-protéine de couleur bleu violacé, 

caractéristique dont l'intensité (densité optique) est proportionnelle au taux de protide dans le 

sérum étudié (Figure 22). 

Avant utilisation, la stabilité du réactif est assurée par le tartrate de sodium-potassium qui empêche 

la précipitation des ions Cu++. Ainsi que par l'hydroxyde de cuivre et l'iodure de potassium qui 

empêchent l'auto réduction de cuivre. 

Figure 22 : Réaction chimique de formation de complexe Cu-protéine coloré. 

b- Mode opératoire : (Annexe 07) 

c- Caractéristique de la méthode : 

La limite de détection de 1-6 g/I jusqu'à la limite de linéarité de 140 g/I. Si la concentration de 

l'échantillon est supérieure à la limite de linéarité, diluer 1/2 avec du sérum salé isotonique 9 %o 

multiplier le résultat obtenu par 2. 
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d- Lecture : 

Par spectrophotomètre, dont la densité optique (DO) du mélange réactionnel est mesurées à une 

longueur d'onde de 540 nm, où la DO est directement proportionnelle à la protidémie après 

comparaison avec un calibreur, Le calibreur utilisé est Patron primaire d'albumine bovine 70g/I. 

e- Les normes: 

Tableau 21: Les Valeurs normales de taux de protéines sériques total selon l'âge. (84) (85) 

Age 	 Valeurs normales (g/1) 

Prématuré 	 40 g/I 

Nouveau-né 	 11 a J4 	60 g/I 

J4 a 128 	45-50 g/I 

Nourrisson 	 60 g/I 

adulte 	 70g/l (60-80 g/1) 

Femme enceinte 	 60 g/I 

Après 70 ans 	 65 g/I 

3-2-3- Electrophorèse des protéines sériques : 

a- Principe : 

Technique de séparation des protéines sérique selon leur charge électrique et leur poids moléculaire 

sous l'effet d'un champ électrique, sur gel d'agarose(Réactif) et dont le pH est égal à 8.6.(Annexe 08) 

Une lecture visuelle du profil électrophorétique permet de reconnaitre les six fractions protéiques 

sous formes des bandes bleues (Annexe 12) ; Albumine, Alpha 1, Alpha 2, Beta 1, Beta 2, Gamma. 

a- Lecture : (Annexe 11) (Annexe 12) 

Le profil électrophorétique obtenu est analysé par logiciel d'interprétation ; le Platinum®. Ce dernier 

permet d'obtenir un profil densitométrique (électrophorégramme) dont l'ensemble de la superficie 

correspond au taux de protide du sérum analysé. 

Le Platinum ® permet aussi d'identifier et de délimiter l'aire de chacune des six fractions (exprimées 

en pourcentage de la surface total) et permet une quantification pondéral (g/1) de chacune d'elle. 
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b- Interprétation : (Annexe 09) 

Tableau 22: Interprétation des résultats d'EPS. 

Pathologie 	Albumine Alpha-1 Alpha-2 Beta Gamma 

Syndrome 	Aigu 	\ OU N 	 N 	 N 
, 	 21  

inflammatoire 
Chronique 	OU N 	N 	 N 	, OU N 

Chronique \ OU N 	N 	 , OU N 
Je 	 2e 

évolutif 

Syndrome néphrotique 	
;1' 	\ 	

OU N 

Insuffisance hépatique 
\ 	\* 	 Je 

Cirrhose hépatique 	 Bloc beta gamma 

Gammapathie 	 Pic monoclonal 

monoclonal 
Hypo ou 
agammaglobuline 
Malnutrition 

\4 

)1  OU N 	)/ OU N 	20  OU N 	J'r OU N 

IV - Résultats : 

1- Données relatives aux aspects des sérums : 

1-1-Répartition des échantillons traitaient par la méthode B selon l'aspect des sérums 

obtenus: 

Sur les 93 sérums traités par la méthode B, 90% d'entre eux sont d'aspect normal, 9% d'aspect 

hémolysé et 1% d'aspect lipémique (tableau 23). 

Tableau 23:Répartition des échantillons traités par la méthode B selon l'aspect des sérums obtenus. 

Aspect 	 Méthode B 
Effectif 	 Effectif relatif 

Normal 	 84 	 90% 

Hémolysé 	 8 	 9% 

Lipémique 	 1 	 1% 
Ictérique 	 0 	 0% 
Total 	 93 	 100% 
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Figure 23:Répartition des échantillons (N=93) traités par la méthode B selon l'aspect des sérums 

obtenus. 

1-2-Comparaison des aspects des sérums traitaient par la méthode A et B : 

Il a été possible de comparer l'aspect de 64 sérums (69% des échantillons) traités simultanément 

selon la méthode A et B. 

L'aspect normal est retrouvé chez 51 sérums traités par méthode A (79.69%des échantillons) et 60 

sérum traités par méthode B (93.75% des échantillons). 

L'hémolyse est rencontrée dans 20.31% des échantillons traités par la méthode A (13 échantillons), 

alors qu'elle n'est rencontrée que dans 06.25% des cas (04 échantillons) lors du traitement par la 

méthode B. 

Statistiquement il existe une différence significative entre les deux méthodes en terme de qualité de 

sérum vue qu'il y a moins de sérum hémolysé après traitement par méthode B par apport à la 

méthode A (P<0.05) (tableau 24). 

Tableau 24: Comparaison de l'aspect des sérums résultant du traitement selon les methdes A et B. 

Aspect 	 Méthode A 	 Méthode B 

Effectif 	Effectif relatif Effectif 	Effectif relatif 

Normal 51 79.69% 60 93.75% 

Hémolysé 13 20.31% 4 6.25% 

Total 64 100% 64 100% 

Test du Khi2  P=0.037 corrigé Yates 

90% 

90% 

80% 

70% 

60% 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 
Normal 
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Figure 24: Comparaison de l'aspect des sérums résultant du traitement selon les méthdes A et B (N=64) 

(P=0.037). 

