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Partie théorique

Introduction :
Les cryoglobulines appartiennent au groupe des thermoprotéines, ce groupe particulier

comporte un ensemble de protéines plasmatiques dont le comportement physicochimique est

anormal a des températures inférieures a 37 °C (correspondant aux cryoprotéines) [1].

Ce sont des complexes multimoléculaires composés d’une ou plusieurs classes
d’immunoglobulines, associées parfois a d’autres protéines. Elles ont la propriété de précipiter

a basse tempeérature et de se redissoudre par réchauffement du sérum a +37 °C [2].

Trois types de cryoglobuline ont été déterminés selon le caractere mono- ou polyclonal de I'Tg
; Cette classification distingue ainsi les cryoglobulinémies de type I, composées d’une
immunoglobuline monoclonale unique, et les cryoglobulinémies de type |1 et de type 111, dites
mixtes, car composées d’Ig d’isotypes différents. Les cryoglobulinémies de type Il sont ainsi
composées d’Ig polyclonales associées a un (ou plusieurs) composant(s) monoclonal alors que

les cryoglobulinémies de type 111 sont constituées seulement d’Ig polyclonales [3].

Elles peuvent accompagner de nombreuses maladies : hémopathies lymphoplasmocytaires,
maladies immunoprolifératives et maladies inflammatoires chroniques auto-immunes,
infectieuses ou virales [4, 5].

La recherche d’une cryoglobuline nécessite des précautions particuliéres de prélevement et un
laboratoire expérimenteé [6].

Notre travail s'est déroulé au sein de I'unité d'immunologie au niveau du UHU HASSIBA BEN
BOUALI aBLIDA, dans laquelle nous avons realise une étude descriptive porte sur 26 patients,
recrutes du janvier 2019 au mai 2019 dont_I'objectif est :

¢ La recherche d'une cryoglobuline avec I’identification d’isotypage des cas positifs
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Partie théorique

|. Définition :

Les cryoprotéines sont des molécules formant des complexes précipitant a une température
inférieure a 37 °C et se redissolvant a chaud. Elles sont composées essentiellement
d’immunoglobulines et peuvent précipiter des 36 °C.

Les cryoglobulinémies sont essentielles (primaires ou idiopathiques, par absence de pathologie
sous-jacente), ou secondaires a diverses pathologies, en particulier des syndromes
lymphoprolifératifs, des dyscrasies plasmocytaires, des maladies auto-immunes et des
infections. Il est a souligner qu’une cryoglobulinémie est une anomalie biologique qui, dans de
nombreux cas, reste asymptomatique. Elles se traduisent ou non par des signes cliniques. Elles
peuvent précipiter dans les petits et moyens vaisseaux, entrainant une vascularite, en fonction
de différents parameétres tels que le froid ou leur propension a former des complexes immuns.
Les cryoglobulines sont composées d’immunoglobulines monoclonales seules, ou associées a
des immunoglobulines polyclonales, formant des complexes immuns. [7].

La mise en évidence des cryoglobulines se fait au laboratoire a une température de + 4 °C, mais
leur amplitude thermique de précipitation peut varier de + 11 a + 37 °C [7]. Ceci explique la
température d'apparition des signes cliniques, mais aussi les anomalies de certains examens
biologiques rencontrées chez les patients, dont la cryoglobuline précipite a une température
supérieure ou égale a la température ambiante, d'ou I'importance dans ce cas d'effectuer ces

analyses « a chaud », c’est-a-dire a de 37 °C [8].

[1.Historique :

La premiére observation de précipitation des protéines sériques induite par le froid remonte a
1933, quand le professeur Maxwell Myer Wintrobe, le I1égendaire médecin scientifique qui a
jeté les bases de I'nématologie moderne, décrit, en collaboration avec le Dr M. V. Buell, un cas
inhabituel de myélome multiple chez une femme dont le sérum est réversiblement précipité au
froid [7]. Apres Quatorze ans, Lerner et Watson [10] ont montré des protéines précipitables
au froid qui sont des gammaglobulines et les ont nommeées « cryoglobulines ». Ils ont également

inventé le terme « cryoglobulinémie » pour indiquer 1’état clinique correspondant.

A cette époque, il a été pensé que les cryoglobulines sont structurellement formées par une seule
protéine. En 1962, aprées isolement et purification de cryoglobulines par chromatographie

¢changeuse d'ions, Lospalluto et al en utilisant 1’ultracentrifugation analytique [11].
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Le syndrome cryoglobulinémique (SC) a été décrit en 1966 par Meltzer et ses collegues [3], qui
ont déclaré 29 patients avec cryoglobulines et une présentation clinique commune (purpura,
arthralgie et faiblesse), accompagnée par un dysfonctionnement d'organe et des concentrations
sériques éleveées de facteur rhumatoide (FR). Ils ont également confirmé que les cryoglobulines
sont constituées de deux composantes différentes de globulines et étaient constamment dotées
d'une activité de FR. En raison de I'ignorance en ce qui concerne son étiologie, ils ont appelé

cet état clinique cryoglobulinémie mixte (CM) « essentielle™.

Dans les années qui ont suivi, de nombreux chercheurs ont réalisé des études immunochimiques
d'un certain nombre de cryoglobulines isolées et ont démontré leur hétérogénéité structurelle.
Sur la base de ces études et sur un examen de 86 patients, Brouet et al. [12] ont classé les
cryoglobulines en trois types principaux, Les données historiques de développement de la

cryoglobulinémie et un certain nombre d’avancées jusqu'a 2011 sont résumées dans le tableau :

Tableau 1: Historique de la cryoglobulinemie

Année Observations

Une protéine précipitable a froid est découverte dans le sérum d'un patient atteint

1933 . .

de myélome multiple.

Les termes «cryoglobuline” et "cryoglobulinémie” sont proposés et le
1947 . . . . .

phénomene est observe dans diverses maladies.

Le tableau clinique et [I'hétérogénéité structurelle connue sous le nom de
1966 o . . e

cryoglobulinémie mixte «essentielle» (CM) sont clairement définis.

Différentes cryoglobulines sont immunochimiquement caractérisées et leur
1968- | . : . . : _

importance comme inducteurs de Iésions tissulaires est soulignée.
1970

Les cryoglobulines sont classées en trois types principaux.
1974

Le possible réle étiologique du virus de I'hépatite B dans la CM «essentielle» est
1977 R . . L

revendiqué, mais pas confirmé dans des etudes ultérieures.

Le traitement par l'interféron a- (IFN-a recombinant se révele étre efficace chez
1987

les patients atteints de CM «essentiellex.
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La grande majorité des patients atteints de CM sont jugés infectés par le virus de

1990- I'népatite C (HCV).
1994
Une progression potentielle de CM vers un lymphome non hodgkinien (LNH)
1994 évident est signalée par différents groupes, mais avec de fortes variations
géographiques.
Le rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20 chimérique, se trouve étre
2003 cliniqguement efficace chez les patients atteints de CM récurrente ou réfractaire,
mais qui se traduit souvent par une augmentation des taux d’ARN sérique du HCV.
Par analogie avec l'infection chronique HCV non cryoglobulinémique, I’'TFN-a
2005 pégylé plus ribavirine sont proposés comme norme de soins de CM liées au HCV
2011 L'administration de nouveaux inhibiteurs de la protéase et de nouveaux

anticorps monoclonaux anti-CD20 (Ofatumumab) est susceptible d'entrainer de

meilleurs résultats que la thérapie PIRR.

Figure 1: Maxwell M. Wintrobe
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I11. Classification des cryoglobulines :

Le processus de cryoprécipitation se manifeste de fagon tres variable quantitativement mais
aussi qualitativement ; c’est ainsi qu’il est possible de distinguer plusieurs types de

cryoglobulines, selon leur aspect a +4 °C et surtout selon leur composition immunochimique

[13].

I1.1. Selon leur aspecta +4°C :

Figure 2: Différentes aspect de cryoglobuline

[II.1.a. Sous forme d’un cryoprécipité :

cryoglobulines (les plus fréquentes).

Figure 3: cryoglobuline sous forme d’un cryoprécipité
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[1I.1.b. Sous forme d’un gel :

cryoglobulines d’opacité et de viscosité variables (rares).

Figure 4: cryoglobuline sous forme d'un gel

[II.1.c. Sous forme de cristaux :

cryocristalloglobulines (trés rares).

I11.2. Selon leur composition immunochimique :

En 1974, Brouet et al. [11] ont proposé une classification immunochimique des cryoglobulines

basée sur I’immunoélectrophorese. Cette classification est toujours utilisée.

L’amélioration des techniques biologiques de dépistage et de typage des cryoglobulines a
permis la mise en évidence de cryoglobulines en concentrations moins importantes, dans les
pathologies infectieuses ou auto-immunes. En utilisant ces techniques de typage, Le Carrer a
proposé une nouvelle classification. Schifferli et al. [14] ont défini une classe appelée 11-111

correspondant & la classe 1lb définie par Le Carrer.
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Figure 5: classification des cryoglobulines
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Typell

Monocional Ig Monoclonal igM +polycional IgG

Polyclonal IgM +polyclonal IgG

Figure 1: Classification of cryoglobulinaemia®

[1I.2.a. Cryoglobulines monoclonales (Type I) :

Ce sont surtout des IgM monoclonales, des IgG parfois (IgG2 ou 1gG3), des IgA rarement, ou

de rarissimes chaines légéres libres monoclonales : leur cryocrécipitation est rapide (en général

en quelques heures a +4°C) et leur concentration élevée, souvent supérieure a 5¢g /L.

Leur précipitation peut survenir a des températures élevées, parfois supérieures a +30°C et la

symptomatologie est liée a la fois a la cryoglobuline monoclonale mais aussi a I’hyperviscosité

du sérum dont elle est parfois responsable. Leur aspect est le plus souvent celui d’un précipité,

mais certaines IgM monoclonales peuvent former des cryogels et plus rarement, en particulier

pour les IgG de sous classe 1gG2, la cryoprécipitation peut se faire sous la forme de cristaux.

[14]

La détection et le typage de ce type de cryoglobulines sont intéressantes car elles accompagnent,

mais précedent aussi parfois de longue date, 1’apparition d’une hémopathie maligne.
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Serum 1

ELF G A M K L

Figure 6: Cryoglobuline de type I, constituée d’IgM kappa monoclonale. [15]

[11.2.b. Cryoglobulines Type II :

Ces cryoglobulines sont composées d’Ig appartenant a deux classes différentes, I’une d’entre
elles étant monoclonale, on peut ainsi y trouver en ordre de fréquence trois types principaux de

complexes immuns d’Ig :

Une IgM monoclonale associée a des 1gG polyclonales. La fraction IgM monoclonale est douée
d’une activité facteur rhumatoide (FR) (IgM a activité anti IgG). Ce sont les cryoglobulines de
type 1l les plus fréquentes ; Une IgG monoclonale associée a des 1gG polyclonales (IgG a
activité anti IgG), IgG monoclonale y étant souvent majoritaire Une IgA monoclonale associée
a des 1gG polyclonales (IgA a activité anti 1gG) ; ce sont les cryoglobulines mixtes de type Il

les plus rares et il existe frequemment dans ce cas une cryogélification. [14]

La cryoprécipitation des cryoglobulines de type Il est en général assez rapide (une journée), les
Ig étant parfois associeées a des fractions du complément. Leur concentration est variable,

généralement comprise entre 1 et 5 g /L et leur amplitude thermique trés variable.
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LR

AST G A M K X

Figure 7: Cryoglobuline de type Il associant une IgM
Kappa monoclonale et des 1gG polyclonales [20].

