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INTRODUCTION

Les cryoglobulines sont des Immunoglobulines ou de véritables complexes
immuns précipitant au froid, et qui redeviennent solubles aprés chauffage a 37°C. La
description initiale clinique et physicochimique d’une cryoglobuline est attribuée a
Wintrobe et Buell en 1933, mais il faudra attendre 1953 pour qu’une meilleure
connaissance des cryoglobulines et la mise en ceuvre de techniques d’analyse sensibles
permettent de les isoler et de les caractériser. Et en 1966, Meltezer et Franklin associent
la présence d’une cryoglobuline a la triade clinique purpura, arthralgies et asthénie. [1].
La cryoglobulinémie peut étre asymptomatique et rester une anomalie biologique isolée
[2] ou responsable de manifestations cliniques bruyantes et graves comme les
néphropathies et neuropathies. Généralement secondaires, elles peuvent accompagner
de nombreuses maladies telles que les hémopathies lymphoplasmocytaires, les maladies
immunoprolifératives et maladies inflammatoires chroniques auto-immunes, les

maladies infectieuses ou virales, essentiellement 1’hépatite C. Dans 15 a 30% des cas,

aucune cause ne peut étre identifiée et on parle alors de cryoglobulinémie essentielle.

Dans les pays développés, le dosage et 1’analyse des cryoglobulinémies
constituent un examen dont la fréquence de prescription a augmenté de fagon
significative ces dernieres années [3]. Aussi I’étude des cryoglobulines a connu un
regain d’intérét du fait de leur grande fréquence dans les infections par le virus de
I’hépatite C reconnue comme la cause majeure de cryoglobulinémie. Cependant a
Madagascar aucune recherche portant sur le sujet n’a été encore publiée et I’analyse des
cryoglobulines est méconnue par la plupart des médecins généralistes et cliniciens.
Pourtant, nombreux auteurs étrangers ont rapporté I’importance de 1’information
apportée par l’analyse et le dosage des cryoglobulines dans 1’aide au diagnostic
étiologique de certaines manifestations cliniques (purpura vasculaire, syndrome de
Raynaud) ou pour orienter vers un diagnostic impliquant la production des

immunoglobulines (hémopathies lymphoides, maladies virales ou auto-immunes). [4]

En se basant sur les ouvrages de référence [2-4], nous nous proposons, dans
notre étude de faire des essais techniques pour [I’exploration biologique des

cryoglobulines en I’adaptant au plateau technique disponible au laboratoire tout en



maintenant la qualité et la fiabilité des résultats. Notre objectif est alors d’établir un

protocole pour le dosage et analyse des cryoglobulines.
Notre travail est divisé€ en trois grandes parties :

- la premiere partie est consacrée aux rappels qui sont nécessaires pour la
compréhension du sujet ;

- la seconde partie présente les matériels et la méthode et contient une description
tres détaillée de la technique utilisée ;

- avant la conclusion, la troisiéme partie est consacrée a la discussion et aux

suggestions ainsi que les perspectives.
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PREMIERE PARTIE : RAPPELS

I. RAPPELS SUR LES IMMUNOGLOBULINES

I.1. Définition

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines qui sont produites par les
plasmocytes en réponse a un immunogene et qui fonctionnent comme des anticorps [3].
Les immunoglobulines tirent leur nom de la découverte qu’elles migrent avec les
protéines globulaires lorsqu’un sérum immun (contenant des anticorps) est placé dans
un champ électrique (électrophorese des protéines sériques). Elles sont présentes sous
forme soluble dans le plasma et dans de nombreuses sécrétions, et sous forme

membranaire jouant le role de récepteur de 1’antigéne a la surface des lymphocytes B.

[4]

I.2.Fonctions générales

L.2.1. Liaison a I’antigene

Les immunoglobulines se lient de fagon spécifique a un ou plusieurs antigénes
apparentés. Chaque immunoglobuline se lie a un déterminant antigénique spécifique.
Cette liaison a I’antigene est la premiere fonction des anticorps qui, en tant que telle,

peut assurer une protection de 1’hote.
1.2.2. Fonctions effectrices

Souvent, la liaison de I’anticorps a I’antigéne ne conduit a aucun effet biologique
direct. Les effets biologiques importants des anticorps sont plutot la conséquence de
fonctions effectrices secondaires. Les immunoglobulines possedent des fonctions
effectrices variées. En général, pour qu’une fonction effectrice soit mise en ceuvre, il
faut que I’anticorps se lie a I’antigéne. Les immunoglobulines ne présentent pas toutes

I’ensemble des fonctions effectrices.



Ces fonctions effectrices incluent :

- Fixation du complément: cela conduit a la lyse des cellules et au
relachement de molécules biologiquement actives ;

- Liaison a des types cellulaires variés. : les phagocytes, les lymphocytes,
les plaquettes, les mastocytes, les basophiles posseédent des récepteurs
pour les immunoglobulines. Cette liaison peut conduire les cellules a

s’activer et a mettre en ceuvre des fonctions effectrices.

Certaines immunoglobulines peuvent aussi se lier a des récepteurs sur les
trophoblastes du placenta, ce qui conduit a leur passage au travers de la barriere
placentaire. En conséquence, les anticorps maternels transférés assurent I’immunité du

feetus et du nouveau-né.

I.3.Structure de base des immunoglobulines

Bien que différentes immunoglobulines puissent présenter des variations
structurales, elles sont toutes construites sur la méme unité de base. Les
immunoglobulines sont des molécules symétriques formées de quatre chaines
polypeptidiques homologues 2 a 2 et reliées par des ponts disulfures : deux chaines

lourdes (H pour « heavy ») et deux chaines légeres (L pour « light »). [4]

deporf gmfa/f.com @

NUME] )V“‘



Région Région Région constante
hypervariable variable

Fab

Ponts disulfures

Site de fixation

Site de ;
fixation de | f;ux rﬁcepteurs
I'antigéne. es phagocytes.

] Fe
Chaine lourde

Oligo- (H)
saccharides
Chaine legere

(L)

Figure 1 : Structure de base des immunoglobulines

Source : Beauvillaina C, Renierb G, Jeannina P, Ifrahc N, Chevaillera A. Les
Immunoglobulines. Rev Fr Lab 2008

Figure 2 : Représentation tridimensionnelle d’une Ig G
VH, VL : régions variables des chaines lourdes et chaines 1égeres
CH, CL : régions constantes des chaines lourdes et chaines 1égeres
Hinge region : région charniere

Source : La France 23



I.3.1. Chaines lourdes

Il existe cinq types de chaines lourdes, désignées par les lettres grecques Y
(gamma), o (alpha), u (mu), & (delta), € (epsilon) qui définissent les cinq classes

d'immunoglobulines, qui sont respectivement IgG, IgA, IgM, IgD, et IgE.

Certaines classes sont divisées en sous classes comme pour les IgG (IgG1 a

IgG4) et les IgA (IgAl et IgA2).
1.3.2. Chaines légeres

Il existe deux types de chaines légeres, appelées k (kappa) et A (lambda) qui
peuvent se combiner avec n'importe quel type de chaine lourde. Pour une

immunoglobuline donnée, les deux chaines 1égeres sont toujours identiques.
1.3.3. Ponts dissulfures
1.3.3.1.Ponts dissulfures inter-chaines

Les chaines lourdes et 1égeres, d’une part, et les deux chaines lourdes, d’autre
part, sont maintenues ensemble par des ponts-disulfures inter-chaines ainsi que des
liaisons non-covalentes. Le nombre de ponts disulfures inter-chaines varie en fonction

des molécules d’immunoglobulines
1.3.3.2.Ponts dissulfures intra-chaines

On trouve également des ponts disulfures intra-chaine au sein de chaque chaine

polypeptidique. [4]
1.3.4. Régions variables (V) et Constantes (C)

Lorsque 1’on compare les séquences en acides aminés de nombreuses chaines
légeres et chaines lourdes différentes, il apparait qu’a la fois les chaines lourdes et les
chaines légeres peuvent €tre divisées en deux régions basées sur la variabilité des

séquences.