1-3-Concordance des aspects des sérums obtenus par la méthode A et B : 

Sur 64 échantillons traitaient par la méthode A et B, 77% d'entre eux (49 échantillons) ont un aspect 

identique, alors que les autres 23% (15 échantillons) différent par leur aspect (tableau 25). 

Tableau 25: Concordance des aspects des sérums obtenus par la méthode A et B (N=64). 

Effectif 	 Effectif relatif 

Concordants 49 77% 

Discordants 15 23% 

Total 64 100% 

23% 

Concordant 

Discordant 

77% 

Figure 25: Concordance des aspects des sérums obtenus par la méthode A et B (N=64). 
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Parmi ces 15 échantillons discordants on distingue que : 

- 12 d'entre eux avaient un aspect hémolysé après leurs traitements par la méthode A et un 

aspect normal après le traitement par la méthode B. 

03 d'entre eux avaient un aspect normal après leurs traitements par la méthode A et un aspect 

hémolysé après le traitement par la méthode B. 

2- Données relatives aux taux de protéines sériques des patients : 

2-1-Répartition des taux de protéines sériques: 

La moyenne des taux de protéides sériques obtenus par la méthode A est de 78.82 ± 1.117g/I, avec 

des extrêmes de 57 et 113g/I. une variance égale 116. 

Alors que la moyenne des taux de protéides sériques par la méthode B est de 74.22 ± 1.099g/I, avec 

des extrêmes de 46 et 115g/I. une variance égale 112. 

Statistiquement il existe une différence significative entre les moyennes des deux méthodes 

(p=0,0037) (tableau 26). 

Tableau 26: Comparaison des taux des protéines sériques des deux méthodes A et B . 

Taux de protéines 
sérique g/1 

Méthode A 

Effectif Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif Effectif relatif 

[40-47[ 0 0% 1 1% 

147-54[ 0 0% 1 1% 

[54-61[ 4 4% 2 2% 

[61-68[ 7 8% 21 23% 

[68-75[ 19 20% 25 27% 

[75-82[ 28 30% 25 27% 

[82-89[ 20 22% 13 14% 

[89-96[ 9 10% 2 2% 

[96-103[ 3 3% 1 1% 

[103-110[ 2 2% 1 1% 

[110-117[ 1 1% 1 1% 

Total 93 100% 93 100% 

Test du Student P=0.0037 
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Figure 26: Comparaison des taux des protéines sériques des deux méthodes A et B (P=0.0037). 

2-2-Répartition des patients en fonction des valeurs des taux de protide sérique: 

Le dosage du taux de protide par la méthode A retrouve les résultats suivants : 

52 des patients (56% des cas) présentent une protéinémie normale, 

- 38 des patients (41% des cas) présentent une hyperprotéinémie, 

4 patients (4% des cas) ayant une hypoprotéinémie. 

Le dosage du taux de protide par la méthode B retrouve les résultats suivants : 

- 67 des patients (72% des cas) présentent un taux de protéinémie normal [60 -80 g/1), 

- 22 patients (24%des cas) présentent une hyperprotéinémie > 80 g/I, 

- 04 patients (4% des cas) présentent une hypoprotéinémie < 60 g/I. 

2-2-1- Présence d'une dysprotéinémie : 

L'analyse des taux de protide obtenus pour cette même série des échantillons montre des 

discordances entre les résultats obtenus par les deux méthodes. En effet, la méthode B offre plus de 

résultats normaux (Protéinémie normale) que la méthode A. Tandis que cette dernière offre plus de 

résultats en dessous ou en dessus des normes utilisés (Dysprotéinémie). 

Cette différence des résultats entre les deux méthodes est statistiquement significative (P<0.05) 

(tableau 27). 
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Tableau 27: Répartition des patients en fonction de la présence d'une dysprotéinémie 

(selon les deux méthodes). 

Effectif 

Méthode A 
Effectif relatif Effectif 

Méthode B 
Effectif relatif 

Protéinémie normal 52 55.91% 67 72.04% 

Dysprotéinémie 41 44.09% 26 27.96% 

Total 93 100% 93 100% 

Test du Khi2  P=0.032 
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70,00% 

60,00% 

50,00% 

40,00% 

30, 00% 

20,00% 

10,00% 

0,00% 

 

 

Protéinémie normal 	 Dysprotéinémie 

Méthode A 	méthode B 

Figure 27: Répartition des patients en fonction de la présence d'une dysprotéinémie(selon les deux 

méthodes) (P=0.032). 

2-2-2- Présence d'une hyperprotéinémie : 
L'analyse des taux de protide obtenus pour cette même série des échantillons montre des 

discordances entre les résultats obtenus par les deux méthodes. En effet, la méthode A offre plus de 

résultats au-dessus des normes utilisés (Hyper protéinémie) par rapport à la méthode B. 

Cette différence des résultats entre les deux méthodes est statistiquement significative (P<0.05) 

(tableau 28). 

Tableau 28: Répartition des patients en fonction de la présence d'une hyperprotéinémie 
(selon les deux méthodes). 

Méthode A 

Effectif 	Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif 	Effectif relatif 
Hyperprotéinémie ie 38 40.86% 22 23.66% 
Pas d'hyperproteiném 55 59.14% 71 76.34% 
Test du Khi2  p= 0.0183 
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Figure 28: Répartition des patients en fonction de la présence d'une hyperprotéinémie(selon les deux 

méthodes)( p= 0.0183). 

2-2-3- Présence d'une hypoprotéinémie : 

L'analyse des taux de protide obtenus pour cette même série des échantillons montre une 

concordance entre les résultats obtenus par les deux méthodes. En effet, la méthode A offre 

pratiquement le même type des résultats par rapport à la méthode B, concernant les taux retrouvés 

ou dessous des normes utilisés (Hypoprotéinémie). 

Statistiquement il n'existe pas une différence significative entre les deux méthodes en terme de 

hypoprotéinémie (P>0.05) (tableau 29). 

Tableau 29: Répartition des patients en fonction de la présence d'une hypoprotéinémie 

(selon les deux méthodes). 