AST : Anti-sérum total
[1I.2.c. Cryoglobulines Type III :

Ce sont le plus souvent des complexes d’IgM polyclonales et d’IgG polyclonales ; comportant
plus rarement des IgA polyclonales. Les Ig sont parfois associées a des fractions du
complément (C4 ou C1q) ou a d’autres protéines sériques (lipoprotéines). Leur
cryoprécipitation est en général lente (souvent plusieurs jours) et leur concentration assez

faible dépasse trés rarement 1 g/l. [14]

ELF- G A M K L

3

Figure 8: Cryoglobuline mixte de type 11 associant
principalement des IgM polyclonales avec des 1gG et
des IgA polyclonles [15].
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[11.2.d. Cryoglobulines type IV:

A coté des types Il et 111, existe un troisiéme type de cryoglobulines mixtes (CM) montrant une
composition micro hétérogene, dont la structure immunochimique ne peut pas étre ajustée dans
aucune des catégories décrites ci -dessus. L’utilisation des méthodes sensibles, telles que
I’immunofixation (IF), immunoblot ou électrophorése bidimensionnelle sur gel de
polyacrylamide [15, 20, 21], montre qu’il s’agit de cryoglobulines comportant des Ig
oligoclonales dont I’aspect multi-bandes en IF est trés caractéristique, rencontré notamment
dans le sérum de patients présentant une pathologie infectieuse virale (VIH ou hépatite C par

exemple).

Cet aspect particulier de CM formée par IgM et/ou 1gG oligoclonale et des traces
d’immunoglobulines polyclonales est classé par certains auteurs comme étant un « pré-type

» ou « type 111 oligoclonal », ou « type Il — I 1 » [19] ou « IIb » comme défini par Le Carrer
[15].

Une illustration du typage par immunofixation d’une cryoglobuline de ce type est présentée sur
la figure 9.

HYDRAGEL IF @

_._.lq.{ir1a. b

_E iERE
ELP G A M K L
(<]
sabia

Figure 9: Cryglobuline mixte comportant des
IgM polyclonales et des IgG oligoclonales ()
dans le cadre d’une hépatite virale [15].

En outre, Musset et al ont rapporté que 12% des 210 cas de CM présentaient une 1gG
monoclonale supplémentaire sur immunoblot caractérisée par les isotypes IgG1 (37 %) et 1I9G3
(63%). Les 1gG3 ont un rdle particulier dans la génération des cryoglobulines, en raison de leur
propriété physicochimique a se réunir grace a l'interaction Fc-Fc spontanée et au potentiel

cryogénique d’IgM-FR avec la spécificité d’activité anti IgG3 [23].
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Tableau 2: Classification des cryoglobulines proposée par Brouet et al.

Type de
cryoglobuline

Caractére des Ig

la composant

Classe des Ig
rentrant dans sa

composition

Concentrations
usuelles

Fréquence

Type de

cryoglobuline

Type | : monoclonale

Une Ig monoclonale

« IgM
monoclonale
(le plus
souvent)

+ 1IgG
monoclonale

* IgA
monoclonale

« Chaines
légéres libres
d’Ig

rares)

(tres

5-20 g/L

5-25%

Type | : monoclonale

Type 1l mixte
monoclonale et
polyclonale

Une Ig monoclonale +

une ou plusieurs
classes d’Ig
polyclonales
« IgM
monoclonale
+ 19G
polyclonales
(le plus
souvent)
* 1IgG
monoclonale
+ 19G
polyclonales
* IgA
monoclonale
+ 19G
polyclonales
« IgM
monoclonale
+ 1gG et IgA
polyclonales
1-5 g/L
40-60%
Type 1l mixte
monoclonale et
polyclonale

Partie théorique
[17, 12, 24, 25]

Type 1l mixte

polyclonale

Une ou plusieurs

classes d’Ig
polyclonales
* IgM ou IgG
ou IgA
polyclonale
S
« 1gG + IgM
polyclonale
S
« 1gG + IgA
polyclonale
S
« IgM + IgG
+ IgA
polyclonale
S
0,06-1 g/L
40-50%
Type I mixte
polyclonale



Seuil thermique
commun /
de

précipitation /

vitesse

autres
Caracteristiques
de laboratoire
Maladies sous-

jacentes

>32°C |/

(minutes-heures)

rapide

gélification de sang /
de

rouleaux sur le film

formation
de sang.
Troubles  lympho-
prolifératifs multiples
myélome,
M.Waldenstrém,

LLC, LNH a cellules
B.

Généralement >23°C
/ intermédiaire
(heures a jours) / C4

bas.

«Essentielle» ou
secondaire aux
infections (VHC,

autres), troubles auto-

immuns et fou

lymphoprolifératifs

Partie théorique

Variable, beaucoup
sont < 23°C et peu
susceptibles d'étre
cliniguement

significative / lente

(3-7 jours).
«Essentielle»  ou
secondaire aux
infections par
(VHC et autres
virus, bactéries,
fongiques,
parasitaires),
maladies auto-
immunes.

Tableau 3: Classification des cryoglobulines proposée par LeCarrer [57].

Type de la

cryoglobuline

Type | : monoclonale

Type lla mixte :
monoclonale et

polyclonale

Caractéere des Ig la composant

Une Ig monoclonale

Classe

des Ig rentrant dans sa

composition

Une Ig monoclonale + une ou .
plusieurs classes d’Ig
polyclonales .

IgM monoclonale (le
plus souvent)

IgG monoclonale

IgA monoclonale
Chaines légeres libres
d’Ig (tres rares)

IgM monoclonale + IgG
polyclonales

IgG monoclonale + 1gG
polyclonales

IgA monoclonale + IgG

polyclonales
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* IgM monoclonale + IgG

et IgA polyclonales

Type I1b mixte : Une ou plusieurs classes d’Ig  1gG ou / et IgM oligoclonales+
oligoclonale et oligoclonales + une ou plusieurs ' 1gG ou / et IgM polyclonales
polyclonale classes d’Ig polyclonales

Type I mixte : Une ou plusieurs classes d’Ig * IgM ou IgG ou IgA
polyclonale polyclonales polyclonales

* IgG + IgM polyclonales
« IgG + IgA polyclonales
« IgM + IgG + IgA

polyclonales

V. Etudes épidémiologiques :
Le syndrome cryoglobulinémique (SC) est considéré comme un trouble relativement rare, il

n'existe pas encore d'études épidémiologiques suffisante concernant sa prévalence globale.

La fréquence des trois types de cryoglobulines est assez difficile a préciser, et leurs
répartitions dépendant essentiellement de l'orientation médicale du laboratoire qui
effectue les examens et des principaux services demandeurs. Les cryoglobulines de type
I11 sont certainement plus fréquentes, les cryoglobulines de type | et Il sont plus rares.

Les chiffres les plus fréquemment donnés sont ceux de Brouet et al [19] a savoir

=« Type | 25%. » (38 %, constitués majoritairement d'une IgM
kappa monoclonale.)

= « Type Il 25%. » (37%, essentiellement une IgM kappa
monoclonale associée a des 1gG polyclonales.)

=« Type 11 50%. » (25 %, surtout composées de complexes IgG

polyclonales et IgM polyclonales.)
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V.Physiopathologie :

Les cryoglobulines sont générées par I'expansion clonale des lymphocytes B, soit dans
le cadre de syndromes lymphoprolifératifs, soit par la stimulation immunitaire

persistante déclenchée par des infections chroniques ou des maladies auto-immunes.

Les cryoglobulinemies de types I et 11 résultent de I'expansion monoclonale d'un clone qui peut
étre ouvertement malin (myélome multiple), qui couvre (macroglobulinémie de Waldenstrom,
lymphome plasmacytoides), ou indolent (comme dans gammapathie monoclonale de
signification indéterminée). Par contre, I'expansion des cellules B est polyclonale dans la
cryoglobulinémie type 111 [20].

La physiopathologie des cryoglobulinémies n'est que partiellement élucidée. Les
parametres physico-chimiques favorisant la cryoprécipitation sont mal connus. Brouet
[3] souligne I'importance du pont disulfure, et I'abondance des résidus tyrosines comme
facteurs favorisant la cryoprécipitation, ainsi que la salinité, le pH et la température du
milieu qui déterminent la solubilité des complexes immuns circulants. De nombreuses
autres hypothéses ont été avancées, portant principalement sur les caractéristiques
structurales de lI'immunoglobuline cryoprécipitante : composition en acides aminés,
charge électrique, glycosylation. Néanmoins aucune explication univoque n'a été trouv ée
et de maniére générale les cryoglobulines ne pourraient étre considérées comme des
molécules anormales, caractérisées par une conformation et un poids moléculaire
singuliers. La spécificité anticorps de I'immunoglobuline cryoprécipitante est variable
et inconstamment identifiée. 1l s'agit le plus souvent d'une activité de type rhumatoide
(cryoglobulines de types Il et 111). Plus rarement la cible identifiée est de nature non
immunoglobulinique [8]. De méme, une cryoglobulinémie monoclonale IgG1 kappa de
spécificité anti-streptolysine O (ASLO) a été décrite. Dans Certains cas, la liaison de
I'antigene a son anticorps conférerait a celui-ci des propriétés cryoprécipitantes. Les
cryoglobulines peuvent entrainer des lésions consécutives a des dépdts de complexes
immuns circulants telles qu'une vascularite leucocytoclasique [3] et une obstruction
des vaisseaux, essentiellement mais non exclusivement de petit calibre, a I'origine de

phénomenes ischémiques [8].
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V.1.Phénomenes de cryoprécipitation :
De nombreuses conditions physiques et chimiques peuvent influencer la précipitation des
cryoglobulines : conditions liées aux molécules d’immunoglobulines (Ig) elles-mémes et

conditions liées a I’environnement de ces immunoglobulines.
V.l.a. Existence d'une anomalie de structure :

Les cryoglobulines ne pourraient étre considérées comme des molécules anormales
caractérisees par une conformation ou un poids moléculaire singulier. Cependant ; des hypothéses
controversées ont été avancées concernant une modification de la structure des immunoglobulines,

responsable de leur précipitation [4, 26, 27].
- Abondance des résidus tyrosine favorisant la précipitation.

- Oxydation de groupements thiols responsable de la polymérisation a froid des

immunoglobulines et de leur précipitation.

V.1.b. Facteurs influencant la précipitation :
V.1.b.1. Latempérature:
La condition essentielle pour la précipitation d’une cryoglobuline est la baisse de la
température. Certaines cryoglobulines précipitent a température élevée, supérieure a +30°C,
ceci pouvant expliquer en partie lI'apparition d'un purpura puisque la température de la peau est

fréquemment +28 °C. [4, 26, 27]

V.1.b.2.  Laforceionique:
La diminution de solubilité de la cryoglobuline est paralléle a la diminution de la force ionique
du milieu. In vitro, un abaissement modere de la force ionique du milieu augmente la
précipitation de certaines cryoglobulines. Une hyponatrémie vraie peut donc représenter un

facteur de risque de précipitation. [4, 26, 27]

V.1.b.3. La concentration en ions du milieu réactionnel :
La précipitation des cryoglobulines est en fonction des ions présents dans le milieu : certaines
précipitent seulement en présence d'une concentration définie en calcium. D'autres ions,
baryum, manganese, strontium, cobalt, influencent la précipitation des cryoglobulines sans qu'il

soit possible d'en comprendre le mécanisme. [4, 26, 27]



Partie théorique

V.1.b.4.  Laprésence d'autres protéines plasmatiques dans le cryoprecipite :

La fibronectine jouerait un role dans la précipitation. [4, 26, 27]

V.1.b.5.  La concentration en cryoglobuline:
Plus la concentration en cryoglobuline est importante, plus la température de précipitation est
élevée. L'inverse a éte démontré : une baisse de la concentration en cryoglobuline par
plasmaphérése diminue le seuil de température auquel débute la cryoprecipitation. Au niveau
rénal, la filtration glomérulaire concentre les protéines sanguines, entrainant probablement une

précipitation locale. [4, 26, 27]

V.2.Mécanismes lésionnels (aspects anatomo-cliniques) :

V.2.a. Cryoglobulines monoclonales de type I :
La symptomatologie observée peut étre liée a la précipitation intra vasculaire de la

cryoglobuline, hypothése confirmée par les études anatomiques. Cette
cryoprécipitation de I'lg monoclonale étant favorisée par I'nyperviscosité et le froid est
responsable secondairement d'une obstruction mécanique partielle ou compléte des

vaisseaux avec ischémie en aval.