Ce sont :

- Pour la chaine 1égere : les régions VL (110 acides aminés) et CL (110 acides
aminés) ;
- Pour la chaine lourde : les régions VH (110 acides aminés) et CH (330-440

acides aminés)
L.3.5. Région charniére

C’est la région au niveau de laquelle les bras de la structure d’anticorps sont en
forme de Y. Cette région est appelée « charniére » car c’est a ce niveau que la molécule

présente un certain degré de flexibilité.
1.3.6. Domaines

La représentation tridimensionnelle est plus complexe. En effet la molécule est
plutdt structurée en régions globulaires, chacune d’entre elles contenant un pont

disulfure intra-chaine. Ces régions sont appelées domaines (contenant 110 AA)

- Domaines de la chaine 1égere : VL et CL

- Domaines de la chaine lourde VH, CH1 a CH3 (éventuellement CH4)
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Figure 3 : Organisation en domaine des Immunoglobulines
VH et CH : les chaines lourdes
VL et CL : les chaines 1égeres

Source : www.slideplayer.fr

I.4.Notion d’anticorps monoclonaux et polyclonaux

1.4.1. Anticorps monoclonaux

Anticorps résultant de la stimulation d’un seul clone de lymphocytes B par la

reconnaissance d’un seul épitope.
1.4.2. Anticorps polyclonaux

Meélange d’Anticorps produits par différents clones de lymphocytes B par

stimulation de plusieurs épitopes.

II. RAPPELS SUR LES CRYOGLOBULINES

II.1. Définition

Les cryoglobulines sont des complexes multimoléculaires composés d’une ou
plusieurs classes d’immunoglobulines qui ont la propriété de précipiter a basse
température et de se redissoudre par réchauffement du sérum a 37 °C. [5-7]. Ce sont des
immunoglobulines qui se précipitent au froid et peuvent étre a I’origine de vascularites a

complexes immuns parfois séveres avec atteinte multiviscérale. [8].



N

La cryoglobuline doit étre distinguée des autres cryoprotéines a savoir le
cryofibrinogene, le complexe protéine C réactive- albumine, et les agglutinines froides.

[9]

II.2. Classification

I1.2.1. Classification de Brouet

La premiere classification est celle de Brouet et al (tableau I), proposée depuis

1974 et reposant sur 1’analyse immunochimique de ces cryoglobulines. On en définit 3

types :

- les cryoglobulines de type I composées d’une immunoglobuline monoclonale
unique ;

- les cryoglobulines de type II représentant les cryoglobulinémies mixtes, avec le
cryoglobuline de type III, composées d’immunoglobulines polyclonales

associées a un ou plusieurs constituants monoclonaux. [8]
IL.2.1.1. Cryoglobulinémies monoclonales de type I

Elles représentent 6 a 25% des cryoglobulinémies. Elles sont constituées d’une
immunoglobuline monoclonale unique, le plus souvent une IgM (parfois IgG, rarement
IgA) ou exceptionnellement de chaines légeres libres monoclonales. Elles s’observent
principalement en association avec des pathologies lymphoprolifératives telles le

myélome multiple et la macroglobulinémie de Waldenstrom.
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Serum 1
—— weew —
ELP G A M K B

Figure 4 : Cryoglobuline de type I a 'immunofixation, constitué d’IgM kappa
monoclonale.

Source : Szymanowicz A, Neyron M J. Analyse statistique sur 20 mois des
types de cryoglobulines et d’isotypie des cryoglobulines impliquées. Im-an Bio Spé.

2010
I1.2.1.2. Cryoglobulinémies mixtes de type II

Elles sont de I’ordre de 25 a 62% des cryoglobulinémies. Elles sont composées
de deux types d’immunoglobulines : I’'une monoclonale et les autres polyclonales. Le
plus souvent, il s’agit d’une IgM monoclonale associée a des IgG et IgA polyclonales.
L’IgM ici a une activité facteur rhumatoide anti — IgG. S’observant également dans les

pathologies lymphoprolifératives, elles sont aussi associées a des maladies auto-

immunes telles les collagénoses et les polyarthrites rhumatoides.
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LR

AST G A M K A\

Figure 5 : Cryoglobuline de type II a 'immunofixation, associant une IgM Kappa
monoclonale et des Ig G polyclonales.

Source : Kolopp- Sardaa M N, Chapuis- Celliera C, Dimeta I, Lombarda C.
Protéines précipitantes en pathologie : cryoglobuline et cryofibrinogene. Rev Fra

Lab. 2014

I1.2.1.3. Cryoglobulinémies mixtes de type III

Elles représentent 32 a 50% des cas retrouvés et caractérisées par des complexes
d’IgG polyclonales et d’IgM polyclonales. Elles sont de taux souvent faible et dont la
cryoprécipitation est plus lente. Elles représentent la plus fréquente des
cryoglobulinémies et se retrouvent dans la majorité des cas associées a une infection par

le virus de I’hépatite virale C.
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ELP G A M K L

Figure 6 : Cryoglobuline mixte de type III a I’immunofixation, associant
principalemet des IgM polyclonales avec des IgG et des IgA polyclonales

Source : Szymanowicz A, Neyron M J. Analyse statistique sur 20 mois des
types de cryoglobulines et d’isotypie des cryoglobulines impliquées. Im-an Bio Spé.

2010
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Tableau I : Classification des cryoglobulines proposée par Brouet

Type de la Caractere des Ig la Classe des Ig rentrant dans sa
cryoglobuline composant composition

Type I Une Ig monoclonale -IgM monoclonale (le plus souvent)
monoclonale -IgG monoclonale

-IgA monoclonale
Chaines 1égeres libres d’Ig (trés rares)

Type Il mixte  Une Ig monoclonale + une -IgM monoclonale + IgG polyclonales

monoclonale et ou plusieurs classes d’Ig (le plus souvent)

polyclonale polyclonales -IgG monoclonale + IgG polyclonales
-IgA monoclonale + IgG polyclonales
-IgM monoclonale + IgG et IgA
polyclonales

Type IIl mixte Une ou plusieurs classes -IgG + IgM polyclonales

polyclonale d’Ig polyclonales IgM ou  -IgG + IgA polyclonales

IgG ou IgA polyclonales  _[gM + IgG + IgA polyclonales

Source : Brouet JC, Clauvel JP, Danon F. Biologic and clinical significance of

cryoglobulins: a report of 86 cases. Am J Med. 1974

11.2.2. Classification de Le Carrer

L’amélioration des techniques biologiques de dépistage et de typage des
cryoglobulines a permis la mise en évidence de cryoglobulines en concentration moins
importantes, dans les pathologies infectieuses ou auto-immunes [13]. En utilisant ces
techniques de typage, Le Carrer D [14] a proposé une nouvelle classification (tableau

1)
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Tableau II : Classification des cryoglobulines proposée par Le Carrer

Type de la

cryoglobuline

Caractere des Ig la

composant

Classe des Ig rentrant dans sa

composition

Type I monoclonale

Type Ila mixte
monoclonale et

polyclonale

Type IIb mixte
oligoclonale et

polyclonale

Type III mixte

polyclonale

Une Ig monoclonale

Une Ig monoclonale +
une ou plusieurs
classes d’Ig

polyclonales

Une ou plusieurs
classes d’Ig
oligoclonales + une ou
plusieurs classes d’Ig
polyclonales

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 + IgG polyclonales
-IgA monoclonale + IgG polyclonales
-IgM monoclonale + IgG et IgA
polyclonales

IgG ou/et IgM oligoclonales

+ IgG ou/et IgM polyclonales

IgM ou IgG ou IgA polyclonales
IgG + IgM polyclonales

IgG + IgA polyclonales

IgM + IgG + IgA polyclonales

Source : Le Carrer D. Cryoglobulinémies : proposition d’un protocole

d’exploration biologique. Actualisation de leur classification. Feu Bio. 1998

I1.3. Physiopathologie

La physiopathologie est incomplétement élucidée. [15] Cependant 1’hypothése

principale fait intervenir un défaut de la fibrinolyse en raison d’une augmentation de

I’al-antitrypsine et de 1’a2-macroglobuline qui sont des inhibiteurs de la plasmine et

donc de la fibrinolyse. [16]
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Il en résulte une accumulation de cryofibrinogeéne entrainant la formation de
caillots. Ceci explique les manifestations cliniques thrombotiques avec occlusion des

artéres de petits et moyens calibres.