Méthode A 	 Méthode B 

Effectif Effectif relatif Effectif Effectif relatif 

Hypoprotéinémie 3 3.23% 4 4.30% 

Pas d'hypoproteinémie 90 96.77% 89 95.70% 
Test Kh12  P>0.999 corrigé de yates 
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Figure 29:Répartition des patients en fonction de la présence d'une hypoprotéinémie(selon les deux 

méthodes). 

2-3-Variations inter méthodes des taux de protéines sériques : 

La différence des taux des protéines sériques est évaluée par la soustraction du taux obtenus par la 

méthode B de celui obtenus par la méthode A pour chaque patient. La moyenne de différence obtenue 

est de 5g/I avec des extrêmes de -19 et de +29. 

Pourcentage 
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Figure 30: Variations inter méthodes des taux de protéines sériques . 

La moyenne des valeurs sous-estimées est de 7 ± 1.061 g/I, avec des extrêmes de -1 et -19. 

La moyenne des valeurs surestimées est de 10.4 ± 0.8912 g/I, avec des extrêmes de 1 et 29. 
(Tableau 32). 
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Tableau 30 :Variations inter méthodes des taux de protéines sériques. 

Résultats Effectif Effectif relatif 

Concordants 10 11% 

Sous-estimé 25 27% 

Surestimé 58 62% 

Total 93 100% 

2-4-Variations intra méthode des taux de protéines sériques : 

Lors de la formation du coagulum, 68 échantillons (73% des cas) ont été placés verticalement alors que 

25 échantillons (27% des cas) ont été placés incliné à un angle de 45°. 

La moyenne des taux de protéides obtenus dans les tubes placés à la verticale est de 74.01 ± 1.191g/I, 

avec des extrêmes de 46 et 105g/I. une variance égale 96.40. 

Alors que la moyenne des taux de protéides obtenus dans les tubes inclinés à 45 ° est de 69.4 ± 1.427 

g/I, avec des extrêmes de 58et 85g/I. une variance égale 50.91. 

Statistiquement il n'existe pas de différence significative entre les variances des deux séries (P= 0.0832) 

(tableau 31). 

Tableau 31 : Variations intra méthode des taux de protéines sériques . 

Taux de 
protéines 
sérique g/1 

Méthode B 

Position verticale 	Position inclinée (à 45°) 

Effectif 	Effectif 	Effectif 	Effectif 

relatif 	 relatif 

[40-47[ 1 1% 0 0% 

[47-54( 0 0% 0 0% 

[54-61[ 2 3% 1 4% 

[61-68[ 15 22% 12 48% 

[68-75[ 20 29% 6 24% 

[75-82[ 16 24% 4 16% 

[82-89[ 11 16% 2 8% 

[89-96[ 1 1% 0 0 

[96-103[ 1 1% 0 0 

[103-110[ 1 1% 0 0 

[110-117[ 0 0% 0 0 

Total 68 100% 25 100% 

Test de Fisher P= 0.0832 
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Figure 31 : Variations intra méthode des taux de protéines sériques . 

3- Données relatives aux résultats d'EPS : 

3-1-Comparaison des résultats d'EPS obtenus par les méthodes A et B: 

L'analyse des résultats de l'EPS obtenus pour cette série des échantillons, par ces deux méthodes 

montre les résultats suivants (tableau 32) : 

- Tracé électrophorèse normal : les plus représentés dans les deux cas (44% pour la méthode A et 

55% pour la méthode B). 

- Syndrome inflammatoire aigue 

Syndrome inflammatoire chronique 

- Syndrome inflammatoire chronique évolutif 

- Présence d'un composant monoclonal 

- Hypo-albuminémie 

- Hypo-gammaglobulinémie 

A ce niveau, l'essentielles des différences retrouvées entre ces deux techniques sont les suivantes : 

- La méthode B met en évidence plus de tracés électrophorétique normaux que la méthode A. 

- La méthode B met en évidence moins de profils électrophorétique en faveur de syndromes 

inflammatoire aigue que la méthode A. 

- La méthode B met en évidence moins profils électrophorétique en faveur de syndromes 

inflammatoire chronique que la méthode A. 

- La méthode B met en évidence un profil électrophorétique en faveur d'une hypo-

gammaglobulinémie alors que la méthode A n'en trouve aucun. 
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Statistiquement il n'existe pas une différence significative entre les deux méthodes en terme des 

résultats d'EPS (tous les P>0.05) (tableau 32). 

Tableau 32: Comparaison des résultats des EPS traitaient selon la méthode A et B. 

Résultats d'EPS 

Méthode A 

Effectif 	Effectif 

relatif 

Méthode B 

Effectif 	Effectif 

relatif 

Valeur 
du P 

Tracé électrophorétique normal 41 44.09% 51 55.53% P=0.1867 

Syndrome inflammatoire algue 4 4.30% 2 2.15% P=0.6781 

Syndrome inflammatoire chronique 26 27.96% 18 19.35% P=0.2269 

Syndrome inflammatoire chronique 
évolutif 

1 1.08% 0 0% P>0.9999 

Présence d'un composant monoclonal 20 21.51% 20 21.51% P>0.9999 

Hypo-albuminémie 1 1.08% 1 1.08% P=0.4771 

Hypo-gammaglobulinémie 0 0% 1 1.08% P>0.9999 
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Figure 32: Comparaison des résultats des EPS traitaient selon la méthode A et B. 
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3-2-Concordance des résultats d'EPS : 

Tableau 33 : Répartition des résultats des EPS obtenus par les méthodes A et B selon leurs 

concordances. 

Méthode A TEN SIA SIC SICE 

Méthode B 

CM HYPOALB HYPOGAMMA Total 

TEN 36 1 3 0 0 0 1 41 

SIA 3 1 0 0 0 0 0 4 

SIC 12 0 14 0 0 0 0 26 

SICE 0 0 1 0 0 1 0 2 

CM 0 0 0 0 20 0 0 20 

HYPOALB 0 0 0 0 0 1 0 1 

HYPOGAMMA 0 0 0 0 0 0 0 0 

Total 51 2 18 0 20 2 1 93 

Parmi les résultats d'EPS obtenus par méthodes A et B, 72 résultats (77% des échantillons) concordent 

entre eux alors que 21 résultats (23% des échantillons) sont en discordance (tableau 34). 