Si le r6le du froid est évident lorsqu'il s'agit de vaisseaux superficiels, des dépots
observés dans les vaisseaux de visceres profonds protégés des variations thermiques
(rein, mésenteére), ont démontre que le froid n'est pas le seul facteur intervenant dans le
dép6t intra vasculaire de la cryoglobuline [7]. Des modifications de la
microcirculation, le réle de l'ultrafiltration dans le rein, qui augmente la concentration

en protéines et la viscosité sanguine, jouent fort probablement un réle important [16].

V.1.d. Cryoglobulines mixtes de type Il et III :
Les manifestations cliniques sont dues a la formation puis au dép6t dans la

microcirculation de complexes immuns circulants responsables de lésions atteignant
préférentiellement la peau et le rein (dépdts confirmés par des études en
immunofluorescence sur biopsie rénale ou cutanée). Les immuns complexes circulants
peuvent déclencher une cascade de phénomeénes inflammatoires responsables d'une
vascularite ; certaines cryoglobulines mixtes peuvent toutefois rester asymptomatiques
pendant plusieurs années. La majorité des cryoglobulines mixtes peuvent interagir avec
le complément, et, pour certaines du moins, la cryoprécipitation nécessite la présence
de Clq, cette incorporation du complément augmentant la capacité de la cryoglobuline

a provoquer des lésions tissulaires. [8]
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VI. Etiologies des cryoglobulines :

Les étiologies des cryoglobulinémies mixtes sont tres nombreuses (tableau 4). Tous les agents
infectieux impliqués ont la particularité de persister longtemps dans 1’organisme hote
conduisant donc a une stimulation antigénique prolongée et notamment les lymphocytes B. Les

cryoglobulines mixtes disparaissent en méme temps que 1’agent causal [44 ;45].

VI.1. Les maladies auto-immunes :

La principale maladie auto-immune mise en cause est le lupus érythémateux aigu disséminé,
surtout au moment des poussées lupiques. On notera egalement le syndrome de Gougerot
sjogren, la spondylarthrite ankylosante, la polyarthrite rhumatoide, la périarthrite noueuse, le
syndrome de Kawasaki, les polymyosites, la sclérodermie, la cirrhose biliaire primitive, les
maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI), les thyroidites, la sarcoidose, le

syndrome POEMS ainsi que la maladie chronique des agglutinines froides [17, 9]

VI.2. Syndromes lymphoprolifératifs :

Les syndromes lymphoprolifératifs a cellules B sont la principale cause de
cryoglobulinémie associée a la malignité. Les cryoglobulines de type | ou Il peuvent étre
retrouvées dans 7 a 20 % des cas de maladie de Waldenstrom, dans 5 a 10 % des myélomes
multiples, dans les plasmocytomes, les lymphomes non hodgkiniens et la maladie de Hodgkin,

et dans une plus faible proportion, au cours des leucémies lymphoides chroniques [4, 10].

VI.3. Maladies infectieuses :

V1.3.a. Les virus :
C’est le virus de I’hépatite C qui est principalement en cause. L implication de ce virus dans la

vascularite cryoglobulinémique est trés importante.

Beaucoup d’autres virus peuvent également étre en cause comme le virus de I’hépatite B, de
I’hépatite A, le virus de I’immunodéficience humaine, I’Epstein Barr virus, le cytomégalovirus

ainsi que tous les adénovirus [46, 47].

VI.3.b. Les bactéries :
On retrouve notamment les infections a staphylocoques, la syphilis secondaire, la lepre, les
bactéries issues de court circuits intestinaux, la brucellose, la tuberculose pulmonaire, la fiévre

Q, sans oublier les bactéries pourvoyeuses d’endocardites infectieuses. [4, 17, 9, 19].
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VI.3.c. Les parasites et champignons:
On retrouve notamment le paludisme, la splénomégalie tropicale, la toxoplasmose, la

leishmaniose viscérale, ainsi que les coccidioidomycoses [4, 17, 9, 19].
Tableau 4: Etiologies des cryoglobulinémies [17, 9]

Pathologies Type de cryoglobulines

-Myélome Multiple
- Maladie de Waldenstrom

-Plasmocytome

Hémopathies malignes - Lymphome B non Hodgkinien
lymphoide B -Leucémie lymphoide chronique | Cryoglobulines type |
-Leucémie a tricholeucocytes ou Il

Syndrome de Gougerot-Sjogren
- Lupus érythémateux disséminé
- Dermatopolymyosite
-Sclérodermie
- Thyroidites auto-immunes
- Cirrhose biliaire primitive
- Hépatites auto-
Maladies systémiques ou immunes
Auto-immunes
-Maladie cceliaque Cryoglobulines type 11
- Périarthrite noueuse et 11
- Granulomatose de Wegener
- Purpura rhumatoide
- Maladie de Behcet
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- Sarcoidose
-Pemphigus Vulgaire
-Fibrose endomyocardique

-Fibrose pulmonaire idiopathique

-Hépatite chronique C
-Hépatite chronique B

-Virus de I’immunodeficience
Humaine

Maladies infectieuses Virales | -Hépatite aigué virale A

-Virus d’Epstein Barr Cryoglobulines type 11
-Cytomégalovirus et 11
-Adénovirus

-Endocardites subaigiies

- Syphilis
Maladies infectieuses - maladie de lyme
Bactériennes - Brucellose

- Fievre boutonneuse

Méditerranéenne Cryoglobulines type 11
- Glomérulonéphrite aigué et I
Post-streptococcique

- Lepre
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- Paludisme

- Splénomégalie tropicale Cryoglobulines type 11
Maladies parasitaires - toxoplasmose et I
Et fongiques - Leishmaniose viscérale

- Schistosomiase
- Echinococcose

- Coccidioidomycose

- Glomérulonephrite  Extra-
Autres capillaire Cryoglobulines type 11
- Cancers : sein, nasopharynx | et lll

cesophage
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VII. Manifestations cliniques :

Ce sont souvent les signes cliniques qui évoquent la présence d'une cryoglobuline, les
plus caractéristiques étant ceux dont l'apparition est nettement provoquée par le froid

(troubles vasomoteurs ou purpura en particulier).

Les manifestations cliniques d'une cryoglobulinémie varient des formes asymptomatiques

aux formes graves mettant parfois en jeu le pronostic vital de certains organes [17].

Parmi les cryoglobulinémies mixtes, il semble que les types Il soient plus symptomatiques
que les types Il [18]. Elles seraient responsables de I’apparition du syndrome de

cryoglobulinémie mixte qui est caractérisé par la triade purpura, arthralgie et asthénie.

Mais la vascularite engendrée par les cryoglobulines de maniére générale peut avoir d’autres

manifestations cliniques [4].

Le pourcentage de patients avec des cryoglobulines circulantes qui développent des
symptomes varie de 2 % a 50 %.

VII.1.  Syndrome d'hyperviscosité :

Le syndrome d'hyperviscosité se développe principalement chez les patients avec

cryoglobulinémie type 1, et est trés rare chez les patients avec cryoglobulinémie mixte (< 3 %).

Les symptdmes clés sont d'ordre neurologique (maux de téte, confusion), oculaire (vision

floue, perte de vision) et rhino-otologique (épistaxis, perte d'audition).

Chez les patients pour lesquels on suspecte un syndrome d'hyperviscosité, il est utile de mesurer
la viscosité du sérum. Habituellement, les patients deviennent symptomatiques a des mesures
de viscosité qui dépassent 4.0 centipoises, mais certains sont symptomatiques avec des
viscosités inférieures. L hyperviscosité symptomatique nécessite un traitement d'urgence (par

exemple, I'échange de plasma) [4].

VIIL.2. Manifestations cutanées :

Les manifestations cutanées sont les plus fréquentes et souvent révélatrices [17]. Elles

procédent en deux mécanismes :
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Elles peuvent étre liées a la précipitation au froid d’immunoglobulines dans la
microcirculation, entrainant une hyperviscosité et une thrombose des petits vaisseaux
(principalement au cours des cryoglobulinémies de type I).

Elles peuvent également étre liees a des déplts intravasculaires de complexes immuns
circulants, entrainant des lésions de vascularite (principalement au cours des

cryoglobulinemies mixtes, de type 1l et 111) [4]
VIIL.2.a. Purpura cutané :

Le purpura cutané est probablement le plus caractéristique des manifestations de vascularite

cryoglobulinemique (54 a 82 %) [4].

Son incidence varie de 15 a 33 % chez les patients présentant une cryoglobuline de type I,
de60 a 93 % pour le type Il et de 70 a 83 % pour le type I [27].

Il survient volontiers au cours des périodes hivernales, il est non prurigineux, intermittent et
débute toujours aux membres inférieurs pouvant étendre progressivement jusqu'a I'abdomen
et, moins fréquemment, les membres supérieurs et le thorax. Il s'agit d'un purpura vasculaire
donc infiltré, d'aspect papillaire ou pétéchial dans les jambes, rarement nécrotique sauf dans

les cryoglobulinémies de type I, les lésions bulleuses ou vésiculaires sont rares.

Le pronostic peut étre aggravé par des ulcéres cutanés supramalléolaires torpides causés par
la coalescence des Iésions de vascularite ou ischémie dans les régions distales (mains, pieds,

levres, oreilles et nez) [4].
VIL.2.b. Ulceres cutanés :
Récidivants, ils sont le plus souvent supramalléolaires, s’accompagnent parfois de purpura,

peuvent étre déclenchés par le froid et sont a 1’origine de cicatrices brunatres [18]. Ces ulceres
pourraient étre plus fréquents chez les porteurs d’un génotype 2 du HCV [12,11].




Partie théorique

VII.2.c.Autres manifestations cutanées :
VIL.2.c.1. Urticaire au froid :
L'urticaire systémique (4 a 10 %) est constamment induite par le froid. Il est purpurique,
d'allure chronique, avec des plaques qui restent fixes au-dela de 24 h, sans prurit et laisse des

cicatrices pigmentées [12,11].

Figure 11: Les atteintes cutanées en cryoglobulinémie [4]

(A)Purpura au niveau des jambes, (B) Purpura atypique, (C) Ulceres cutanés,
(D) Nécrose digitale

VII.3. Les manifestations vasomotrices :

VIL.3.a. Acrocyanose des extrémités :

Une acrocyanose du nez et des oreilles peut survenir mais elle est moins fréquente que dans la

maladie des agglutinines froides [19].
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VIIL.3.b. Livédo réticularis :

La livedo réticulaire, actif, majoré également par le froid, est observée chez 8 a 19 % des
patients. Les cryoglobulines précipitent préférentiellement au niveau des mailles ou, selon
certaines études, un retentissement hémodynamique est mesurable en vélocimétrie doppler
[18].