En outre, plusieurs hypotheses peuvent étre envisagées concernant 1’influence de
quelques paramétres sur la cryoprécipitation selon Coppo et al en 2000. [17] Ces

parametres influencant sont représentés par :

- La température: La condition essentielle pour la précipitation d’une
cryoglobuline est la baisse de la température [17,18]. La température de
cryoprécipitation différe d’une cryoglobuline a une autre. Certaines peuvent se
précipiter des +30°C expliquant en partie les purpuras cutanés vue que la
température de la peau avoisine +28°C ou méme moins. Elle dépend aussi de la
concentration en cryoglobuline : plus la concentration est élevée, plus la
température de cryoprécipitation est haute [17, 18]

- Le pH et la force ionique : on note une diminution de la solubilité de la
cryoglobuline parall¢le a la diminution de la force des ions notamment le sodium
expliquant le fait qu'une hyponatrémie vraie pourrait représenter un facteur de
risque a la précipitation. [17-19]

- La présence d’autres protéines sériques comme la fibronectine ou cold

insoluble globuline.

D’autres études [20-21] ont énoncé certaines théories pour laquelle la présence de

cryoglobuline serait liée a :

- La modification de séquence des acides aminés au niveau des immunoglobulines
en cause
- Une plus grande proportion des tyrosines des immunoglobulines impliquées

- La diminution de la proportion d’acide syalique
I1.4. Etiologies
Il faut distinguer les cryoglobulinémies secondaires des cryoglobulines dites

essentielles pour lesquelles les examens cliniques et biologiques ne mettent en évidence

aucune pathologie associée. [20]
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11.4.1. Infections

Certaines infections s’accompagnent de la production de cryoglobulines. Les
agents infectieux impliqués ont la particularité de persister longtemps chez 1’hote,
induisant la stimulation antigénique prolongée du systéme immunitaire, notamment
lymphocytaire B. Ces cryoglobulines de type II ou III sont souvent transitoires et

disparaissent avec 1’agent causal. [21]
I1.4.1.1. Infections virales
a. Virus de I’hépatite

Sur la base de I’association fréquente entre cryoglobulinémie et une atteinte
hépatique, une hypothese du rdle du virus de I’hépatite dans 1’étiopathogénie a été émise

depuis le début des années 1970. [19, 22]

Actuellement le VHB est considéré étre a I’origine des cryoglobulinémies dans

moins de 5% des cas. [23]

L’étude de Mistaken a démontré 1’étroite relation entre la cryoglobulinémie et

VHC avec une incidence comprise entre 40 et 100% [20]
b. VIH

Une forte prévalence des cryoglobulines a été également observée chez les
patients porteurs du VIH, avec ou sans coinfection avec le VHC. Dans la plupart des
cas, les cryoglobulinémies sont asymptomatiques et appartiennent au type III de la
classification de Brouet. Chez les patients mono-infectés par le VIH, la prévalence se

situe entre 3% et 27%. [24, 25]
c. Autres virus

D’autres virus ont été cités associés a la cryofibrinogenémie, mais sans
évaluation clinico-sérologiques suffisantes. Les cryoglobulines ont été trouvées chez les
patients infectés par le virus de I’hépatite A, du virus de I’herpés Zoster, du

cytomégalovirus, parvovirus B19. [26]
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11.4.1.2. Infections bactériennes

Des cas de cryoglobulines ont été retrouvés au cours des endocardites
infectieuses, des infections a staphylocoque, de la syphilis secondaire, de la lépre, de la

tuberculose pulmonaire, de la brucellose et de la fievre Q. [17]
IL.4.1.3. Infections parasitaires et fongiques

Les cryoglobulinémies peuvent rarement €tre secondaires a la toxoplasmose,
leishmaniose, paludisme, splénomégalie hyperréactive tropicale, trypanosomiase

africaine, bilharziose, coccidioimycose. [17, 26]
11.4.2. Maladies auto-immunes

Les cryoglobulines retrouvées dans les pathologies autoimmunes et systémiques
sont de type II ou IIl. Le lupus érythémateux disséminé, en particulier en poussée, le
syndrome de Gougerot-Sjogren, la spondylarthrite ankylosante, la polyarthrite
rhumatoide, la périartérite noueuse, le syndrome de Kawazaki, les polymyosites, la
sclérodermie, la cirrhose biliaire primitive, les pathologies inflammatoires du tube
digestif, les thyroidites, la sarcoidose, les POEMS syndromes, la maladie chronique des
agglutinines froides (IgM cryoprécipitante anti I) peuvent étre accompagnés d’une

cryoglobuline. [17, 27]
11.4.3. Syndromes lymphoprolifératifs

Les syndromes lymphoprolifératifs a cellules B sont la principale cause de
cryoglobulinémie associée a la malignité. Les cryoglobulines de type I et II sont
retrouvées dans 7 a 20 % des maladies de Waldenstrom, dans les plasmocytomes, les
lymphomes non Hodgkiniens et maladies de Hodgking et une faible proportion au cours
des leucémies lymphoides chroniques [16, 17]. La cryoglobulinémie est retrouvée dans

5-10% des myélomes multiple.
11.4.4. Cryoglobulinémies essentielles

Dans 10% des cas, les cryoglobulinémies mixtes sont considérées idiopathiques

ou essentielles. [23]
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II.5. Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques sont variables et inconstantes. Seules 15% des
cryoglobulinémies mixtes sont symptomatiques et environ la moitié des celles
monoclonales. Les signes cutanés sont quasi constants avec des troubles vasomoteurs,

parfois des lésions neurologiques et ou rénales. [4]

Ces manifestations sont souvent li€ées aux troubles de la circulation relatifs a la

précipitation de la cryoglobuline dans le sang.
IL.5.1. Manifestations cutanées

Les manifestations cutanées sont les plus fréquents, notamment le purpura
vasculaire qui est présent dans 88 a 100% des cas. [28] Il est souvent révélateur,

survenant en hiver, non prurigineux et intermittent. [9]

Le purpura atteint invariablement les membres inférieurs, parfois le bas de
I’abdomen, rarement les extrémités supérieures. La face et le tronc sont toujours
épargnés. Ce sont des lésions pétéchiales ou papulaires évoluant en livedo, en
hyperpigmentation et ou ulcération. Ce purpura associé a des macules érythémateuses et

a des nodules dermiques constituent le trisymptome dans la maladie de Gougerot. [9]

Cependant, il faut noter qu’il n’existe aucune corrélation entre la température

ambiante et les symptomes cutanés.
Les autres l€sions cutanées pouvant étre rencontrées sont :

- la nécrose cutanée, moins fréquente mais retrouvée surtout dans les
cryoglobulinémies de type I. Elle est souvent distale et touche les régions
périmalléolaires, le nez et les doigts ainsi que les oreilles,

- lurticaire au froid qui est une éruption urticarienne systémique dont les plaques
restent fixées au-dela de 24h, sans prurit mais déclenchée par une baisse relative
de la température extérieure d’ou sa reproduction au cours du test du glacon
effectué au niveau de I’avant-bras,

- Le syndrome de Raynaud qui est bilatéral le plus souvent. Il s’observe chez 10 a
35% des patients et est plus fréquent dans les cryoglobulinémies de type I et plus
sévere dans les types II. On peut aussi observer une acrocyanose touchant le nez

et les oreilles. [16]
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Le purpura vasculaire et les troubles vasomoteurs légers sont le plus souvent
retrouvés chez les porteurs de cryoglobulinémies mixtes. Par contre, la nécrose cutanée,
le purpura nécrotique et le phénomene de Raynaud sévéres sont 1’apanage de ceux ayant
une cryoglobulinémie de type I. Les manifestations sont plus fréquentes dans les

cryoglobulinémies mixtes associ€es a une infection par le VHC.
IL.5.2. 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 [9,12, 29, 30]. Une arthrite vraie ou une atteinte
du rachis sont beaucoup plus rares. Ce tableau peut poser des difficultés diagnostiques
avec une polyarthrite thumatoide débutante d’autant qu’existe un facteur rhumatoide.
Le dosage des anticorps anti-CCP permet de faire la distinction car s’ils sont présents
chez 75 a 85% des patients ayant une polyarthrite rhumatoide on ne les retrouve que
chez moins de 5% des patients infectés par le VHC [29]. Des myalgies sont rapportées
chez 15% des patients et s’intégrent parfois dans un tableau ressemblant a un syndrome

de fatigue chronique ou a une fibromyalgie [31, 32].
I1.5.3. Manifestations neurologiques

Les manifestations neurologiques sont présentes chez 9 a 45% patients. [12, 27,
33, 34]. Les atteintes sont souvent périphériques [32]. Plusieurs tableaux peuvent se voir
allant d’une polyneuropathie symétrique sensitive ou sensitivomotrice distale a une

mononeuropathie multiple.