Tableau 34: Concordance des résultats d'EPS des deux méthodes A et B. 

Résultats Effectif 	 Effectif relatif 

Concordant 72 77% 

Discordant 21 23% 

total 93 100% 

23% 

Concordant 

77% 
	

Discordant 

Figure 33: Concordance des résultats d'EPS des deux méthodes A et B. 

3-3-Étude des résultats des fractions de l'albumine obtenus par les méthodes A et B 

La moyenne de concentration de la fraction d'albumine (Normes : 32-50g/1) est de : 
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- 39.17 ± 0.5427g/I pour la méthode A, avec des extrêmes de 17.75 et 48.71g/1. 

- 37.68 ± 0.5506g/I, pour la méthode B, avec des extrêmes de 16.24et 46.51g/I. 

Statistiquement il n'existe pas une différence significative entre les moyennes de concentration de la 

fraction d'albumine obtenus par les deux méthodes (p>0.05) (tableau 35). 

Tableau 35 : Etude des résultats des fractions de l'albumine obtenus par les méthodes A et B. 

Albumine (g/1) Méthode A 

Effectif 	Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif 	Effectif relatif 

[16-20[ 1 1% 1 1% 

[20- 24[ 0 0% 3 3% 

[24-28[ 2 2% 2 2% 

[28-32( 3 3% 1 1% 

[32-36[ 19 20% 24 26% 

[36-40[ 22 24% 31 33% 

[40-44( 30 32% 22 24% 

[44-48[ 14 15% 9 10% 

[48-52[ 2 2% 0 0% 

Total 93 100% 93 100% 

Test du Student P= 0.0554 
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Figure 34: Etude des résultats des fractions de l'albumine obtenus par les méthodes A et B(P= 0.0554) . 

3-4-Étude des résultats des fractions des Alpha 1 globulines obtenus par les méthodes A 

et B: 

La moyenne de concentration des fractions des Alpha 1 globulines (Normes :1-4g/1) est de : 
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- 2.4 ± 0.079 g/I pour la méthode A, avec des extrêmes de 1.29 et 5.76 g/I. 

- 2.24 ± 0.060 g/I, pour la méthode B, avec des extrêmes de 1.27et 4.55g/I. 

Statistiquement il n'existe pas une différence significative entre les moyennes de concentration des 

fractions des Alpha 1 globulines obtenus par les deux méthodes (p>0.05) (tableau 36). 

Tableau 36 : Étude des résultats des fractions des Alpha 1 globulines obtenus par les méthodes A et B. 

Alpha 1 globulines (g/1) Méthode A 

Effectif 	Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif 	 Effectif relatif 

[1-1.5[ 4 4% 6 6% 

[1.5-2[ 27 29% 28 30% 

[2-2.5[ 30 32% 34 37% 

[2.5-3[ 17 18% 18 19% 

[3-3.5[ 9 10% 4 4% 

[3.5-4[ 3 3% 1 1% 

[4-4.5[ 1 1% 1 1% 

[4.5-5[ 0 0% 1 1% 

[5-5.5[ 1 1% 0 0% 

[5.5-6[ 1 1% 0 0% 
Total 93 100% 93 100% 

Test du Student P=0.1022 
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Figure 35 : Étude des résultats des fractions des Alpha 1 globulines obtenus par les méthodes A et B 

(P=0.1022). 

3-5-Étude des résultats des fractions des Alpha 2 globulines obtenus par les méthodes A 

et B: 

La moyenne de concentration des fractions des Alpha 2 globulines (Normes : 5-11g/1) est de : 
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- 8.85 ± 0.22g/I pour la méthode A, avec des extrêmes de 4.77 et 16.43 g/1. 

- 7.71 ± 0.20 g/I, pour la méthode B, avec des extrêmes de 4.17et 14.55g/I. 

Cette différence entre les moyennes de concentration des fractions des Alpha 2 globulines obtenus par 

les deux méthodes est statistiquement significative (P=0.0002) (tableau 37). 

Tableau 37: Étude des résultats des fractions des Alpha 2 globulines obtenus par les méthodes A et B. 

Alpha 2 globulines (g/1) 

Effectif 

Méthode A 

Effectif relatif Effectif 

Méthode B 

Effectif relatif 

[4-6[ 9 10% 17 18% 

[6-8[ 25 27% 42 45% 

[8-10[ 33 35% 24 26% 

[10-12[ 20 22% 8 9% 

[12-14[ 4 4% 1 1% 

[14-16[ 1 1% 1 1% 

[16-18[ 1 1% 0 0% 

Total 93 100% 93 100% 

Test du Student P=0.0002 
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Figure 36:Étude des résultats des fractions des Alpha 2 globulines obtenus par les méthodes A et 

B(P=0.0002). 

3-6-Étude des résultats des fractions des Béta-1 globulines obtenus par les méthodes A et 

B: 

La moyenne de concentration des fractions des Béta 1 globulines (Normes : 2.5-6g/1) est de : 

6.023± 0.24 g/I pour la méthode A, avec des extrêmes de 1.39 et 24.81 g/I. 

6.90 ± 0.29 g/I, pour la méthode B, avec des extrêmes de 1.14et 28.47 g/I. 
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Cette différence entre les moyennes de concentration des fractions des Béta 1 globulines obtenus par 

les deux méthodes est statistiquement significative (P=0.0197) (tableau 38). 