Figure 12: livédo

VIL.3.c.Syndrome de Raynaud :

Classiquement bilatéral, pouvant concerner les quatre membres et nettement influencé par la
température, il est significativement plus fréquent dans les cryoglobulinémies de type I, mais
plus sévere lors de cryoglobulinémies de typell [19]. Il est retrouvé chez 19 a 50 % des
patients cryoglobulinémiques et se complique dans 25 % des cas en nécrose douloureuse des

extrémités lors de 1’exposition au froid [20, 19].

VIL3.d. Manifestations rhumatismales :
Il s’agit principalement d’arthralgies touchant les mains, les poignets et les genoux, plus

rarement les chevilles ou les coudes, bilatérales et symétriques, non déformantes et non
migratrices. Intermittentes et souvent inaugurales, elles sont retrouvées chez 50 a 83% des

patients. Une arthrite vraie ou une atteinte du rachis sont beaucoup plus rares.

Des myalgies sont rapportées chez 15% des patients et s’integrent parfois dans un tableau

ressemblant a un syndrome de fatigue chronique ou a une fibromyalgie [8].
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VIl.4. Complications neurologiques :

VIl.4.a. Complications neurologiques périphériques :

Deux types de vascularite sont rencontrés en neuropathie cryoglobulinémique :

» Vascularite nécrosante
Caractérisée par une nécrose fibrinoide transmurale de la paroi du vaisseau, occlusion
thrombotique de la lumiere du vaisseau et infiltration polynucléaires

= microvascularite
Une forme lymphocytaire non nécrosante affectant les arteres de petite taille.
En outre, la présence d’infiltrats péri vasculaires peut étre le signe de « vascularite probable »
si elle est associée a la régenération de petits vaisseaux, purpura endoneural, perte de fibre

asymétrique ou dégénérescence axonale aigué asymétrique [22].

La prévalence d’atteinte du systéme nerveux périphérique (SNP) dans la cryoglobulinémie est
variable, en grande partie en fonction du type de cryoglobuline, la présence d'une infection
chronique par le VHC, d’autres comorbidités et les facteurs iatrogénes. Selon certaines études,
[26, 23, 24, 25], entre 17 % et 60% des patients cryoglobulinémiques présentent une

neuropathie périphérique, qui peut étre le premier signe de la cryoglobulinémie [27].

Figure 13: Micrographie électronique montrant de multiples dép6ts anormaux de cryoglobulines
(fleches) dans le nerf saphéne d'un patient avec cryoglobulinémie type | et neuropathie (6300 x).
(b) des élargissements périphériques de lamelles myéline chez un patient
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VIL.5. Manifestations rénales :
Le capillaire glomérulaire est I'un des premiers sites de dépot des complexes immuns comme
les cryoglobulines. L’atteinte rénale chez les patients avec cryoglobulinémie est appelée
glomérulopathie cryoglobulinémique, est le plus souvent retardée mais peut cependant étre
révélatrice. Environ 20% des patients atteints de cryoglobulinémie présente une néphropathie
au moment du diagnostic et 30% ont des complications rénales au cours de 1’évolution de la
maladie [26, 28, 29, 25, 30, 31, 32].

Entre 21 et 29 % des patients cryoglobulinémiques présentent des manifestations
rénales [33]. L’atteinte rénale prédomine dans les cryoglobulinémies de type II [33,
35], surtout si le composant monoclonal est une IgM kappa. Deux tableaux peuvent

étre observés :

1. Souvent I’atteinte rénale est latente, exprimée par une protéinurie et
une hématurie microscopie chronique. La protéinurie peut étre
abondante allant jusqu’a définir un syndrome néphrotique [35, 34].

L’insuffisance rénale est absente ou modérée ;

2. Parfois I’atteinte rénale est plus importante soit d’emblée soit au cours
de I’évolution. Elle associe hématurie macroscopique, protéinurie,
hypertension artérielle et insuffisance rénale allant jusqu’a 1’oligo-
anurie [36, 34].

En microscopie électronique, les dépdts sous—endothéliaux et intraluminaux présentent

un aspect cristalloide pathognomonigue en cas de cryoglobulinémie de type II.

Figure 14: GNMP au cours d’une
cryoglobulinémie de type I :
nombreux thrombi dans les anses
capillaires glomérulaires, révélés par
le sérum anti-immunoglobulines M
(étude en immunofluorescence) [37].
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VIIL.6. Autres manifestations :

VIL.6.a. Atteintes gastro-intestinales :

2 a 6 % des patients ont une implication gastro-intestinale [23, 25, 38]. Une ischémie
intestinale doit étre suspectée chez les patients qui présentent une douleur abdominale aigué
et un malaise général. La fiévre et les selles sanglantes sont rapportées chez un tiers des
patients (figure 15A). Certains patients présentent une perforation intestinale. Une
vascularite cryoglobulinémique impliquant le tractus gastro-intestinal peut mimer la

cholécystite pancréatique [38].
VIL.6.b. Atteintes pulmonaires :

L"atteinte pulmonaire se produit chez moins de 5% de patients [26, 23, 39]. Chez les patients
présentant une dyspnée d’effort d’intensité légére a modérée et une toux seche, la fibrose
pulmonaire interstitielle doit étre suspectée [40]. Quelques patients se présentent avec une
hémorragie alvéolaire aigué (hémoptysie, échec respiratoire, et diffusion d’infiltrats

pulmonaires) [41] (figure 15B). Les épanchements pleuraux sont rares [42].

Figure 15: Vascularite systémique cryoglobulinémique :(A) Ischémie intestinale (cedéme
diffus de la paroi intestinale), (B) Hémorragie pulmonaire [4].
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VIL.6.c.Atteintes cardiaques :

Partie théorique

Moins de dix cas de vascularites myocardiques ont été rapportés chez des patients

cryoglobulinémiques. Ces patients peuvent avoir un infarctus du myocarde, en I'absence de

facteurs de risque cardiovasculaires [41]. Il existe des rapports de péricardite ou insuffisance

cardiaque congestive en cas d’une cryoglobulinémie compliquée [41, 43].

Au niveau de I’ceil, il est possible d’observer une thrombose veineuse rétinienne.

Tableau 5: Principales manifestations cliniques des cryoglobulines [17]

1. Manifestations cutanées
(tres fréquentesb5 % des

cas)

2. Manifestations vaso-

motrices

3. Manifestations rénales
(atteintes viscerales les plus

fréquentes 30 % des cas)

4. Manifestations
articulaires (fréquentes : 50
a 70 % des cas)

5. Manifestations

neurologiques

Purpura vasculaire pétéchial (le plus fréquent)
prédominant aux membres inférieurs

Ulcére des jambes

Nodules, Iésions bulleuses ou vésiculeuses

Purpura nécrotique

Urticaire survenant au froid

Gangrene distale

Syndrome de Raynaud (15 % des cas)
Acrocyanose des extrémités
Livedo réticulaire ou nécrose cutanée pouvant

toucher le nez, les oreilles ou les membres

Glomérulonéphrite  membrano-proliférative  avec

protéinurie et hématurie

Arthralgies inflammatoires

Arthrites des mains, des genoux et des chevilles

Polynévrites

Neuropathies périphériques
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e Atteintes hépatiques non spécifiques
e Vascularite intestinale avec douleur et/ou
6. Autres manifestations hémorragies, parfois nécroses intestinales
viscérales e Atteinte pulmonaire clinique (tres rare) mais signes
radiologiques d’atteinte interstitielle dans 75% des

cas de cryoglobulines essentielles

e Syndrome d’hyperviscosité lorsque I'lg
monoclonale est présente a un taux important
(rare) avec troubles neurosensoriels et hémorragies
au niveau des muqueuses
7. Autres manifestations e Signes ophtalmologiques  consécutifs  aux
cliniques troubles circulatoires (hémorragies ou thromboses)

e Syndrome sec

Le développement des symptdmes cryoglobulinémiques est lié a la maladie sous-jacente
(comme [D’infection par le VHC) et aux caractéristiques des cryoglobulines (type II,

concentrations sériques élevees).

Bien qu'il existe un chevauchement entre les caractéristiques cliniques des cryoglobulinémies
de types I, 1l et 111, en général, la cryoglobulinémie type | provoque rarement des symptomes
liés a une vascularite et tend a étre associée a des signes d'occlusion périphérique du vaisseau.
Dans ce cas, la manifestation clinique associée a un syndrome d'hyperviscosité peut étre
observée ainsi que des lésions de purpura, acrocyanose, Phénomenes de Raynaud, des
manifestations dystrophiques jusqu'a la formation d'ulcéres torpides et la gangrene. La
cryoglobulinémie type | se trouve généralement associée a des maladies lymphoprolifératives
et les patients sont cliniquement indiscernables de ceux avec macroglobulinémie de

Waldenstrom, myélome multiple, ou leucémie lymphoide chronique.
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Le syndrome de cryoglobulinémie mixte est caractérisé par une triade clinique typique :
purpura, faiblesse et arthralgies. L’atteinte de plusieures organes, y compris une hépatite
chronique, glomérulonéphrite membranoproliférative et neuropathie périphérique due a une

vascularite leucocytoclasique des petits et moyens vaisseaux est souvent observée. [4]

VIII. Manifestations biologiques des cryoglobulinémies :

La présence d’une cryoglobuline peut étre suspectée devant un certain nombre d’anomalies

biologiques : [21]

X/
L X4

Positivité du facteur rhumatoide (IgM anti-1gG),

o
S

*

Pseudo hyperleucocytose,

¢+ Pseudo-thrombocytes,

¢+ Fausse macrocytes (ces anomalies fluctuantes peuvent apparaitre lors du comptage
automatique a + 20 °C),

¢ Pseudo-hypo protidémie et fausse hypo-gammaglobulinémie (sous-estimation du
taux de protéines par cryoprécipitation),

¢ Fluctuation de la vitesse de sédimentation selon la température,

% Modification du tracé électro phorétique des protéines sériques, hypo-

complémentémie avec diminution de la fraction C4 du complément, de la fraction

Clq accompagnée ou non d’une baisse du complément hémolytique 50 (CH 50) et

de la fraction C3 et augmentation des composants tardifs (C5 et C9) et du C1

inhibiteur.

Les anomalies biologiques hépatiques sont extrémement fréquentes au cours des

cryoglobulinémies mixtes, avec une élévation des transaminases et des phosphatases alcalines.

Une cryoglobuline peut venir perturber des tests sérologiques ainsi que la recherche d’auto-

anticorps. [21]
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IX. Diagnostic :

L’analyse de cryoglobuline est effectuée sur sérum [48, 49]. Leur recherche, leur quantification
et leur identification se fait en quatre étapes. Plusieurs auteurs ont décrit les différentes
approches analytiques pour la détection de cryoglobuline. Malheureusement, il n'existe pas de

norme internationalement acceptée [52, 50, 51].

‘ Identification

‘Dosoge du dela -
cryoprécipité cryoglobuline

‘Recherche
de la
cryoglobuline

.Lc phase
oré
analytique

Figure 16: étapes de diagnostic de cryoglobulinemie

IX.1. La phase pré analytique :

[X.1.a. Obtention des échantillons :

Le prélevement de 1'échantillon est la phase la plus critique dans I’analyse de cryoglobuline.