L’atteinte initiale est souvent représentée par des troubles sensitifs superficiels
avec douleur et paresthésies asymétriques secondairement symétriques. Ainsi une
polyneuropathie périphérique sensitive doit faire rechercher des cryoglobulines dans le

plasma surtout lorsqu’elle est associée a un purpura.

Le déficit moteur est inconstant et d’installation progressive, prédominant sur les

loges antéro-externes des membres inférieurs et sont plutdt asymétriques.
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L’atteinte du systeme nerveux central est exceptionnelle associant des
convulsions, une encéphalopathie avec coma, une atteinte des nerfs craniens voire un

accident vasculaire cérébral [35, 36].
11.5.4. Manifestations rénales

Elles constituent surtout des atteintes des vaisseaux rénaux. Ces atteintes
vasculaires sont plus fréquentes, retrouvées dans 25% des patients et de survenue
souvent tardive [37]. On note le plus souvent une protéinurie et une hématurie

microscopique ainsi qu’une insuffisance rénale modérée.

Un syndrome néphritique aigii peut aussi se voir ainsi qu'un syndrome

néphrotique dans 20% des observations [37].
L’hypertension artérielle retrouvée dans 85% des cas est souvent sévere.

Ces atteintes rénales s’observent préférentiellement chez les patients ayant une

cryoglobulinémie de type II dont I’IgM kappa est le composant monoclonal.

Histologiquement, il s’agit d’une glomérulonéphrite membrano-proliférative
avec typiquement des dépdts PAS positifs intraluminaux. Ceci est décrit par plusieurs

auteurs dans des études immunohistochimiques [38- 40].

I1.6. Manifestations biologiques accompagnant les cryoglobulines

Les anomalies biologiques s’observent le plus souvent lors de la réalisation de
certains examens hématologiques ou biochimiques de routine particulicrement si la
température de précipitation des cryoglobulines est supérieure ou égale a la température

ambiante du laboratoire.
I1.6.1. Anomalies hématologiques

On peut observer une vitesse de sédimentation élevée a +37°C alors qu’elle est

faussement normale a +20°C [16]. Cette différence peut étre trés importante.

Une pseudo-hyperleucocytose ou une pseudo- thrombocytose peut se voir a la
numération formule sanguine NFS effectuée par automate a +20°C, alors que cette NFS

est normale quand le comptage se fait a +37°C ou au comptage manuel.

Rapport- gratuit.com ﬂ’}/\}g
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Ces anomalies de I’hémogramme, bien que rares sont observables avec les trois

types de cryoglobulines.

Une des anomalies aussi est la présence des agglutinines froides. En leur
présence, les érythrocytes se mettent en auto-agglutination, donnant ainsi des fausses
macrocytoses, des taux abaissés d’hématies, un chiffre élevé de la concentration
corpusculaire moyenne en hémoglobine CCMH, d’ou la précaution de toujours

travailler a +37°C dans ses laboratoires d’hématologie [41]
11.6.2. Anomalies biochimiques et immunologiques

Une pseudo-hypoprotidémie avec fausse hypogammaglobulinémie est observée

a I’électrophorese des protéines sériques si la température de précipitation est élevée.

Des anomalies du complément sont observées et elles sont relativement

spécifiques :

- Une diminution des composants précoces Clq, C2 et C4
- Une concentration normale de C3

- Une augmentation des composants tardifs C5 et C9

Les troubles de la fonction hépatique sont fréquents dans les cryoglobulinémies
mixtes avec élévation des transaminases et des phosphatases alcalines chez 50 a 70%

des patients. [16]

I1.7. Diagnostic de la cryoglobulinémie

Repose sur la recherche de la cryoglobuline par une mise en évidence de la
présence du cryoprécipité qui apparait a une température inférieure a 37°C (variable
selon le type), appréciation de son caractere soluble a haute température. Une recherche
positive emmene a un dosage selon différentes méthodes et éventuellement un typage

par immunoélectrophorése, immunofixation ou immunoempreinte sur nitrocellulose.
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DEUXIEME PARTIE : METHODES ET RESULTATS

I. METHODES

I.1.Cadre d’étude

Notre étude a été réalisée au sein de I’Unité Paraclinique de Formation et de
Recherche Immunologie au Centre Hospitalier Universitaire Joseph Ravoahangy

Andrianavalona (CHU-JRA) d’ Antananarivo.

En tant que centre de formation et de recherche, elle participe a la formation
spécialisée en biologie médicale des médecins spécialistes, des étudiants en médecine,

des étudiants en filiere paramédical et pharmacie.

En tant que unité paraclinique, I’'UPFR Immunologie recoit et effectue des
analyses médicales spécialisées et diverses sérologies provenant des services cliniques
de différents Centres Hospitaliers Universitaires, des différents centres hospitaliers
publics et privés des environs de la capitale, ainsi que des demandes d’examen

immunologiques des médecins praticiens de ville. Ces analyses sont :

Sérologies : VIH, hépatite B, hépatite C, sérologie bilharzienne, sérologie

toxoplasmosique, sérologie de la cysticercose, sérologie de la syphilis
- Recherche d’auto-Anticorps
- Recherche de compléments

- Dosage d’IgE total

I.2. Témoins positifs et négatifs

Deux patients atteints de myélome, suivis a I’UPFR hématologie CHU-JRA et
dont le profil cryoglobulinémique est déja connu sont pris comme témoins de 1’analyse.

Ces patients ont bénéficié d’un dosage de cryoglobuline au laboratoire BIOREUNION.

* Témoin positif : un patient connu présentant une cryoglobuline positive
* Témoin négatif : un patient connu présentant une cryoglobuline négative
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1.3.Patients

Comme les 2 témoins sont atteints de myélome multiple, et compte tenu de la
fréquence assez élevée de cryoglobulinémie chez les patients atteints de myélome
multiples (5-10%) [17], nous avons alors pris 10 patients qui sont atteints de myélome
multiple et faisant leur suivi au sein de I’UPFR hématologie pour faire 1’essai de la

technique.

I.4.Parametres étudiés

Chaque étape de la technique sera analysée et étudiée notamment :

- le recueil des échantillons ;

- I’obtention du cryoprécipité ;

- lalecture du cryoprécipité ;

- T’analyse du cryoprécipité ;

- la quantification du cryoprécipité ;
- I’immunofixation ;

- la discussion clinique.

I.5.Méthodes

Notre étude consiste tout d’abord a consulter les articles de référence afin de
comprendre et de maitriser en théorie les différents points clés de 1’analyse. Ensuite la
réalisation des essais techniques sur les témoins et les patients a été faite en second lieu
en suivant les recommandations tout en apportant des mises au point par rapport aux

ressources disponibles au laboratoire.
L5.1. Matériels pour la réalisation de ’analyse
[.5.1.1.Etape préanalytique :

- Tube secs sans gels de 5 ml ;
- Aiguille22 G
- Etuve a 37°C ; (figure 7)

- Portoir pour tubes et matériels de prélevements (gants, désinfectant...).
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Figure 7 : Etuve (maintenu a 37°C)
Source : UPFR Immunologie, CHUJRA

1.5.1.2.Etape analytique :

Aliquotes de 2ml stériles (figure 8) ;

Micropipette de 1000 ul ;

Centrifugeuse thermostatée a 4°C et 37°C type Jouan SA modele GR 20 22
(figure 9) ;

Réfrigérateur 4°C ;

Spectrophotométre (Basic secomam France ®) (figure 10) ;

Kit protéines urinaires Spinereact France®;

Automates pour immunofixation (Hydrasis et Hydrys 2 SEBIA France®) (figure
13,14);

NaCl a 9°/o0 ;

Kit Fluidil SEBIA France® (figure 11, 12).
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Figure 8 : Aliquote de 2ml
Source : UPFR Immunologie, CHUJRA
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Figure 9 : Centrifugeuse thermostatée
Source : UPFR Immunologie, CHUJRA
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Figure 10 : Spectrophotomeétre
Source : UPFR Biochimie, CHUJRA
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Figure 11 : Kit Sebia
Source : UPFR Biochimie, CHUJRA
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Figure 12 : Contenu du kit sebia
Source : UPFR Biochimie, CHUJRA

Figure 13 : Automate HYDRASIS
Source : UPFR Biochimie, CHUJRA
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[.5.1.3.Etape post analytique

Ordinateur de bureau ;

Imprimante.
L.5.2. Technique
[.5.2.1.Recueil des échantillons
Tous les patients ont été prélevés dans les conditions suivantes :

Le patient doit étre a jeun depuis 12 h,

Les tubes de prélevement dépourvus de gel et de tout additif et les aiguilles de
prélevement ont été préalablement préchauffés a 37 °C a I’étuve la veille des
prélevements, (figure 15)

Trois tubes secs par patient ont été utilisés pour obtenir un volume de sérum
d’environ 5 ml,

Le prélevement est effectué obligatoirement au laboratoire.