Tableau 38: Étude des résultats des fractions des Béta-1 globulines obtenus par les méthodes A et B 

Béta 1 globulines 
Méthode A 

Effectif 	Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif 	 Effectif relatif 

[1-2,5[ 1 1% 1 1% 

[2,5-4[ 1 1% 2 2% 

[4-5,5[ 35 38% 16 17% 

[5,5-7[ 42 45% 41 44% 

[7-8,5[ 12 13% 20 22% 

[8,5-10[ 1 1% 9 10% 

[10-11,5[ 0 0% 3 3% 

[11,5-28,5[ 1 1% 1 1% 

Total 93 100% 93 100% 

Test du Student P=0.0197 
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Figure 37: Étude des résultats des fractions des Béta-1 globulines obtenus par les méthodes A et B 

(P=0.0197). 

3-7-Étude des résultats des fractions des Béta-2 globulines obtenus par les méthodes A et 

B: 

La moyenne de concentration des fractions des Béta 2 globulines (Normes :3.5-7g/1) est de : 

4.62± 0.136 g/I pour la méthode A, avec des extrêmes de 1.39 et 7.48 g/I. 

3.78 ± 0.14 g/I, pour la méthode B, avec des extrêmes de 0.83et 7.84 g/I. 
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Cette différence entre les moyennes de concentration des fractions des Béta 2 globulines obtenus par 

les deux méthodes est statistiquement significative (P=0.0001) (tableau 39). 

Tableau 39 : Étude des résultats des fractions des Béta-2 globulines obtenus par les méthodes A et B. 

Béta 2 	 Méthode A 
globulines 	Effectif 	Effectif 

(g/1) 	 relatif 

Méthode B 

Effectif 	Effectif 

relatif 

[0-11 0 0 2 2% 

[1-2[ 2 2% 9 10% 

[2-3[ 8 9% 15 16% 

[3-4[ 24 26% 29 31% 

[4-5[ 22 24% 21 23% 

[5-6[ 20 22% 9 10% 

[6-7[ 15 16% 7 8% 

[7-8[ 2 2% 1 1% 

Total 93 100% 93 100% 

Test du Student P=0.0001 
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Figure 38 : Étude des résultats des fractions des Béta-2 globulines obtenus par les méthodes A et B 

(P=0.0001) . 

3-8-Étude des résultats des fractions des gammaglobulines obtenues par les méthodes A 

et B :  

La moyenne de concentration des fractions des gammaglobulines est de (Normes :8-16g/1) : 

17.06 ± 0.76 g/I pour la méthode A, avec des extrêmes de 1.037 et 52.22 g/I. 

15.76 ± 0.78 g/I, pour la méthode B, avec des extrêmes de 4.9et 54.99 g/I. 
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Statistiquement il n'existe pas une différence significative entre les moyennes de concentration des 

fractions des gammaglobulines obtenues par les deux méthodes (p>0.05) (tableau 40). 

Tableau 40 : Étude des résultats des fractions des gammaglobulines obtenues par les méthodes A et B 

Gammaglobulines 
(g/1) 

Méthode A 

Effectif 	Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif 	Effectif relatif 

[1-7[ 4 4% 4 4% 

[7-13[ 19 20% 29 31% 

[13-19[ 46 49% 44 47% 

[19-25[ 15 16% 9 10% 

[25-31[ 4 4% 1 1% 

[31-37[ 3 3% 4 4% 

[37-43[ 0 0% 0 0% 

[43-49[ 1 1% 1 1% 

[49-55( 1 1% 1 1% 

Total 93 100% 93 100% 

Test du Student P=0.235 
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Figure 39 : Étude des résultats des fractions des gammaglobulines obtenues par les méthodes A et B 

(P=0.235) . 
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3-9-Analyse des composants monoclonaux obtenus à l'EPS: 

3-9-1- Étude de la présence de composant monoclonal à l'EPS par les méthodes A et 

B : 

Dans notre étude, la mise en évidence des composants monoclonaux a l'EPS n'a pas été 

influencé par le type du traitement pré analytique (Méthode A ou B) vu que dans les deux 

méthodes c'est les mêmes 20 échantillons (21.5% des cas) qui comportaient des composants 

monoclonaux (tableau 41). 

Tableau 41: Étude de la présence de composant monoclonal à l'EPS par les méthodes A et B . 

Résultats d'EPS Méthode A 

Effectif 	Effectif relatif Effectif 

Méthode B 

Effectif relatif 

Présence d'un composant 
monoclonal 

20 21.51% 20 21.51% 

Autre résultats 73 78.49% 73 78.49% 

Total 93 100% 93 100% 

3-9-2- Étude de position de migration de composant monoclonal obtenu par les 

méthodes A et B : 

L'analyse de position de migration de composant monoclonal obtenu pour ces 20 échantillons 

montre une concordance entre les résultats obtenus par les deux méthodes, où 19 patients (95% 

des cas) présentaient un composant monoclonal en position Gamma, et 01 patient (5% des cas) 

présentait un composant monoclonal en position Beta. 

En effet, la position de migration est la même pour méthode A comme pour la méthode B (tableau 

42). 

Tableau 42: Étude de position de migration de composant monoclonal obtenu par les méthodes A et B. 

Position de 
migration 

Méthode A 

Effectif 	 Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif 	Effectif relatif 

Gamma 19 95% 19 95% 

Beta 1 5% 1 5% 

Total 20 100% 20 100% 
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Figure 40: Étude de position de migration de composant monoclonal obtenu par les méthodes A et B. 

3-9-3- Étude des concentrations des composants monoclonaux obtenus par les 

méthodes A et B: 

La moyenne de concentration des composants monoclonaux est de : 

- 11.37 ± 2.758 g/I pour la méthode A, avec des extrêmes de 1.84 et 47.85 g/I et une variance 

égale 152.17 

- 12.15 ± 3.992 g/I, pour la méthode B, avec des extrêmes de 1.75 et 48.17 g/I et une variance 

égale 166.51 

Statistiquement il n'existe pas une différence significative entre les moyennes de concentration des 

composants monoclonaux obtenus par les deux méthodes (p>0.05) (tableau 43). 

Tableau 43: Étude des concentrations des composants monoclonaux obtenus par les méthodes A et B. 