La température a laquelle une cryoglobuline est susceptible de précipiter est éminemment
variable d’un patient a un autre et peut étre aussi élevée que +36 °C. Il en résulte qu’une grande
rigueur s’impose quant a la qualité du préleévement, de son acheminement au laboratoire et a sa
prise en charge a I’intérieur de celui-Ci. Les précautions pré analytiques suivantes doivent étre

respectees [19, 53] :
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< Il est recommandé que le patient soit a jeun depuis 12 heures, les lipides
pouvant géner I’interprétation lors de la recherche d’un cryoprécipité.
% Il est indispensable qu’il soit dans une piéce a +37 °C.
< Il est indispensable que les tubes de préléevement, dépourvus de gel et de tout
additif, soient préchauffés a +37 °C.
% Le mieux est d’utiliser trois tubes secs, sous vide de 5 ml (ou deux tubes de 7
ml) pour obtenir un volume de sang d’environ 14 ml [19]
< L’acheminement au laboratoire doit se faire a I’aide d’un dispositif permettant
de maintenir la température a +37 °C par exemple une valisette thermostatée
chauffee & +37-39 °C et le retard de livraison de I'échantillon au laboratoire (a faire
en sorte que la température ne descend pas au-dessous de +37°C a tout moment
< La durée de la décantation est de 4h a 24h sinon ils sont Complétement
hémolysés et la recherche n’est plus réalisable. Suivi par une centrifugation a

37°C gréace a une centrifugeuse thermo réglable. [19, 53]

Figure 17: Exemple de cryoglobuline positive (haut) et de sérum lipidique et hémolysé (bas) dans
lequel il est impossible de détecter un cryoprécipit [53].
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IX.2. Recherche de la cryoglobuline: Cette phase contient les étapes suivantes:

> Obtention du cryoprécipité
> Lecture du cryoprécipité
» Resolubilisation

> Isolement et lavage du cryopreécipité

[X.2.a. Obtention du cryoprécipité :
Le respect de ces précautions pré-analytiques permet d’obtenir des résultats fiables en évitant

la perte de la cryoglobuline au cours de ces premiéres étapes.

Une fois le sérum décanté dans deux tubes stériles de 5 ml en plastique transparent (recueillir
environ 2,5 ml par tube), une deuxiéme centrifugation dans les mémes conditions (+37 °C) est
réalisée. Elle a pour but d’éliminer tout ce qui peut géner visiblement 1’interprétation (résidus

de membranes cellulaires, fibrine par coagulation incompléte notamment).

Apres I’étape de centrifugation, deux parties aliquotes de 2 ml, précisément mesurées avec une
pipette automatique, sont mises dans deux tubes stériles coniques en plastique transparent puis
les tubes sont placés dans un réfrigérateur a +4 °C pendant des temps variables selon les
laboratoires (de 12 h a 9 jours dans 1’étude de Vermeesch et al [54]) ; 7 jours étant recommandés

afin que toutes les cryoprotéines seraient précipité.

Les deux parties aliquotes entreposées a +4 °C sont quotidiennement inspectées sachant que
la cryoprécipitation peut survenir en quelques heures pour les cryoglobulines de type | et
quelques type 11 ou en plusieurs jours le plus souvent pour les cryoglobulines mixtes de type
Il et I

[X.2.b. Lecture du cryoprécipité :
Le cryoprécipité peut se présenter sous différentes formes : précipité blanc de volume variable

au fond du tube, précipité formant de fines volutes, floconneux au sein du sérum ou formation
d’un cryogel dans certain type de cryoglobulines pouvant se traduire par une prise en masse du
sérum. Ce cryogel est souvent difficile a observer et surtout difficile a isoler du fait de sa

structure, il ne faut pas le perdre lors des différents lavages.

Donc si un dépdt est visible au fond du tube, il convient alors de noter la positivité sur la fiche
le jour méme de la lecture. Le septieme jour au plus tot, les tubes considérés comme positifs

sont montrés au biologiste qui confirmera la présence probable et 1’aspect du cryoprécipite.
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La présence de lipides, I’hémolyse et encore plus les deux phénomeénes associés rendent
difficile voire impossible I’interprétation de cette recherche. Un nouveau prélevement a jeun

devra étre demande [53].

Au bout de sept jours, si le sérum est toujours clair et fluide dans les deux tubes entreposes a

+4 °C, la recherche de cryoglobuline s’avére alors négative.

Dans tous les cas, il faut attendre sept jours avant de rendre la lecture définitive du tube. En
effet, certaines cryoglobulines de type III ne précipitent significativement qu’au bout de

cing a six jours [55].

[X.2.c. Resolubilisation :
La redissolution du précipité de cryoglobuline par un nouveau chauffage a +37°C est trés

importante [56].
Le cryopricipite se redissolve lors du réchauffement
11 s'agit de fibrinogene lorsqu’il reste précipité

IX.2.d. Isolement et lavage du cryoprécipité :
Nous n’utilisons, pour I’isolement en vue du dosage qu’un des tubes de chaque « doublet »,

celui présentant le précipité apparemment le plus abondant. Le second est gardé en réserve en
cas d’incident éventuel de manipulation. Cette organisation évite d’avoir a prélever a nouveau
le patient, trés souvent sorti de I’hOpital avant le retour des résultats de cet examen

nécessairement long [55].

Toutes les étapes suivantes sont réalisées a froid (centrifugation a +4 °C). Si la température

ambiante est levée, il faut travailler avec les tubes mis dans la glace [53].

Le précipité est isolé apres centrifugation3500 (rpm x 15 minutes a +4°C). Aprés élimination
du sérum surnageant, il est lave trois fois par 2 ml de solution de chlorure de sodium a 0,9 %,
maintenu au réfrigérateur a +4 °C selon la séquence explicitée suivante : Le culot est remis en
suspension par agitation au vortex 20 secondes (s). Puis le mélange est centrifugé (3500 rpm x

15 minutes a +4°C) cela afin d’éliminer toutes traces de protéines non cryoprécipitantes.
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Finalement, le cryoprécipité est redissous dans un volume d’une solution de chlorure de sodium
isotonique de 100 pl additionnée de 100 pl de Fluidil. Le précipité est agité au vortex 20 s, puis
placé une nuit a I’étuve a +37 °C. Il convient de vortex 20 s tous les quarts d’heure pour
favoriser la redissolution pendant la premiere heure et le dernier précédent le dosage. En
fonction de I’importance du précipité, ce volume peut étre modifié aprés concertation avec le

biologiste. Le volume de reprise doit étre précisément mesuré pour permettre le dosage.

IX.3. Dosage du cryoprécipité :
Apres observation visuelle, le précipité formé a +4°C peut étre rapporté dans I'une des deux

facons suivantes [54] :

» Cryocrite

> Lateneur totale en protéines
[X.3.a. . Détection quantitative de cryoglobuline par cryocrite :

Le cryocrite c'est a dire le volume emballé du précipité par rapport au volume de sérum

d'origine, est une méthode simple et largement utilisée [57].

Un tube conique spéciale (Wintrobe) est rempli de 5 a 10 ml de sérum et laissé dans un
réfrigérateur pendant 3-7 jours. Le tube est centrifugé et le volume de CG précipité est lu a
partir des reperes de tube (fig. 18). Le pourcentage du volume total occupé par le cryoprécipité

est déterminé visuellement [56, 58].
Le cryocrite chez les personnes sans cryoglobulinémie est proche de zéro.

L’estimation du cryocrite nécessite un grand volume de sérum. Elle est influencée par les

protéines contaminantes et les étapes de lavage et de resolubilisation [56].
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Figure 18: Différents niveaux de
cryoprécipités blanchatres apreés la
mise en garde du tube Wintrobe

Tableau 6: ’interprétation quantitatif des cryoglobulines [55]

Libellé Elément déclenchant (g/1)
Cryoglobuline en faible concentration <0,1g/l
Cryoglobuline en concentration moyenne Compris entre 0,1 et 0,5¢/I
Cryoglobuline en concentration importante Compris entre 0,5et 1g/1

Cryoglobuline en concentration trés importante

Compris entre 1et 5 g/l

Cryoglobuline en concentration massive

>5 g/l
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Les cryoglobulines tres importantes sont souvent de type I monoclonal dans le cadre
d’hémopathies lymphoides (Waldenstém, myélome). Les cryoglobulines massives sont aussi

de type | (IgM associées a la maladie de Waldenstrém).

[X.3.b. La teneur totale en protéines :
[X.3.b.1. Technique du Biuret inverse :
La technique dite du Biuret inverse pour le dosage de protéines en faible concentration est
préconisée par Le Carrer [57] pour le dosage des cryoglobulines. Il s’agit d’une technique

colorimétrique dérivée de la méthode du Biuret inverse de Matsushita et al. [60].

[X.3.b.2. Technique au rouge de pyrogallol :
Cette réaction, décrite en 1983, a été adaptée au dosage des protéines urinaires [61] en 1986.
Le rouge de pyrogallol se combine avec le molybdate pour former un complexe coloré qui
absorbe a 460 nm. Quand ce complexe est associé a des protéines en milieu acide, le pic

d’absorption se déplace a 598 nm Pour la détermination de la protéinurie [62].

7

% Evaluation de chaque technique :

Les deux techniques colorimétriques (Biuret inverse et rouge de pyrogallol) sont sensibles,

faciles a mettre en ceuvre et peu cotiteuses.

Les avantages de la technique du Biuret inverse sont la réactivité identique du colorant quelle

que soit la protéine a doser, la limite de détection basse et le domaine de linéarité étendu.

Les avantages de la technique au rouge de pyrogallol sont : son automatisation aisée sur un
automate de biochimie ouvert, sa limite de détection basse. Son inconveénient principal est la

différence de réactivité du colorant entre I’albumine et les immunoglobulines [62].

1X.4. Identification de la cryoglobuline : (typage immunochimique) :
Le typage immunochimique est réaliseé par une technique d’immunoélectrophorese (IEP) ; par

immunofixation (IF) ou immunosoustraction IS.

Ces trois méthodes utilisent des antisérums mono-spécifiques anti (IgG), anti (IgA), anti

(IgM), anti kappa, anti lambda.
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[X.4.a. Analyse par électrophorese :

C’est la méthode de référence, mais le délai de réponse est long et la technique, difficilement
automatisable, nécessite une grande expertise pour sa réalisation et son interprétation.
L’¢lectrophorese sur gel d’agarose des cryoctits est un examen important qui nous

renseigne sur les éléments suivants :

1. Pureté du cryoprécipité, vérification d’une éventuelle contamination par
I’albumine (Alb). En cas de présence d’albumine ou d’autre protéines
avec une grande intensité sur les membranes, nous avons dd refaire les
étapes de lavages avant de passer au typage par immunofixation (IF).

2. Nature de ce cryocrite, les cryoglobulinémie migrent le plus souvent dans
la région des gammaglobulines. Tous les aspects obtenus apres migration

des cryocrits sur ces membranes d’agaroses ont été décrits.

[X.4.b. Analyse par immunofixation (IF) :

Cette méthode sensible, rapide et en partie automatisable, est souvent utilisée dans les
laboratoires polyvalents.