Figure 15 : Matériels de prélévement préchauffés a 37°C dans I’étuve
Source : UPFR Immunologie CHUJRA



31

1.5.2.2.0Obtention du cryoprécipité

Une fois le prélevement effectué, les tubes doivent étre placés immédiatement
dans une étuve a 37 °C. La rétraction du caillot se fait pendant au moins deux heures et

ne doit pas dépasser 24 heures.

Apres la coagulation, la centrifugation est réalisée a 3500 rpm pendant 15

minutes a 37 °C dans une centrifugeuse|thermostatée]

Une fois centrifugés, les tubes ont été décantés dans 3 aliquotes de 2 ml stériles

coniques en plastique transparent étiquetés comme suit :

- Numéro du patient suivi d’une lettre a (premier aliquote pour le dépistage), b

(deuxieme aliquote pour la typisation), ¢ (troisieme aliquote pour la réserve).

Exemple :

1 : numéro du patient
1a 20/08/10 — a : premier tube conique pour le dépistage
20/08/10 : date du prélévement

Seulement 2 des 3 tubes sont placés dans un réfrigérateur, a 4 °C. Un portoir

identifié est destiné a 1’observation des cryoprécipités, et permet le rangement

chronologique des échantillons par doublet.

Les aliquotes entreposées a 4 °C sont quotidiennement inspectées sachant que la
cryoprécipitation peut survenir en quelques heures pour les cryoglobulines de type I et
type Il ou en plusieurs jours le plus souvent pour celles de type III. Le suivi des lectures

se fait en reportant les résultats sur une fiche dont un modele est présenté (Fig. 16).

Jours J11J2[J3(J4|J5[J6 |J7|J8([J9|J10

Cryoprécipité
Noter (+) s’il y a formation de cryoprécipité
Noter (-) s’il n’y a pas de cryoprécipité

Figure 16 : Extrait de la fiche de suivi
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[.5.2.3.Lecture des cryoprécipités et interprétation de la lecture

Au bout de 10 jours, la recherche de cryoglobuline se révele négative si le sérum
est toujours clair et fluide dans les trois aliquotes entreposées a 4 °C, si aucun dépodt
n’est visible au fond du tube conique et si aucune volute n’est visible par agitation

manuelle douce du tube (Figure 17). Le libellé « recherche négative » est alors saisi.

Dans le cas ot un floculat d’apparence gélatineuse ou cristalline apparait dans
les deux tubes entreposés a 4 °C ou si un dépodt est visible au fond du tube, il convient

alors de noter la positivité sur la fiche le jour méme de la lecture.

Figure 17 : Lecture de la détection de la cryoglobuline

A gauche : présence de cryoglobuline sous forme de précipitation
Au milieu : recherche négative
A droite : présence de cryoglobuline sous forme de gélification partielle

Source : UPFR Immunologie, CHUJRA
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[.5.2.4. Analyse du cryoprécipité

- Redissoudre a +37°C le cryoprécipité. Si le cryoprécipité ne se dissout pas en
30min on passe a +45°C,

- Diluer le cryoprécipité selon son abondance (tableau III)

Tableau III : Reprise du cryoprécipité selon son abondance

Appréciation du Volume de NaCl 9 %o (ul)
cryoprécipité

Cryoprécipité minime 100 100
Cryoprécipité net 300
Cryoprécipité abondant 500
Cryoprécipité tres abondant 1 000

Tous les tubes d’un méme patient présentant un cryoprécipité sont traités de
facon similaire jusqu’au dosage des protéines totales. On utilise, pour le dosage un des
tubes présentant le précipité le plus important. Cette organisation évite d’avoir a

prélever de nouveau le patient.

Le précipité est isolé apres centrifugation (3500 rpm x 15 min a 4 °C). Apres
élimination du surnageant, il est lavé 3 fois par une solution de chlorure de sodium a

0,9%, maintenue a 4 °C, d’un volume égal au volume initial de sérum.

Le culot est remis en suspension par agitation au vortex 20 secondes. Puis le
mélange est centrifugé (3500 rpm x 15 min a 4 °C) afin d’éliminer toutes traces de
protéines non cryoprécipitantes. Enfin, le cryoprécipité est redissout dans 100 ul d’une

solution de chlorure de sodium isotonique additionnée de 100 pl de Fluidil®.

Il faut vortexer 20 fois tous les quarts d’heure pour favoriser la redissolution

pendant la premiére heure et la derniere précédant le dosage.

La concentration de la cryoglobuline est alors déterminée par le dosage des

protéines totales urinaires par la méthode au chlorure de benzéthonium sur un
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Spectrophotométre (Basic secomam France ®) sur 1’échantillon repris par 200 ul de

volume final.

Le résultat est recalculé pour rendre le taux en g/l en tenant compte du facteur de
concentration du précipité qui est de 10 (2 ml de sérum ramené a 200 ul de solution de

redissolution).

Le résultat brut du dosage est donc divisé par dix pour ramener le taux de

cryoglobuline par litre de sérum initial

Si le résultat du dosage est supérieur a 0,050 g/l, le libellé « cryoglobuline
positive » et I’analyse identification est déclenchée en vue de 1’identification
immunologique par immunofixation (Hydrasis et Hydrys 2 SEBIA France®) de la

cryoglobuline.
1.5.2.5.Réalisation et Interprétation de I’immunofixation

La technique utilisée est basée sur le principe de I'électrophorese sur gel

d'agarose suivie d'une immunofixation.
On procede alors comme suit :

- séparation des protéines sériques selon leur charge,

- incubation du gel avec différents antisérums spécifiques ciblées contre :
* Gamma- (IgG), alpha- (IgA), Mu- (IgM) chaines lourdes,
» Kappa (k) et lambda (L) des chaines légeres libres et liées.

- Le gel est ensuite traité afin d'éliminer l'excés d'antisérum, avant 1'étape de
coloration finale. Le gel est interprété visuellement pour saisir toutes les

immunoglobulines.

Dans le cas d’échantillons itératifs, I’IFE est réalisée sur I’isolat présentant la

concentration la plus importante.

L’ensemble du protocole est décrit par la figure 18.
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TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

LECTURE JOURNALIERE

ISOLEMENT

REDISSOLUTION

Dosage par technique de dosage
des protéines urinaires
(seuil 0,010g/1)

>0,050¢g/1 :
Cryoglobuline négative

Interprétation biologique du dossier complet avec les antériorités en lien avec
les renseignements cliniques puis signature de la fiche de travail

Archivage des résultats et : Transmission des résultats
classement des fiches de travail ST

Figure 18 : Protocole pour la réalisation et l'interprétation de 1'exploration de la
cryoglobulinémie
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I.6. Considération éthique

Apres I’autorisation du chef de service, cette étude a respecté les normes en
matiere de considération éthique notamment le consentement éclairé, la confidentialité,

le secret professionnel et les droits humains.

Chaque individu a été informé des objectifs de la recherche avant toute
participation qui permet d’avoir leur consentement. La confidentialité et I’anonymat des

données recueillies sont bien respectés selon les reégles du secret professionnel.

I.7.Limites de I’étude

Aucun controle qualité n’est possible pour ces analyses, de ce fait la rigueur et

I’application des manipulateurs sont donc les seuls garants de la qualité des résultats.