Concentration de 
CM 

Méthode A 

Effectif 	Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif 	Effectif relatif 

[1.75-10.75 [ 11 58% 12 63% 

[10.75-19.75 [ 6 32% 4 21% 

[19.75 -28.75 [ 0 0% 1 5% 

[28.75-37.75 [ 0 0% 0 0% 

[37.75-46.75 [ 0 0% 1 5% 

[46.75-55.75 [ 2 11% 1 5% 

Total 19 100% 19 100% 

Test du Student P=0.846 
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Figure 41: Étude des concentrations des composants monoclonaux obtenus par les méthodes A et B. 
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D-Discussion 
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I- Aspects des sérums obtenus par la méthode A et B 

Du point de vue qualité visuelle des sérums analysés, il apparait que les sérums obtenus après 

traitement par la méthode B sont de meilleur qualité que ceux obtenus après traitement par la méthode 

A. Vu que la comparaison des fréquences des sérums hémolysés obtenus par les méthodes de l'étude, 

20.31% pour la méthode A et 6.25% pour la méthode B, été statistiquement significative (P=0.037). Ceci 

peut être probablement due à : 

- 	Utilisation de bain marie pour accélérer la formation de coagulum ; 

Centrifugation insuffisante a l'origine de présence des globules rouges résiduelle des sérums 

conservés. 

Toutefois, parmi les sérums extrait par la méthode B trois (03) d'entre eux avait un aspect hémolysé 

alors que leur aspect était normal après traitement via la méthode A. Ceci est due au fait que ces trois 

échantillons hémolysés sont les 03 premiers qui ont été traités dans notre série où l'utilisation des 

pipettes pasteurs semble être en cause. 

Tableau 44 : Répartition des sérums traités par la méthode A et B selon la concordance de leurs 

d'aspects (N=64). 

Méthode A 	 Méthode A 

Hémolysé 	 Normale 
Totale 

Méthode B Hémolysé 1 3 4 

Méthode B Normale 12 48 60 

Totale 13 51 64 

Pour cela, l'utilisation plus prudente des pipettes pasteur par des gestes plus délicats nous a permis de 

mieux maitriser le geste ce qui a facilité la décantation des sérums et à améliorer la qualité des sérums 

extraits 

Il- Les taux de protéines sériques obtenus par la méthode A et B 

En comparant les taux de protides obtenus par les deux méthodes, la méthode B paraît offrir plus de 

résultats dans les normes (Protéinémie normal) que la méthode A. Cette différence de résultats entre 

les deux méthodes est statistiquement significative (P<0.05) 

D'autre part, il est clair qu'il y a une surestimation des taux de protides dans les sérums obtenus par la 

méthode A (dans 62% des cas) par rapport aux taux obtenus par la méthode B avec une moyenne de 

variation de 10.4 g/I et des extrêmes de 1 g/I et 29 g/I. Ceci est conforté par le fait que : 

Il existe une différence statistiquement significative entre les moyennes(p=0,0037), où les 

moyenne des deux méthodes A et B étaient de 78.82 g/I et 74.22 g/I, respectivement. 

- 	La méthode A offre plus de résultats au-dessus des normes utilisés (Hyper protéinémie dans 

40.86% des cas) par rapport à la méthode B (Hyper protéinémie dans 23.66% des cas). Cette 

différence de résultats entre les deux méthodes est statistiquement significative (P<0.05). 

Ceci peut être expliqué par l'hémolyse qui semble plus fréquent dans la méthode A pouvant induire une 

surestimation des taux des protéines sériques. 
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D'autre par l'existence d'une surestimation des taux de protides dans les sérums obtenus par la 

méthode B (dans 27% des cas) par rapport aux taux obtenus par la méthode A avec une moyenne de 

variation de 7 g/I et des extrêmes de 1 g/I et 19 g/I, semble incriminé la qualité de la technique de 

dosage. Vue quel affecté grandement les deux méthodes. 

L'absence de différences statistiquement significatives concernant les taux de protide obtenus par les 

méthodes A et B, en dessous des normes (Hypoprotéinémie) peut être due au fait que la méthode A a 

tendance a surestimé les taux de protide obtenues. 

Dans notre étude, l'inclinaison des tubes à un angle de 45° lors de la formation du coagulum pour 

faciliter l'individualisation du sérum surnageant ne semble pas affecter les taux de protides obtenus vu 

que statistiquement il n'y a pas de différence significative entre la variance de la série dont les tubes 

sont inclinés à un angle de 45° et la variance de la série dont les tubes sont placés verticalement. 

III- Les résultats d'EPS obtenus par les méthodes A et B 

L'existence de discordances dans les résultats des EPS des sérums des deux méthodes, où 21 résultats 

(23% des échantillons) étaient discordants entre eux, est directement imputé aux différences observé 

dans les taux de protides obtenus, entre les méthodes A et B. Une différence de résultats 

électrophorétiques qui restent statistiquement non significative dans l'ensemble. 

Tableau 45: Résultats des EPS obtenus par les méthodes A et B et leurs fréquences. 

Résultats d'EPS 

Méthode A 

Effectif relatif 

Méthode B 

Effectif 

relatif 

P 

Tracé électrophorétique normal 44.09% 55.53% P=0.1867 

Syndrome inflammatoire aigue 4.30% 2.15% P=0.6781 

Syndrome inflammatoire 
chronique 

27.96% 19.35% P=0.2269 

Syndrome inflammatoire 
chronique évolutif 

1.08% 0% P>0.9999 

Présence d'un composant 
monoclonal 

21.51% 21.51% P>0.9999 

Hypo-albuminémie 1.08% 1.08% P=0.4771 

Hypo-gammaglobulinémie 0% 1.08% P>0.9999 

D'un autre côté, la comparaison des fractions de l'EPS entre elles selon qu'elles aient été obtenus selon 

la méthode A ou la méthode B retrouve des différences significatives dans les moyennes des 

concentrations des fractions : 

- Alpha 2 globulines(P=0.0002), avec des concentrations moyennes de 8.85 g/I et de 7.71 g/I 

obtenus par les méthodes A et B, respectivement. 

Béta 1 globulines (P=0.0197), avec des concentrations moyennes de 6.023g/I et de 6.90 g/I 

obtenus par les méthodes A et B, respectivement. 