Si le résultat du dosage est inférieur a 0,02 g/l, le résultat rendu est « faiblement positif, quantité
insuffisante pour I’isotypage ». Si le résultat du dosage est supérieur ou égal a 0,02 g/l : une
fiche est remplie (Fig. 19) en vue de I’identification immunologique par immunofixation (IF)
de la cryoglobuline [55].
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Figure 19: Immunofixation de cryoprécipités [53]
AST: anti-sérum total,G: Acs anti-y, A: Acs anti-o, M: Acs anti-|, k: Acs anti-k,
A : Acs anti-A, Helena Biosciences.
a. Cryoglobuline de type I composée d’une IgG Kappa monoclonale.
b. Cryoglobuline de type Il associant une IgM Kappa monoclonale et des IgG polyclonales.

c. Cryoglobuline de type ITIT composée d’IgG et d’IgM polyclonales

IX.5. Autres techniques d’analyse des cryoglobulines :

D'autres techniques pour I'analyse des cryoglobulines ont été rapportées au cours des années.
Certains rapports de cas ont révélé des cryoglobulines dans des frottis sanguins. Les

cryoglobulines peuvent apparaitre sous forme de dépdts amorphes entre les globules rouges
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ainsi que dans les globules blancs [63, 64]. Surtout dans les neutrophiles, ils révélent plusieurs
vacuoles rondes avec une couleur bleu péle particuliere [63, 65]. En outre, la présence de
cristaux bleuétres, disparaissant au réchauffement du sang a +37 °C, a été décrite dans un
frottis de sang périphériqgue d'un patient avec des manifestations cliniques de

cryoglobulinémie [66].

Bien que de tels résultats des frottis sanguins indiquent la présence de cryoglobulines, la

détection par des méthodes classiques reste essentielle pour faire le diagnostic final.

1x.6.Examens immunochimiques complémentaires :

La découverte d’une cryoglobulinémie doit inciter a effectuer les examens biologiques

complémentaires suivants :

- Recherche de I’existence d’une gammapathie monoclonale.

- Exploration du complément : il existe souvent dans les cryoglobulinemies mixtes un
abaissement profond et durable du complément total (CH 50) et des composants précoces (C1q,
C2, C4) alors que la diminution du C3 est en général plus inconstante et que les composants
tardifs (C5 a C9) sont a des taux normaux ou méme augmentés.

- Recherche de facteurs rhumatoides habituellement positifs sur sérum ou sur la cryoglobuline
dans les cryoglobulines mixtes.

- Recherche de la présence éventuelle dans le sérum de divers auto-anticorps notamment anti-

nucléaires [59].
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X.Traitement :

En premier lieu, il faut éviter I’exposition au froid.

X.1.Traitement symptomatique :

Dans les formes mineures de cryoglobulinémies, il est important d'éviter I'exposition au froid
en demandant au patient de se vétir chaudement au niveau du corps et des extrémités pour éviter
les manifestations cliniques de la cryoglobulinémie ; les épisodes aigus de cryoglobulinémie,
habituellement dus a des immuns complexes, sont traités par corticothérapie. [67].

Dans les formes séveres ou invalidantes (néphropathie glomérulaire avec insuffisance rénale,
nécrose cutanée ou neuropathie sensitivo-motrice), les échanges plasmatiques en atmosphere
chaude a + 37 °C permettent de diminuer le taux des cryoglobulines circulantes et se révélent
efficaces dés les premiéres semaines, mais leur efficacité est souvent transitoire, ils sont souvent

associes a une corticothérapie et aux immunosuppresseurs. [68].

X.2.Traitement étiologique :

Le traitement étiologique doit étre adapté (chimiothérapie / hémopathies, traitement antiviral /
HCV), associé a des corticoides et immunosuppresseurs (corticoides, cyclophosphamide,
azathioprine...) [70].

Le traitement des cryoglobulines symptomatiques repose sur le traitement de 1’hémopathie
sous-jacente : poly-chimiothérapie du lymphome ou le traitement d’un myélome sous-jacent
(comprenant en particulier thalidomide ou un agent alkylant) [14]. Une autogreffe peut étre
également indiquée pour cryoglobulinémies associées aux myélomes. Le rituximab est plus
volontiers utilisé [54]. Certaines atteintes séveres rénales ou les ulceres nécrotiques extensifs
de jambes justifient également d’un traitement par échanges plasmatiques [69]. Une éviction

du froid est recommandée en raison de son rdle aggravant sur la cryoglobulinémie [65,71].

De méme, dans le cadre des hépatites C compliquées de vascularites a cryoglobulines,
une étude récente montre I’intérét de 1’association traitements anti-viraux/rituximab,
permettant de gérer l’infection et les complications de vascularites liées aux

cryoglobulines [72].

e NB: Le plus souvent les cryoglobulinémies asymptomatiques sont

suivies mais non traitées.
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OBJECTIFS :

< Notre étude a pour principal objectif la description des caractéristiques
cliniques et immunologiques des cryoglobulines.

X Compléter les parametres immunologiques chez les patients positifs
(FR, AAN, C3, C4)
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|. Chapitre 1 : MATERIEL ET METHODES :

[.1. Matériel d’étude :

[.1.a. Matériels humains :
[.1.a.1. Population étudiée :
Afin de répondre aux objectifs fixés nous avons réalisé une étude descriptive au niveau de
I’'unité d’immunologie au UHU Hassiba Ben Bouali-blida, portant sur 26 patients orientes des
établissements de santé publics et prives (externes) dans une période de 5 mois s’étalant du

janvier au mai 2019.

I.1.a.2. Criteres d’inclusion :

Tout patient destiné a notre service pour la recherche d’une cryoglobuline

[.1.a.3. Criteres de non inclusion :

Le non-respect de la phase pré analytique

[.1.a.4. Criteres d’exclusion :

Sérum hémolysé, sérum lipimique, tube casse.

[.1.a.5. Recueil des données :
Les différentes données cliniques, épidémiologiques et biologiques ont été récupérées

directement suite d’un interrogatoire des patients et ont été¢ mets dans un tableau d’EXCEL.

I.1.a.6. Recueil des sérums :
Les différents sérums ont été recueillis a partir des prélevements du sang veineux sur tube a

vis ; apres centrifugation (3500 trs/ 10 mn)
Ces prélevements ont éte effectués directement au niveau de I’unité d’immunologie.

[.1.b.Matériel non humain :

[.1.b.1.Fiche de renseignements :

Rapportent les renseignements cliniques et biologique des patients (annexel).

[.1.b.2.Fiche de suivi :
Pour le suivie du sérum pendant 21 jours (annexe 2)
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[.1.b.3. Appareillages :

e Etuve

Figure 20: Etuve

e Centrifugeuse thermo réglable de type CR3i multifonction.

Figure 21: Centrifugeuse thermo réglable
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o Réfrigérateur

Figure 22: Réfrigérateur

o \ortex

Figure 23: Vortex
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e Micropipettes
e SAS1 et SAS2

Figure 24: automate SAS1-SAS2

[.1.b.4.Consommables :

Tube a vis, tub sec, embouts, gants, compresse, eau distillée, eppendofs, portoir, embouts

récipients.

[.1.b.5.Réactifs :
> Réactif pour électrophorése des protéines : (SAS-1 SP-24 SB Kit REF 200200/ Helena

Biosciences Europe).

Figure 25: kit EPS
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» Réactif pour immunofixation (SAS-1IFE-4 Kit REF 200300/ Helena Biosciences Europe).

Figure 26: kit IF

[.2. Méthodes:

La recherche des Cryoprotéines nécessite 4 principales étapes :

1) Phase pré-analytique (prélevement)
2) Recherche de la présence cryoprotéines
3) Quantification de la cryoprotéine

4) Identification de la cryoprotéine
[.2.a.Phase pré-analytique (prélévement) :

Nous avons effectué 26 prélévements sanguins dans le but de rechercher la présence
éventuelle de cryoglobulines pour I’ensemble des sujets, un volume de sang a été

recueilli allant de 10 a 13 ml.

+¢+ Tous les patients étaient a jeun

¢ Le prélevement a été réalisé dans une piéce fermée, grace a un équipement
préalablement chauffé chauffés a 37 °C a I’aide d’une étuve (Figure20)
disponible dans la piéce de prélévement. Les préléevements seront

immédiatement mis dans 1’étuve pour la décantation a 37°C.
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La durée de la décantation est de 4h a 24h, suivi par une centrifugation a 37°C grace a
une centrifugeuse thermo réglable a raison de 3500 trs/min pendant 10 min (Figure
21).

Apreés centrifugation, nous avons récupérer un volume de sérum qui varie de 4 a 5 ml,

qui sont ensuite partagés dans 2 tubes
[.2.b.Recherche des cryoglobulines :

Nous avons recherché simultanément la formation des cryoglobulines (sur sérum) pour
chaque patient, par observation quotidienne, pendant 21 jours, des 2 tubes placés a +
4°C.

Toutes les observations sont notées dans des fiches de lecture. « Annexe2 »

Chaque patient possede une fiche de suivi, permettant de suivre le malade et suivre

une éventuelle apparition

[.2.c. Quantification et identification des cryoprotéines :

.2.c.1. Analyses électro phorétiques :
Nous avons réalisé, pour les échantillons positifs une électrophorése (a 1’état pur) sur
gel d’agarose (SAS-1 SP-24 SB Kit REF 200200/ Helena Biosciences Europe).

La technigue est réalisée, selon les recommandations du fournisseur, sur deux appareils
semi-automatiques SAS-1 et le SAS-2

Principe :

L’¢électrophorése des protéines seériques permet la separation des protéines du sang, sous

I’influence d’un champ électrique dans un milieu alcalin.

Les protéines sont séparées en fonction de leur charge électrique respectives, a un ph de 8,8 sur

gel d’agarose.

L'électrophorese permet de traiter simultanément plusieurs échantillons en méme temps (24

patients).

Apreés avoir scanner le gel, I'interprétation des résultats se fait a 1’aide d’un logiciel Helena
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[.2.c.2. Typage par immunofixation :
Nous avons réalisé, pour les échantillons positifs une immunofixation (IF) sur gel d’agarose
(SAS-1IFE-4 Kit REF 200300/ Helena Biosciences Europe). La technique est réalisée selon
les recommandations du fournisseur sur les deux appareils semi-automatiques SAS-1 et le
SAS-2.
L'immunofixation est une technique immunologique permettant de mettre en évidence et de
préciser le typage d'une immunoglobuline monoclonale dans le sérum ou les urines d'un

patient.

Principe :
L’immunofixation se déroule en deux temps :

Utilisant 1’électrophorése haute résolution en gel d’agarose dans en premier temps puis

I’immunoprécipitation dans un deuxieme temps.

Le Kit SAS- IFE sépare les protéines sériques selon leur charge en gel d’agarose. Les protéines
sont ensuite mises en contact avec un antisérum monospécifique, lavées et colorées pour

permettre la visualisation de I’immunoprécipité en vue d’une interprétation qualitative.

La classification des cryoglobulines prend en compte la clonalité des immunoglobulines
constituant le précipité (immunoglobulines monoclonales ou polyclonales) , il est donc
essentiel lors de 1’identification de déterminer le type (IgG, IgA ou IgM, Kappa ou Lambda) et
I’aspect monoclonal (une bande nette avec un antisérum anti-chaine lourde vy, o ou p au méme
niveau qu’une bande avec un anti-sérum anti-chaine légeére k ou A) et/ou polyclonal des

immunoglobulines (aspect homogéne étalé dans la zone des immunoglobulines)[6].

[.2.c.2.1. Interprétation de I'immunofixation (IF) :

On fait I’interprétation en tenant compte de toutes les données cliniques et biologiques.

On a suivi le protocole utilisé au niveau de I'unité d'immunologie (Hassiba BENBOUALLI)

pour la recherche et la caractérisation d’une cryoglobuline. Annexe 3


https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Immunoglobuline_monoclonale&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9rum
https://fr.wikipedia.org/wiki/Urine
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II. Chapitre 2 : résultats et discussion
I1.1. Résultats :

Caractéristiques de la population étudiée :

26 patients orientés des établissements de santé publics et prives (de différents services),
étaient munis de leurs lettres de liaison (annexe 2). Tous de ces patients ont été recrutés au
sein d'unité d'immunologie de HASSIBA BEN BOUALI et ont bénéficiés d’un interrogatoire

avec le remplissage de la fiche de renseignement.