Rapport- gratuit.com {}
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II. RESULTATS

En nous basant toujours sur les articles de référence et en apportant nos mises au

point, nous avons obtenu les résultats suivants

I1.1. Protocole

II.1.1. Obtention des échantillons

- Conditions de prélevements :

e Prélévement au laboratoire,

* Patient a jeun,

* Matériels de prélévement préchauffés 24h avant.
- Quantité prélevée :

e prélever Sml de sang dans 3 tubes secs.
I1.1.2. Obtention du cryoprécipité

- Coagulation :
- A37°C,
- Durant 2h a 24h.
- Centrifugation :
- Dans une centrifugeuse thermostatée a 37°C type Jouan SA modele GT

422.
I1.1.3. Lecture du cryoprécipité :

- - Lecture journaliere

- Recherche de modification du sérum : gélification, précipité
I1.1.4. Analyse du cryoprécipité

Quantification du cryoprécipité obtenu par la méthode de dosage des protéines

urinaires.
I1.1.5. Immunotypage

Le typage des cryoglobulines est fait par immunofixation et le seuil de

démarrage de 1I’immunofixation est fixé a 0,050mg/1.
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I1.2. Résultats des témoins

I1.2.1. Détection du cryoprécipité

Nous avons représenté les résultats antérieurs des témoins en comparaison avec

les résultats obtenus a partir de notre technique dans le tableau IV :

Tableau IV : Comparaison des résultats pour la détection des cryoprécités

Témoins Résultats antérieurs Résultats actuels

Positif Modification du sérum a J1 Modification du sérum a J1

Négatif Pas de modification du sérum Pas de modification du sérum
jusqu’a J7 jusqu’a J10

Les résultats des deux techniques sont identiques
11.2.2. Quantification du cryoprécipité

Seul le témoin positif a ét€ quantifié et les résultats antérieur et obtenu a partir de

notre technique sont représentés sur le tableau V

Tableau V : Comparaison des résultats du dosage des cryorécipités

Résultat antérieur Résultat de notre technique

1,40 mg/1 1,33 mg/l

Les deux résultats sont superposables
I1.2.3. Immunotyage

Comme le taux de la cryoglobuline est significatif, les résultats de

I’immunofixation sont transcrits dans le tableau VI :

Tableau VI : Comparaison des résultats de I'immunofixation

Résultat antérieur Résultat a partir de notre technique

Ig G kappa Ig G kappa

Les résultats sont les mémes pour I’immunotypage.
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I1.3. Résultats des patients

Les résultats de nos essais a partir des patients sont représentés par le tableau VII

Tableau VII : Résultats de la détection du dosage et de 'immunofixation pour les

patients
Patients Jour de Taux de Type de
positivité cryoglobuline cryoglobuline
1 Négatif jusqu’a
J10
2 Négatif jusqu’a
J10
3 I3 0,77 mg/1 Ig G lambda
4 Négatif jusqu’a
J10
5 Négatif jusqu’a
J10
6 Négatif jusqu’a
J10
7 Négatif jusqu’a
J10
8 Négatif jusqu’a
J10
9 Négatif jusqu’a
J10
10 Négatif jusqu’a
J10

Les essais faits sur les patients ont pu mettre en évidence une recherche positive

chez un patient et négative chez 9 patients.
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Figure 19 : Résultats de la détection des cryoglobulines

A gauche : témoin positif ou il y a modification du sérum a type de gélification
A droite : patient N°3 ou il y a modification du sérum a type de précipitation

Source : UPFR Immunologie CHUJRA
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Patient 1 Patient 2

Patient 1 : IgG G kappa c'est-a-dire présence de bande
patient 2 : IgG G lambda
Figure 20 : Résultats de I'immunofixation
Source : UPFR Biochimie CHUJRA
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TROISIEME PARTIE : DISCUSSION

L’analyse des cryoglobulines est a la portée de tous les laboratoires méme dans
les pays en voie de développement, toutefois des recommandations préconisées dans les
articles de référence doivent €tre respectées pour garantir la qualité des résultats [42-
46]. Nous allons dans cette derniere partie discuter des modifications qu’on avait
emmené afin d’adopter la technique a la situation actuelle de notre pays et aux matériels

disponibles au laboratoire.

I. Obtention des échantillons

Dans notre étude, les prélevements ont été réalisés obligatoirement au
laboratoire, comme celle de 1’équipe de M. Olivier [45] afin de s’affranchir des faux
négatifs liés a la précipitation précoce des cryoglobulines. Ceci nous permet ainsi de
placer les échantillons dans 1’étuve immédiatement apres prélevement pour une prise en
charge optimale des échantillons a 37°C. Cette initiative pose probléeme chez les
personnes grabataires, ou I’utilisation d’un dispositif permettant de maintenir les tubes a

37 °C est nécessaire.

Les équipes de la CNBH utilisent des dispositifs a type de valisette thermostatée
maintenue a 37°C pour permettre 1’acheminement des échantillons lors des
prélevements au lit des malades [46]. Une alternative possible est d’utiliser des
bouteilles thermos remplies de sable de Fontainebleu afin de permettre de faire des
prélevements chez des patients non déplacables. Toutefois, 1’utilisation de ces matériels
nécessitera des ressources humaines et financieres supplémentaires qui engendreront

des couts supplémentaires aux patients.

La littérature rapporte en fait que la température a laquelle une cryoglobuline est
susceptible de précipiter est variable d’un patient a un autre et peut étre aussi élevée que
36 °C. Cette caractéristique implique qu’une grande rigueur s’impose au niveau de la
qualité du prélevement, de son acheminement et de sa prise en charge au laboratoire.
Seuls les laboratoires connaissant bien les problémes posés par la recherche et
I’identification des cryoglobulines et respectant les précautions préanalytiques sont
susceptibles d’obtenir des résultats fiables [45] Dans le cas contraire des résultats

faussement négatifs peuvent étre rendus. [46]
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Plusieurs auteurs ont insisté sur 1’impérieuse nécessité de prélever, de
transporter, et de laisser coaguler et de centrifuger les échantillons de sérum a 37 °C.
[6,10, 42, 45, 47]. 1l est important de garder les échantillons a 37°C avant la séparation
du sérum pour éviter la perte des cryoglobulines, surtout pour le type I qui sont
généralement présents a une concentration >5g/l, [48]. Les cryoglobulines
monoclonales de forte concentration ont en effet tendance a précipiter tot et a haute
température [49]. Des faux-négatifs également ont été rapportés pour le type II liés au
controle inadéquat de la température [50]. Cependant, pour les types III, aucun
probleme n’est rencontré dans cette étape car ces derniers ne précipitent que

tardivement (en quelques jours).

L’erreur de controle de température est reconnue comme la seule grande et
importante cause d’erreur dans le dosage des cryoglobulines [6] Toutefois, il n’est pas
nécessaire de placer les patients dans une salle a 37°C. [46] mais de faire les
prélevements avec des matériels réchauffés au préalable. [42-44], dans notre étude,

toutes les aiguilles et tubes utilisés ont été préchauffés avant leur utilisation.

Le jeline est obligatoire dans notre étude ainsi que dans les articles de référence
[45, 46] car I’aspect lipémique du sérum dii au non-respect du jeline peut provoquer une

turbidité du sérum et interférer avec une identification correcte de la cryoglobuline. [6]

Par rapport a la quantité du prélevement, on a choisi de prélever S5ml dans 3
tubes .On notera que c’est la valeur retenue par la majorité des équipes impliquées dans
le groupe de travail du CNBH [46], excepté celle de Chambéry qui privilégie un volume
de 10 ml dans un seul tube pour augmenter la sensibilité de la méthode. Un autre auteur
a aussi énoncé que 1’augmentation du volume de sang prélevé permet d’augmenter la
sensibilité de détection et donc de dépister des cryoglobulines a faible concentration

[45]
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I1I. Obtention du cryoprécipité

Apres le prélevement, la coagulation est effectuée toujours en gardant les
échantillons a 37°C. Dans notre étude, elle a été réalisée dans I’étuve qui est maintenue
a 37°C comme celle de I’équipe de M. Olivier [45] tandis que pour les équipes de la
CNBH, elle a été réalisée dans la valisette de transport méme [46]. Ramos-Calsas a

énoncé la possibilité de laisser coaguler le sérum dans un bain marie a 37°C. [51]

Dans notre étude, la durée de la coagulation est de 2h au moins jusqu’a 24h.
Certaines équipes préconisent Sh au minimum sans toutefois dépasser 24h car il survient
au-dela de cette durée un phénomene d’hémolyse [46]. Le tube de prélévement sanguin
est maintenu a 37 °C pendant au moins 1 heure avant la centrifugation a 37 °C pour

Cacoub P. [52]

La centrifugation doit étre réalisée a 37°C également. Dans notre étude, on I’a
réalisée dans une centrifugeuse type Jouan SA modele GT 422. Dans le cas échéant,
I’utilisation de plots de centrifugation préalablement chauffés a 37 °C est possible et
pratiquée par certains groupes [46]. Seul le respect le plus rigoureux de ces précautions

pré-analytiques permet d’obtenir des résultats fiables.