- Béta-2 globulines (P=0.0001), avec des concentrations moyennes de 4.62g/I et de 3.78g/I 

obtenus par les méthodes A et B, respectivement. 
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L'analyse séparé des fractions et la mise en évidence des différences de concentration des fractions ont 

obtenu par les deux méthodes met en évidence l'impact directement de la qualité du sérum sur les 

résultats des EPS obtenus. 

IV- Les composants monoclonaux obtenus à l'EPS: 

Dans notre étude, ni la mise en évidence du composant monoclonal, ni sa position de migration, ni sa 

concentration sérique n'ont étaient influencé par les paramètres prés analytique étudiés. D'autant plus 

qu'il n'existe pas de différences statistiquement significatives entres les concentrations des composants 

monoclonaux (P=0.846) et les concentrations des fractions des gammaglobulines(P=P=0.235) obtenues 

par les méthodes de l'étude. 
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E-Conclusion 

11 
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Lors des explorations immunologique la maitrise de la phase pré-analytique est un élément 

fondamental dans le control qualité des bilans effectués. 

La mise en place d'un manuel de référence quant aux méthode à suivre et à respecter pour un 

meilleur contrôle de qualité de la phase pré-analytique propre à chaque paramètre est un atout 

important. 

Pour une analyse objective, une communication parfaite ente tous les acteurs impliqués dans 

cette phase devrait être consulté lors de son élaboration et dans leur déroulement. 

Dans l'idéal, il serait même préférentiel d'élaborer un ouvrage de référence commun à tous les 

laboratoires au niveau national. 
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Recommandations de l'étude : 

✓ Pour l'extraction d'un sérum de bonne qualité : 

Temps de formation de coagulum : 30 min à 2h ; 

- Température de formation de coagulum : 25°c ; 

- Décollement du coagulum par pipette pasteur si nécessaire par une manipulation délicate ; 

- Centrifugation : à température ambiante, a 1300-2500 g pendant 10 à 15min ; 

- Appliqué une deuxième Centrifugation si nécessaire pour le sérum seul : à température 

ambiante, a 1300-2500 g pendant 10 à 15min ; Transvasée sérum surnageant dans un tube neuf 

soit directement (de tube à tube) soit à l'aide d'une micropipette (10001.11). 

- Veillez à l'étiquetage correcte et fidèle des échantillons ; 

- Conservation a + 4°c à court terme (24h) et à -20°c à long terme (jusqu'à 01 mois). 

✓ Pour une meilleure centrifugation : 

Respect des recommandations lors de la variation des paramètres de la centrifugeuse (ex : rayon du 

rotor) 

✓ Pour le dosage du taux de protide plus crédible : 

Contrôle des performances de la technique du biuret ainsi que des réactifs utilisés, et pourquoi pas 

utiliser une technique plus performante tel que les techniques de néphélométrie laser. 
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Annexe 01 : 

Fiche de travail 

Fiche de travail 
*Date de prélèvement : 	/ 	/ 	 

*Nombre de prélèvement : 	  

*Identification du prélèvement : 

*Préparation de l'échantillon : 

1-Acheminement : 

- Température lors de l'acheminement : T°ambiante 

	

-Heure de l'acheminement: 	h 	min 

2-formation de caillot :  

- position des tubes : ❑ verticale 	❑ horizontale 	Autre :... 	 

-Temps de formation de caillot ❑ 1h ❑ 1h30 ❑ 2h 	❑ 	 

-Température de formation de caillot 	  

3-Centrifugation :  

-VPM 	 T/min 

-Temps 	❑ 10min 	111 15min 

-température : 24C° 
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N 

Annexe 01 : 

Fiche de travail. (Suite) 

Identifient 

Nom 

et prénom Age Sexe Quantité 

prélevait 

Heure 

de 

prélèvement 

Paramètres 

Conservation 

demandés r 
ambiante 

44C -20C -8O 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

- 	  

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 

M 

F 

	ml 	 h 	min EPS 

CRP 
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Annexe 02: 

Centrifugeuse thermo-jouan®, model CR3i multifunction 
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Annexes 03: 

Rotor T40® de centrifigeuse thermo-jouan®, model CR3i multifunction 
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Annexe 04 : 

Appareils utilisés à l'unité d'immunologie. 

Appareils 

-11•1111111.1.1...... .- 
,Iitz 

Centrifugeuse de marque 

thermo-jouan® 

Spectrophotomètre Vital 

scientific® 

Helena SAS 1 plus 

X 



Helena SAS 2 

Agitateur 

XI 



Annexe 05 : 

Réactifs utilisés à l'unité d'immunologie. 

Réactifs 

Kit SPINREACT Pour le dosage des protéines 

Kit elecrophorése 
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Annexe 06 : 

Kit SAS-1 plus d'électrophorèse sérique 

Kit SAS-1 protéines sérique SB composer de 

1- Plaque SAS-1 Protéines sérique SB (x10): 
Contient de l'agarose dans un tampon Tris/Barbital additionné de thimérosal et 
d'azide de sodium comme conservateurs 

2- Colorant bleu acide (1x75m1) : 
Contient de colorant bleu acide concentré. Dissoudre le contenu du flacon dans 700m1 
d'eau distillée, laisser sous agitation toute une nuit. Filtrer avant utilisation. 
Conserver en bouteille hermétiquement fermée. 

3- Solution décolorante (1x10g décolorant A,1x40m1 décolorant B) : 
Diluer le contenu de décolorant A avec 1 litre d'eau distillé. Ajouter ensuite le contenu 
de décolorant B puis, lentement, 1 autre litre d'eau distillé. 