Tableau 7: Caractéristiques de la population étudiée

Patients
Nombre 26
Age moyen 40 ans

Ages extrémes | [17 —84] ans
Sexe Ratio 0,53 (93/17%)

I1.1.a. Répartition des patients selon le sexe et I'age :
La répartition des patients selon le sexe montre que 17 patients (65%) sont de sexe
féminin et 9 patients (35%) sont de sexe masculin, soit un Sexe ratio de 93/179 (0,53).

La moyenne d’age des patients de sexe féminin est de 39,8 ans et celle des patients de

sexe masculin est de 49,6 ans (Tableau8).

Répartition selon sexe

65%

# Femme Homme

Figure 27 répartition selon sexe
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Tableau 8 caractéristique de la population étudiée

Sexe féminin

Sexe masculin

Ages extrémes

17 — 68 ans

27— 84 ans

La moyenne Age

39,8 ans

49,6 ans

Les caractéristiques de ce groupe sont résumées dans le tableau 8 déja présenté plus

haut. L’age des patients varie entre 17 et 84 ans avec une moyenne de 40 ans.

Tableau9: Répartitions des patients selon I’Age

Age Nombre Pourcentage
0-20 ans 2 7%
21-40 11 43%
41-60 7 27%
61-80 4 16%
81-100 2 7%

Répartition des patients selon l'age

10

8
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4

2
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Figure 28 répartition selon I'age
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I[I.1.b. Répartition des patients selon leur service d’origine :
Les patients recrutés a | 'unité d'immunologie de HASSIBA BEN BOUALLI sont issus
de différents services, principalement du service de médecine interne (38%), de
néphrologie (23%), d’hématologie (16%), de rhumatologie (11,5%), et 11,5% d’autres

services (Figure26).

Tableau 10: Répartition des patients selon services

Service Nombre Pourcentage
Médecine interne 10 38%
Néphrologie 6 23 %
Hématologie 4 16%
Rhumatologie 3 11,5%
Autres 3 11,5%
Répartition des patients selon services
12
10
8
6
4
3 8
2
0
Meédecine interne  Néphrologie Hématologie Rhumatologie Autres
(Cardiologie,
Oncologie)

Figure 29 répartition selon services
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I[I.1.c. Répartition des patients selon les manifestations cliniques
Les patients de notre étude ont été répartis en six groupes selon les manifestations cliniques

dans le tableau suivant

Tableau 11: Répartition des patients selon les manifestations cliniques

Signes cliniques Nombre | Pourcentage
Polyarthralgie 6 23 %
Syndrome de Raynaud 7 26 %
Purpura 3 12 %
Thrombose veineuse 2 75 %
Livédo 1 4 %
Manifestations générales 8 30 %

Plusieurs patients présentent le syndrome de Raynaud comme signe majeur (7 malades soit 26

%) ensuite une polyarthralgie (6 malades soit 23 %).

Répartition selon manifestations cliniques

9
8
7
6
5
4
3
2
: I =
Polyarthralgies Syndrome de Purpura Thrombose Livédo manifestations
Raynaud veineuse generales
(fiévre,
asthénie,
vertige)

Figure 30 répartition selon manifestations cliniques



I1.1.d. RESULTATS DES CAS POSTIFS :
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La recherche de cryoglobulines parmi les 26 patients a montré que 2 patients soit 8%,
étaient positifs (Figure31). Les caractéristiques des patients avec cryoglobulinémies
positives sont résumées dans le tableau 10. Le sexe ratio étant de 19/ 1 & (=1) en

faveur d’une égalité. La moyenne d’age des patients de 54 ans.

8%
P RN R R e
(XA NN N .} LX) LARR R RN
92%
« Positif @ Negatif

Figure 31 répartition des cas selon positivité

Répartition des patients selon le sexe et I'dge :

Tableau 12: Répartition des patients selon le sexe et I’age

Patients avec

cryoglobulines

Sexe féminin

Sexe masculin

Nombre (%) 2(7,69%) 1 (50%) 1(50%)
Age moyen 54 ans 68 ans 40 ans
Sexe Ratio 1(19113) / /
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Dans notre travail qui a duré 5 mois on a trouvé 2 cas positifs :

lercas:

Il s'agit du patient B.S &gé de 40 ans demeurant & Blida orienté a notre niveau du service de
néphrologie présent comme :

e Signes cliniques :
¢+ Un purpura vasculaire.
% Une hypertension artérielle.
% Une insuffisance rénale.
+ Anémie normocytaire normochrome.
+ Polyarthralgies.
Le patient est mis sous la chimiothérapie, présent d’un syndrome de
Waldenstrom

Leur médecin traitant a demandé de faire : CRYO, EPS, C3, C4, FR

Lel0 février 2019, le patient a bénéficié d’un prélévement pour la recherche d’une
cryoglobuline.




Résultats biologigues :

C3:0,73 g/l. (0,82-1,60 g/l)

C4: 0,06 g/l. (0,17-0,53 g/l)

FR : positif 128 Ul/ml.

AAN : la recherche des auto anticorps anti-nucléaires est négative.
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Figure 33: Electrophorése des protéines sériques du B.S
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-Apres trois jours de suivi le sérum se positive avec une formation d’un cryoprécipité.

Apreés I’obtention de ce cryoprécipité, le Lavage du précipité par 1’eau physiologique avec

I’élimination de surnagent suivi par une redissolution du cryoprecipite est déroulées a

température + 4
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e On afait une EPS de la cryo

(HL—SJ 584SA 2016/10
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Figure 34: Electrophorése de cryoprécipité du B.S

A I’électrophorése des protéines sériques :
Présence d'un pic en position Gamma, a une concertation estimée a 6 g/l

> A Immunofixation :

Le typage par immunofixation révele qu'il s'agit d’une IgM monoclonal a chaine 1égére
kappa.

Figure 35: résultat d’immunofixation du B.S

Remarque :

L’étude quantitative n’a pas été faite suite a un incident technique.
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2 éme cas:

Il s’agit de la patiente K.KH &gée de 68 ans demeurant a Tiaret ; orienté a notre niveau du

service de néphrologie présent depuis 06 ans :

e Signes cliniques
% Syndrome de Reynaud
+ Douleur osseuse
% Polyarthralgies.

«» Fourmiment des extrémités

Orienter & notre niveau pour la recherche d’une cryoblobulinemie, et 1’exploration d’autre

parameétre immunologique il a demandé de faire : AAN, APL, FR, CCP.

Le 02 avril 2019, la patiente a été prélever.

Les résultats biologiques :
FR positif 28 Ul/ml
AAN négatif
APL négatif
Anti CCP négatif

-Apres deux jours de suivi le sérum se positive avec une formation d’un cryoprécipité.
- Apres I’obtention de ce cryoprécipité, toutes les étapes suivantes se sont déroulées a
température + 4 :

e Lavage du précipité par I’eau physiologique avec 1’élimination de

surnagent suivi par une redissolution du cryoprecipite.

Quantification de cryoglobuline :

Se fait par la technique de rouge de pyrogallol (technique colorimétrique) au niveau de 1’unité
de biochimie (unité Hassiba BEN BOUALLI)

Le taux de cryoglubulinemie était 0,3g/l (titre moyen 0,1-0,5¢/1)
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e On afait une électrophorese des protéines sériques de la cryoglobuline.

Figure 36: Electrophoreése des protéines sériques du K.KH

11 s’agit d’un syndrome inflammatoire chronique (EPS)

Figure 37: Electrophorése de Cryoprécipité du K.KH
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> A Immunofixation :

La patiente présente cryoglobuline type lla IgM kappa monoclonal avec 1gG kappa polyclonale.

Figure 38: résultat d’immunofixation du K.K



I1.2. Discussion :

[I.2.a. Aspect des cryoglobulines :
L’aspect de cryocrit retrouve dans notre travail est cryoprécipité.

Nos résultats concordent avec ceux de I’équipe de le Carrer [8] qui décrit le cryoprécipité

comme 1’aspect le plus fréquent.

[1.2.b. Délai de positivité des cryoglobulines :
La positivité des deux cas est précoce, (dans les 3 premiers jours d’observation)
L’activité facteur rhumatoide de ces cryoglobulines pourrait aussi expliquer cette
formation précoce et indépendante de la quantité de cryocrit car la majorite des
cryoglobulines apparaissant entre le 1er et le 3éme jour ont une activité FR. Le type de
cryoglobuline conditionne également le délai de positivité et de la formation de

cryocrits.

Le cryoglobuline de « type | » avec activité FR, est d’apparition trés précoce dans les

trois premiers jours d’observation, concordant avec ce qui a été décrit par Chihabi

[73].

Le cryoglobuline de « type Ila » est d’apparition précoce, Leur activité FR serait
responsable de leur apparition précoce puisque leur concentration nest pas aussi

importantes que celles du « type | » [73].

[I.2.c. Caractéristiques immunochimiques des cryoglobulines :
Différents aspects a I’EPS des cryocrits ont été observé sur gel d’agarose, ces aspects
confirment la nature immunoglobulinique, renseignent sur leurs caractéres
immunochimiques. Nous avons noté que le patient avec une cryoglobuline de « type |
» a une bande homogéne au niveau de la région gamma a I’EPS, le patient avec une
cryoglobuline de « type Ila » a un aspect de bande homogéne et hétérogene au niveau

de la région des gammas a I’EPS.



[1.2.c.1. Typage des cryoglobulines :
Le typage des cryoglobulines par IFX dans notre travail :
Le premier patient a une cryoglobulinemie type I.
Le deuxiéme patient a une cryoglobulinemie type lla.

La fréquence est trés différente des resultats des études anciennes comme celle de
Brouet et al [74]. Deux éléments peuvent expliquer cette différence entre 1’é¢tude de
1974 et les deux derniéres plus récentes. Le premier est en relation avec le fait que les
hémopathies lymphoplasmocytaires malignes sont plus précocement diagnostiquees et
mieux pris en charge que dans les années 1970, conduisant a une découverte de

cryoglobuline de type | moins fréquente lors de ces dernieres années.

Tableau 13: Fréquence des 2 types immunochimiques de cryoglobulines

Auteurs Année | Pays % Type | | % Type lla
Brouet et al [74] | 1983 France 25% 25%

Le Carrer [8] 1995 FRANCE 38% 37%
Montietal [75] | 1995 ITALIE 6% -25%  25% - 62%
Chihabi [73] 2006 CALIFORNIE | 5% -15% | 40% - 60%
Szymanowicz 2010 FRANCE 12% 32%

Quantification de cryoglobuline :
Chez le deuxiéme patient la concentration est de 0,3 g/l a titre moyen cela concorde

avec I’étude de Szymanowicz en 2010[76].

[1.2.c.2. [sotypes d'immunoglobulines dans les cryoglobulines :
Les isotypes des immunoglobulines impliquées dans la formation des cryoglobulines
en fonction du type immunochimique différent d’une étude a une autre, Dans notre

travail I’isotype du premier patient est I’IgM monoclonale (le type 1).