~

Cette étape de centrifugation préalable a I’observation est en effet tres

importante et présente deux intéréts principaux [45] :

- sensibilisation de la détection puisque cette étape permet de rassembler au fond
du tube les petites particules de cryoglobulines en suspension et invisibles a
I’ceil nu ;

- possibilité de travailler sur des sérums troubles ou lactescents : apres 1’étape de
centrifugation, le cryoprécipité constitue le culot de centrifugation, les

chylomicrons éventuellement présents se retrouvant dans le surnageant.

Pour les étapes de cryoinsulobilisation, dans notre étude, les aliquotes ont été
réparties dans des tubes coniques, et transparents facilitant la lecture, les lavages et
I’isolement du culot. Leur manipulation est facile également et ils existent dans la

plupart des laboratoires. C’est aussi la recommandation de 1’équipe de Le carrer D. [53]
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I11. Lecture des cryoprécipités et interprétation de la lecture

Les deux aliquotes entreposées a 4 °C sont quotidiennement observées sachant
que la cryoprécipitation peut survenir en quelques heures pour les cryoglobulines de
type I et de type II ou en plusieurs jours, le plus souvent, pour celles de type III. Dans
tous les cas, il convient d’attendre 10 jours pour rendre la lecture définitive du résultat.
En effet, certaines cryoglobulines de type I1I ne précipitent significativement qu’au bout
de 5 a 6 jours [9] voire plus selon I’expérience des centres hospitaliers de Lille et de

Lyon.

Pour ne pas manquer le diagnostic des cryoglobulines mixtes, notre équipe a pris
comme délai de lecture 10 jours. On notera que ce temps relativement plus long que ce
qui est habituellement recommandé est également proposé par M. Olivier et al. [45].
Tandis que Selon A. Szymanowicz, au bout de sept jours, si le sérum est toujours clair et
fluide dans les deux tubes entreposés a 4 °C, si aucun dépot n’est visible au fond du
tube conique et si aucune volute n’est visible par agitation rotative douce manuelle du

tube : la recherche de cryoglobuline s’avere alors négative. [46]

En cas de doute sur la présence de cryoprécipité, une centrifugation est réalisée
afin de déterminer si un culot est éventuellement présent. Si c’est effectivement le cas,

I’échantillon sera traité comme positif.

Quant au test de thermosolubilisation a 37°C du cryoprécipité, les limites de sa
sensibilité et de sa spécificité ainsi que son interprétation qui reste trop subjective nous
ont conduit a préconiser son abandon. Ce point de vue est partagé par M Olivier et al
lors de leurs étude en 2005 résultant d’un travail approfondi et bien documenté [45] et
conforté par une recherche de Zak.K en 2006 qui a montré que les cryoglobulines
varient considérablement d'un patient a l'autre, et leur comportement face a la
température différe largement : certaines cryoglobulines dissolvent facilement a chaud

dans des solutions salines tandis que d’autres non.[54]

La resolubilisation est toutefois une étape importante dont dépend I'IFE. Ainsi
dans notre étude, si elle ne se fait pas au bout de 30mn a 37°C, on passe a +45°C.

Certaines équipes utilisent du Fluidil gel pour faciliter cette resolubilisation. [10]
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IV. Analyse du cryoprécipité

Dans notre étude : le précipité est isolé apres centrifugation (3500 rpm x 15 min
a 4 °C) comme dans les articles de référence. Apres élimination du surnageant, il est
lavé 3 fois par une solution de chlorure de sodium a 0,9 %, maintenue a 4 °C, d’un

volume égal au volume initial de sérum.

Cette étape de lavage est cruciale, elle a pour but d’éliminer les protéines non
précipitant qui contaminent les cryoglobulines et majorent ainsi leur concentration lors
du dosage quantitatif. Kllemuchikkal U et al a confirmé cela par la mise en évidence de
la présence d’albumine a I’électrophorese ou par des méthodes de dosage de
microalbumine [55]. Ce sont en effet les protéines normales du patient qui peuvent
contaminer le précipité, notamment des protéines sériques adhérant aux parois des

tubes. [54]

D’une autre part, le lavage peut par contre conduire a la perte des
cryoglobulines. Selon un auteur, environ 1/3 de la quantité des cryoglobulines est perdu
a chaque étape de lavage [55], ce qui est regrettable si on travaille sur une petite

quantité de précipité.

L’équipe de Lille préféere réaliser un lavage par de l’eau distillée afin de

diminuer les risques de perte de cryoglobulines pendant les étapes de lavage. [46].

Quant au nombre de lavage, nous avons préféré le faire 3 fois pour pouvoir
balancer entre ces problémes de contamination et de perte du cryoprécipité. Mais ce

nombre varie d’un laboratoire a un autre et est compris entre 1 et 5 fois.

Le précipité est agité au vortex 20 secondes, puis placé une nuit a 1’étuve a 37
°C. Il convient de vortexer 20 secondes tous les quarts d’heure pour favoriser la
redissolution pendant la premiére heure de mise au bain-marie et la derniére heure qui
précede 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.
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V. Quantification du cryoprécipité

Il n’existe pas, a notre connaissance, ni de standardisation ou ni de technique de

référence pour le dosage des cryoglobulines [45].

Dans notre étude, on a réalisé la quantification des cryoglobulines avec la

méthode de dosage des protéines urinaires.

D’apres la littérature, en général, 3 grands volets de méthode sont possibles et

discutés par les auteurs :

- 1) Détermination du cryocrite : consiste a une appréciation du précipité
apres centrifugation du sérum total dans un tube a hématocrite. Le
pourcentage du volume total occupé par le cryoprécipité est déterminé
visuellement. Bien que moins cofiteuse, cette technique imprécise n’est
applicable qu’aux cryoglobulines en concentration importante [21]. Cette
méthode rencontre également un probléeme pour les cas particuliers de
cryoglobulines qui ne resolubilisent pas a 37°C. Ces situations requierent
un nouveau prélévement chez le patient, dans de bonnes conditions et de
mettre directement le sérum dans un tube a macrohématocrite [56]
Cependant, pour des raisons de rapidité de mise en ceuvre, la mesure du
cryocrite peut étre parfois utilisée dans les rares cas du suivi de
I’évolution d’un patient en cours de traitement. Compte tenu de ces
inconvénients, cette technique n’est pas utilisée dans notre étude

- 2) Le dosage différentiel des protéines ou des immunoglobulines avant et
apres la cryoprécipitation rencontre les mémes problemes de sensibilité
mais également un probleme 1ié au dosage néphélémétrique des
immunoglobulines dii a la présence d’immunoglobulines monoclonales
et/ou de complexes immuns circulants [45]. Cette méthode consiste a
faire le dosage des protéines a deux temps, dont le premier avant et
I’autre apres extraction du cryoprécipité. Cette technique revient a un
cott tres élevé, pourtant, dans un pays en voie de développement qu’est
le notre, il conviendrait de réduire au maximum le colit des analyses.

- 3) La technique utilisée dans notre étude est le dosage des protéines du

cryoprécipité qui consiste a quantifier directement le cryoprécipité a
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partir d’une quantité donnée de sérum. Le dosage des protéines est
variable d’un laboratoire a un autre. Le laboratoire de Chambéry qui
utilise un volume de sérum de 10 ml préconise la redissolution du

précipité par 100 pl de sérum physiologique. [10]

Dans ce cas, la sensibilité du protocole est multipliée par un facteur 10 par
rapport au protocole de base. Bien qu’intéressante pour la grande sensibilité qu’elle
apporte, cette pratique n’a pas fait I’objet d’un consensus ; elle constitue toutefois une
alternative a considérer lorsqu’une sensibilité maximale est recherchée pour des

situations cliniques particulieres.

Eventuellement, une dilution au 1/10 dans une solution de chlorure de sodium
isotonique est appliquée au cas ou le précipité est trés abondant ou en cas de
dépassement de la limite de linéarité, une situation toutefois rarement rencontrée. Dans
ce cas particulier, le résultat du dosage obtenu correspond a la concentration initiale du

sérum d’origine.

Cette derniere méthode est celle utilisée dans notre étude en raison de sa
disponibilité en routine dans 1’hopital, de son colt faible et de sa meilleure sensibilité

pour des taux relativement bas de protéines.