4- Autre composants de kit : 
Chaque Kit contient également 1 fiche technique et des buvards C pour 10 gel. 
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Annexe 07: 

Méthode de biuret 

Procédure de dosage des protéines sériques 
1. Conditions de test: Longueur d'ondes• 	 540 nm (530-550) 

Cuvette: 	 1 cm d'éclairage 
Température• 	 372c/.15-25°C 

2. Régler le spectrophotomètre sur zéro en fonction de l'eau distillée 
3. Pi eter dans une cuvette: 

Blanc Étalon Echantillon 
R (mL) 2.0 2.0 2.0 
Étalon (pi) -- 35 — 
Echantillon (µL) -- — 35 

4. Mélanger et incuber 5 minutes à 379C ou 10 minutes à température ambiante. 
5. Lire l'absorbation (A) du patron et l'échantillon, en comparaison avec le blanc du réactif. La 
couleur reste stable pendant au moins 30 minutes. 

A 

1 
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Annexe 08 : Processus Helena SAS-1 plus et SAS-2 d'électrophorèse des protéines sérique 

Mode opératoire d'électrophorèse des protéines sériques : 

SAS-1 PLUS : 
1. Pipeter 35 µ1 d'échantillon dans les puits correspondants du porte -échantillon du SAS-I ou 
dans les cupules échantillons jetables. 
2. Placer avec précaution le porte-échantillon sur le chariot applicateur. S'assurer qu'il est 
solidement mis en place. 
3. Sortir le gel de son emballage protecteur, retirer le film plastique et : 
Déposer 400 µI de Rep-prep dans le dissipateur thermique. Placer le gel sur le dissipateur 
thermique agarose vers le haut. En respectant les polarités et en veillant à ce qu'il n'y ait pas 
de bulles d'air sous le gel. 
4. Sécher la surface du gel à l'aide d'un buvard C, jeter le buvard. 
5. Mettre le couvercle sur le gel et les électrodes et faire pression 5secondes pour assurer un 
bon contact 
6. Mettre en place 2 applicateurs dans l'instrument. 
7. Réaliser l'électrophorèse : 80 Volts, 22min. 
8. Une fois l'électrophorèse terminée enlever le couvercle 
9. Fixer le gel sur le support de la chambre de coloration. 
10. Sélectionner le programme protéines sériques du module de coloration puis, en suivant 
les messages, colorer, décolorer et sécher le gel. 

SAS-2 (module de coloration) 

Etape Solution durée (mm :ss) Orifice 	T (X) 
Colorer Colorant bleu 

acide 
10 :00 6 

Laver Eau distillée 01 :00 1 

Sécher 15 :00 65 

Décolorer Solution 
décolorante 

05 :00 2 

Sécher 10 :00 65 

Décolrer solution 
décolorante 

05 :00 2 

Laver Eau distillée 01 :00 1 

sécher 65 
10 :00 
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Annexe 09 : 

Interprétation d'électrophorèse des protéines sérique . 
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Annexe 10 : 

Acte d'un prélèvement sanguin au niveau de plie de coude. 
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Annexe 11 : 

Resultats d'un patient exploré par la méthode B 

CHU BLIDA 
Unité Hospitalo-Universitaire Hassiba Benbouali 

Unité d'Immunologie 

Electrophorése des proteines sériques 

Nom e renom 

Age 	 48 

Sen/ ce 	 EXT 

N 	 441 

Sexe Total Protein 	 78 00 gl 

I 

Index F•ac8- S.Jrface Cc.,c 

tr. 
1r•r,F 

No,•10 es s.W 

• ktvr,:e • 27 7  4980% 38 92 3200 50 CC: 

2 A:1,a C 266 2 Sec.% 2 00 1 00 4 0C 

0 210 623% 542 500 11OC 

3  4 \ 'Be'Pa  lla•*2  c 245 9 5614 7 46 H 2 50 802 

5 6e1a-2 0.10.3 402% 3 146 350 7 00 

6 Ua,,nna D 658 25 73% 20 07 H 8 00 16 00 

2559 7503 

M Garrra P 0 382 14 9.4'1,. 1 	65 

Commentaire 

Présence d'un composnan! monoclonal en pos tion gamma a „me concentration estimée a 11 65 g/1 le typage car 
immunexation révéle cul s'agi dure a chaires légères 

4/25/2014 2 11 O6AM 

P; Chef d unité 
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Annexe 12 : 

Electrophorèse des protéines sériques sur gel d'agarose (Méthode B). 
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Résumé: 

Les explorations immunologiques et notamment immunochimiques représentent une part 

importante dans les pratiques médicales quotidiennes. De ce fait, la maitrise de leurs aspect 

pré-analytique, analytique et post-analytique permet de limiter les erreurs pouvant survenir, 

surtout à la phase pré-analytique où près de 85% y sont observés. 

Cette dernière est celle allant de la prescription médicale jusqu' à la conservation des 

échantillons avant analyse. 

Notre travail porte sur 93 échantillons issus de patients explorés au laboratoire 

d'immunologie de l'unité Hassiba Ben Bouali du CHU de Blida, sur une période de 03 mois 

(du 24 Janvier 2018 à 10 Avril 2018). Et qui vise a étudié l'impact de certains paramètres pré 

analytiques sur les résultats des bilans immunochimiques. 

Nos résultats montrent, influence des paramètres étudiés sur la qualité des sérums obtenus, 

le taux de protide sérique dosé et des résultats de l'électrophorèse des protéines sériques 

Mots clé : Phase pré-analytique, Immunochimie, centrifugation. 

Abstract: 

Immunological explorations including immunochemical represent an important part in 

everyday medical practice. Thus, the reliability of their pre-analytical aspect, analytical and 

post-analytical limits the errors that can occur, especially in the pre-analytical phase in which 
nearly 85% are observed there. 

The latter is the one from the prescription until the storage of samples prior to analysis. 

Our work focuses on 93 samples from patients investigated in the immunology laboratory of 

unity Hassiba Ben Bouali University Hospital Blida, over a period of 03 months (from January 

24, 2018 to April 10, 2018). And which aims to study the impact of certain pre analytical 

parameters on the results of immunochemical balance sheets. 

Our results show influence of the parameters studied on the quality of the sera obtained, 

serum Protein-rate measured and the results of the serum protein electrophoresis 

Keywords: pre-analytical phase, Immunochemistry, centrifugation. 
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