Pour le deuxiéme patient I’isotype est IgM monoclonale et IgG polyclonale (type 1la),

les résultats sont comparables a ceux de 1’étude de le Carrer [76]



I1.2.c.3.  Manifestations cliniques observées au cours des cryoglobulinémies :

11.2.c.3.1. Manifestations cutanées :

Il est particulierement évocateur des cryoglobulines, majoré par le froid, son incidence varie
d’un type a un autre, presenté chez le premier patient (cryoglobulinemie type 1), cela concorde

avec celle de Ghillani P, Musset L. [27]

[1.2.c.3.2. Manifestations articulaires :
I1 s’agit principalement des arthralgies touchant les mains et les genoux plus rarement les
chevilles ou les coudes, la cryoglobuline peut entrainer une cristallisation du liquide synoviale
et provoque des destructions articulaires, dans notre travail les deux patients présentent une
polyarthralgie, cela concorde avec les données de Cacoub P, Séne D. [19] et Musset L, et al
[79].

[1.2.c.3.3. Manifestations vasomotrices :

Il est significativement plus fréquent dans le cryoglobulinemie type | mais plus sévere
lors de cryoglobulinemie type Il. Présenté chez le deuxiéme patient, qui a une
cryoglobulinemie de type lla, ce résultat est similaire avec celle de Romaszko JP,

Tridon A [81]

11.2.c.3.4. Manifestations rénales :
Entre 21 et 29 % des patients cryoglobulinémiques présentent des manifestations rénales selon

Dispenzieri et al [19].

Dans notre travail le premier patient présent une insuffisance rénale chronique cela concorde
avec celle de la littérature. [82,83,84,85]

[1.2.c.3.5. Manifestations lymphoprolifératives :
Les syndromes lymphoprolifératifs sont la principale cause de cryoglobulinémie associée a la
malignité. Les cryoglobulines de type I ou Il peuvent étre retrouvées dans 7 a 20 % des cas de
maladie de Waldenstrom.
Dans notre travail le premier patient présent une maladie de Waldenstrom, ce qu’est

similaire avec celle de la littérature. [86,87,88]



XI1. Conclusion:

Le froid entraine des signes cliniques chez certains sujets du fait de la précipitation de protéines
sériques ou plasmatiques dans les vaisseaux de petit et moyen calibre, telles que les
cryoglobulines. Elles sont constituées principalement d’immunoglobulines monoclonales ou
polyclonales. Elles sont essentielles ou secondaires a des pathologies immunoprolifératives,
auto-immunes ou infectieuses. Les signes cliniques associés sont des vascularites, se traduisant
par des signes cutanés (purpura, phénomene de Raynaud), des arthralgies, une insuffisance

rénale et des neuropathies périphériques.

Le traitement des formes symptomatiques repose d’abord sur celui de la cause (traitement
antiviral, chimiothérapie, etc.) en association ou non avec le rituximab. Dans les formes
séveres, des échanges plasmatiques ou I’introduction d’un immunosuppresseur peuvent étre

discutés.

La polyarthralgie, le syndrome de Raynaud sont considéré comme principaux signes cliniques

de cette recherche.
Le type | et le type Ila sont été retrouver dans notre travail.

Le type Il est souvent associe a des maladies infectieuses tels que (VIH, HCV), I’absence de
ce dernier dans notre travail concorde avec 1’absence des patients présentaient une

symptomatologie infectieuse.

De ce fait ; on aimerait bien recherecher ce type de cryoglobuline (typelll) dans d’autres travail
de recherche.

La recherche de ces cryoprotéines exige des conditions pré-analytiques trés strictes :
prélevement, transport et coagulation a 37 °C. Les demandes doivent étre initiées dans un
contexte clinique évocateur, car le diagnostic d’une cryoglobulinémie est difficile : d’une part
ces cryoprotéines sont présentes chez des sujets asymptomatiques et d’autre part leur
concentration n’est pas toujours proportionnelle a la sévérité des signes cliniques. La recherche
et le suivi de ces cryoprotéines sont essentiels car leur présence peut entrainer des complications

graves par atteinte d’organes vitaux ou développement de néoplasie.
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Annexe
Annexe 1 : Fiche de renseignements
Pour récolter les renseignements cliniques et biologiques des patients recrutés pour les

besoins de notre étude, nous avons utilisé la fiche suivante :

CENTRE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE DE BLIDA
UNITE HASSIBA BEN-BOUALL
UNITE HOSPITALO-UNIVERSITAIRE D'IMMUNOLOGIE
Chef d’unlté : Pr A.MEGHLAOUI
Té1:025411895/96 poste ; 220

FICHE DE RENSE!GNEMENTS CRYOGLOBULINEMIE

N° d’identification : Date: o
Nom ¢ Prénom(s) : _-_"
Date de naissance : Sexe: =

Hospitalisé¢ [] Externe :D

CHU:

Antécédents :
Début de la symptomatologie :

Signes cliniques :
Signes biologiques :

Diagnostics suspectés

Examens demandés ;
D Cryoglobuline.
O Electrophorése des pratéines sériques.

[0 aan [T anca 1 art R
D Autres :

Médecin traitant



Annexe 2 : pour le suivie quotidien on a utilisé la fiche de lecture suivante

Liste d’observation des cryoglobulines

Numéro du travail

Nom et prénom

Date de

préléevement

J1

J2

J3

J4

J5

J6

J7

J8

J9

J10

J11

J12

J13

J14

J15

J16

J17

J18

J19

J20

J21

(+) Présence de précipité blanchatre, gel ou des cristaux

(-) Absence de preécipite



Annexe 3 : Protocole de la recherche et ’identification d’une cryoglobuline.

Logigranume de recherche, didentification, et de quantification d’une cryoglobylipe

Coagulation 203 37°C, dans une étuve
centrifugation 4 37°C ouT® ambiante

Faire 2 aliquots de sérum;
- Itube conique mis & 4°C pendant 7 jours
- 1 tube 4°C pdt 7 jrs, puis & 37°C si besoin

e

l/ ST




N RS FrFlitEy,

i présence d’une cryoprotéine |

confirmer sa nature
immunochimique

centrifugation a 4°C
3 lavages en PBS 4 4°C
Reprise dans 500 ul de PBS ou plus
redissolution une nuit & 37°C

Analyse qualitative V
Electrophorese-immunofixation

immuno-électrophorése. ..

V\—___=t J=_._—7
> T oTTT <



Annexe 4 : fiche de résultat d’une cryoglobulinémie positive

CHU Blida
Unité hospitalo-universitaire Hassiba Benbouali
Unité d'immunologie
Numéro de téléphone 025323967/71 poste 220

Résultats du bilan de recherche de crvoglobuline

Nom : Prénom : Age:
Date de prélévement : Service : N:

Interprétation guantitative:
Cryoglobuline taux en g/I:

(1 Faible <0.1g/I [J moyenne 0.1-0.5 g/|
[ Importante 0.5-1g/ [J] Trésimportante 1-5g/I
[] Massive »5 g/l

Interprétation qualitative:

Type:
1 1: monclonale 1 11b: mixte oligoclonale
[ lla: mixte monoclonale L1 11: mixte polyclonale

Isotypie monoclonale:

[JlgGKappa [ IgGLambda
[] gA Kappa ] IgA Lambda
[ lgM Kappa [] IgM Lambda
[] Kappa [1 Lambda

Isotypie oligoclonale:
[JlgGKappa [ ] IgGLambda
[ lgA Kappa ] 1gA Lambda
[] IgMKappa [] IgM Llambda
[1 Kappa [J Lambda

Isotypie plyclonale:

[JigGKappa [ IgGLlambda
] lgAKappa [ IgAlambda
[] lgMKappa [ !gMLambda

Interprétation:

Blida le:
St == =—-—7



Résumé
Titre : cryoglobulinemies : Manifestations cliniques et immunologiques.

Mots clés : Cryoglobuline, gammapathie monoclonale, maladies auto immunes.

Les cryoglobulines sont des immunoglobulines qui précipitent au froid. Elles sont classées en
cryoglobulines monoclonales (type 1) et en cryoglobulines mixtes (type Il et type IlI). Elles
peuvent ¢étre a Dorigine de vascularites a complexes immuns (vascularites
cryoglobulinémiques) parfois sévéeres, avec atteinte multiviscérale comprenant le plus souvent
une atteinte cutanée, neurologique et rénale. Sur le plan biologique, le caractére symptomatique
des cryoglobulinémies est associé a un effondrement de la fraction C4 du complément sérique
et moins fréquemment la fraction C3 avec un complément hémolytique 50 le plus souvent

normal.

Les cryoglobulinémies de type | sont toujours associées a des hémopathies B malignes tel le
myélome malin et les lymphomes B, et leur traitement rejoint celui de la cause. Les
cryoglobulinémies mixtes sont majoritairement liées a 1’infection chronique par le virus de

I’hépatite C, et secondairement aux connectivites et aux lymphomes B.

La recherche de cryoglobulines exige des conditions pré-analytiques tres strictes. Les demandes
doivent étre initiées dans un contexte clinique évocateur, car le diagnostic d’une
cryoglobulinémie est difficile : d’une part ces cryoglobulines sont présentes chez des sujets
asymptomatiques et d’autre part leur concentration n’est pas toujours proportionnelle a la
séverité des signes cliniques. La recherche et le suivi de ces cryoglobulines sont essentiels car
leur présence peut entrainer des complications graves par atteinte d’organes vitaux ou

développement de neoplasie.

Dans une période de 5 mois s’étale de Janvier 2019 au Mai 2019 nous avons trouvé deux cas

positifs de cryoglobuline :

Premier Cas : ¢’est une cryoglobulinemie type I (IgM monoclonal) dont le patient se présente
pour un syndrome de Waldenstrom avec une insuffisance rénale, Anémie normocytaire

normochrome, Polyarthralgies.

Deuxieme cas : C’est une cryoglobulinemie type 11 a (IgM monoclonal+ 1gG polyclonal) chez
une pataiente avec syndrome de Reynaud, Douleur osseuse, Polyarthralgies, Fourmiment des

extrémités



Abstract

Title: Cryoglobulinemia: Clinical and immunological manifestations

Key words: Cryoglobulins, monoclonal gammopathy, autoimmune diseases.

Cryoglobulins are immunoglobulins that precipitate cold. They are classified monoclonal
cryoglobulins (type 1) and mixed cryoglobulins (type Il and type I11). They can cause immune
complex vasculitis (vasculitis cryoglobulinemic) sometimes severe, multisystem disease
including with usually a skin disease, neurological and kidney.

Biologically, the symptomatic nature of cryoglobulinemia is associated with a collapse of the
serum complement C4 fraction and less frequently the fraction C3 with a 50 haemolytic
complement usually normal.

Type | cryoglobulinemia are always associated with hematological malignancies B as
malignant myeloma and B-cell lymphomas and their treatment joins that of the cause. Mixed
cryoglobulinemia are mostly related to chronic infection with hepatitis C, and secondarily with
connective and B-cell lymphomas

Search cryoglobulins requires strict preanalytical conditions. Applications must be initiated in
the clinical presentation because the diagnosis of cryoglobulinemia is difficult: firstly, these
cryoglobulins are present in asymptomatic patients and their concentration is not always
proportional to the severity of clinical signs. Research and monitoring of these cryoglobulins
are essential because their presence can cause serious complications for reaching vital organs
or developing neoplasia.

In a 5-month period from January 2019 to May 2019, we found two positive cases of
cryoglobulin

First case: it is a cryoglobulinemia type I (IgM monoclonal) wich the patient presents for a
syndrome of waldenstrom, with renal insufficiency, normochromic normocytic anemia,
polyarthralgia.

Second case: It is a type Il cryoglobulinemia (monoclonal IgM + polyclonal 1gG) in a
pataiente with Reynaud syndrome, bone pain, Polyarthralgia, Fourmiment of the extremities
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