Enfin, I'utilisation d’une technique sensible de dosage des protéines urinaires
automatisées et accessible en routine au laboratoire nous parait 1a encore, étre un gage
de qualité du résultat. Si I’emploi d’une technique de dosage spécifiquement dédiée aux
cryoglobulines s’impose comme une solution idéale pour un grand laboratoire spécialisé
dans 1’étude des cryoprotéines [45], cette alternative n’est pas pertinente pour un
laboratoire de biologie polyvalent. En effet, il apparait plus fiable d’utiliser un dosage
automatique sensible dont les limites sont parfaitement connues plutdot que de
développer une technique spécifiquement dédiée a une application dont la fréquence

d’utilisation faible ne permettra pas 1’acquisition d’un niveau de maitrise approprié.
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VI. Interprétation de ’immunofixation

De facon générale, les cliniciens n’accordent une signification a la découverte
d’une cryoglobuline que pour des concentrations situées dans une fourchette de 0,020 a
0,040 g/l [54]. Aucun consensus n’a été émis par rapport au seuil de démarrage d’un
typage.

Dans notre étude le seuil de démarrage est fixé a 0,050g/1. Compte tenu du prix
exorbitant de I’IFE, il nous parait en effet regrettable de mettre en ceuvre des techniques
relativement couteuses sans pouvoir engendrer un avantage probant en terme de
diagnostic utile au patient . En effet, méme si certains laboratoires choisissent un
immuno-typage systématique des positivité de la recherche, selon Jan Damoiseaux
dans environ 2 a 5 % des cas de recherche positive avec une concentration de
cryoglobulines comprise entre 0,010 et 0,030 g/I, I’identification des composants du

cryoprécipité se révele impossible [57]

En outre, plusieurs études ont démontré la présence de cryoglobuline mais en
faible quantité chez le sujet sain. En 1972, Cream décrivait la présence de
cryoglobulines chez 51 % de sujets sains, cette cryoglobuline étant inférieure a 0,080
g/L et généralement de type III [58] Des études plus récentes ont confirmé la présence
de cryoglobulines chez le sujet sain mais a des taux plus faibles, inférieurs a 0,015 mg/I

pour Romaszko et al. [59] inférieurs a 0,030 g/l pour Maire et al [60].

Les équipes de la CNBH ont fixé un seuil de démarrage de I’'immunotypage de

0.010g/1 qui selon eux a une sensibilité de 90% [46].

II nous semble alors cohérent d’avoir fixé le seuil de démarrage de
I’immunofixation a 0,050g /I mais cela nous offre la possibilité de procéder a une
immunoidentification pour des concentrations inferieures a 0,050 g/l lors d’une
demande éventuellement trés ciblée du clinicien dans un contexte clinique bien

documenté.

Toutefois, une nouvelle demande de typage de la cryoglobuline peut étre tout a
fait utile a distance de quelques mois. En effet, une évolution du type de cryoglobuline

du type II vers le type III, et inversement, est possible.
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Pour la technique d’immunofixation, nous avons utilisée la méthode habituelle
du laboratoire appliquée pour les IFE sériques ou urinaires. Durant I’IFE, Le biologiste
doit aussi vérifier ’absence de trace d’albumine sur le gel [57]. Cela prouve que le
lavage du cryoprécipité a été correctement réalisé, c'est-a-dire qu’il n’y a pas de
contamination. L’interprétation peut ainsi €tre faite sans risque d’interférence par les

immunoglobulines non cryoprécipitantes.

S’il existe une précipitation de la cryoglobuline au point de dépdt, il est
nécessaire de procéder a un prétraitement de 1’échantillon par ajout de 20 pl de béta
mercaptoéthanol avant de refaire I'IFE. Ce réactif est un agent de dépolymérisation

efficace pour 1’ouverture des ponts disulfures.
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VII. Discussion Clinique

Pour le rendu des résultats, le commentaire du biologiste porte sur plusieurs
points. En premier lieu 1’aspect macroscopique de la cryoglobuline est précisé. En effet,
les cryoglobulines se présentent dans 95% des cas sous forme d’un cryoprécipité. Plus
rarement cependant elles se manifestent par un gel notamment dans le cas des IgM
monoclonales. Dans quelques tres rares cas leur précipitation se produit sous forme de

cristaux pour certaines IgG monoclonales.

L’absence de cryoprécipité au bout de 10 jours est considérée comme recherche
négative. Toutefois, une recherche négative ne doit pas exclure une cryoglobulinémie en
raison de la possibilité des résultats faux négatifs durant la phase préanalytique mais
aussi les concentrations de cryoglobuline peuvent fluctuer, en fonction de leur

précipitation in vivo dans des vaisseaux cibles. [60]

Les cryoglobulines dites faibles (inférieures a 0,1 g/1) sont souvent de type mixte
rencontrées dans 30 a 40 % des hépatites C ou dans les pathologies infectieuses. Les
cryoglobulines moyennes ou importantes sont souvent associées aux maladies a

composante auto-immune (connectivites et glomérulonéphrites).

Les cryoglobulines trés importantes sont souvent de type I monoclonal dans le
cadre d’hémopathies lymphoides (Waldenstrom, myélome). Les cryoglobulines
massives sont aussi de type I (IgM associées a la maladie de Waldenstrom).Toutefois, il
ne semble pas y avoir de parallélisme entre la concentration d’une cryoglobuline et
I’importance des signes cliniques observés [45] sauf dans les rares cas de syndrome
d’hyperviscosité sanguine impliquant le plus souvent une immunoglobuline de classe

IgM monoclonale [46]

Le second point du commentaire porte sur 1’isotypie de la cryoglobuline. Des
liens forts existent entre le type de cryoglobuline identifiée par le laboratoire et la

symptomatologie clinique ou la maladie causale. [5]

La grande majorité des biologistes s’appuie sur la classification de Brouet [10]
ou celle de Brouet modifiée par Le Carrer [45]. C’est cette derniére que nous utilisons
de préférence. Les commentaires s’y rapportant sont standardisés grace a des textes

préts a I’emploi. Ces textes peuvent étre formalisés dans un thésaurus des textes codés
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que chaque équipe de biologistes peut créer dans son systeme informatique de

laboratoire.

Nous avons alors établi une série de tableaux (VIII a XIV) regroupés par axe

pour permettre d’homogénéiser les commentaires si nécessaire.

Dans notre pratique, le biologiste saisit ensuite les résultats dans le dossier
biologique informatis€ en mentionnant en texte libre 1’isotypie seulement pour

I’échantillon le plus concentré en cryoglobuline.

Tableau VIII : Libellé pour I’axe quantitatif en vue de I’interprétation des

cryoglobulines
N° Libellé Elément déclenchant
(g/L)
Cryoglobuline positive mais peu significative <0,1
Cryoglobuline en faible concentration Compris entre 0,1 et 0,5
Cryoglobuline en concentration moyenne Compris entre 0,5 et 1

Cryoglobuline en concentration importante Compris entre 1 et 5

[ N O N

Cryoglobuline en concentration treés >5

importante
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Tableau IX : Libellé pour ’axe concernant le type de cryoglobuline

N°  Libellé Elément déclenchant
1 de type I 1 seul isotype monoclonal
monoclonal

2 de type Il amixte 1 isotype monoclonal associé a 1 ou
plusieurs isotypes polyclonaux

3 de type Il b mixte 1 ou plusieurs isotypes oligoclonaux
associés a 1 ou plusieurs isotypes
polyclonaux

4 de type III mixte Association de plusieurs isotypes
polyclonaux

Tableau X : Libellé pour I’axe monoclonal concernant les cryoglobulines de type I

N° Libellé Elément déclenchant

1 d’isotypie IgM, kappa monoclonale Bande mince IgM, K

2 d’isotypie IgM, lambda Bande mince IgM, L
monoclonale

3 d’isotypie IgG, kappa monoclonale Bande mince IgG, K

4 d’isotypie IgG, lambda Bande mince IgG, L
monoclonale

5 d’isotypie IgA, kappa monoclonale Bande mince IgA, K

6 d’isotypie IgA, lambda Bande mince IgA, L
monoclonale

7 d’isotypie kappa monoclonale Bande mince, K (trés

rare)
8 d’isotypie lambda monoclonale Bande mince, L (tres

rare)
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Tableau XI : Libellé pour I’axe oligoclonal concernant les cryoglobulines de type
IIb

N° Libellé Elément déclenchant

d’isotypie IgM, kappa oligoclonale Plusieurs bandes minces IgM, K
d’isotypie IgM, lambda oligoclonale  Plusieurs bandes minces IgM, L
d’isotypie IgG, kappa oligoclonale Plusieurs bandes minces 1gG, K
d’isotypie IgG, lambda oligoclonale ~ Plusieurs bandes minces 1gG, L
d’isotypie IgA, kappa oligoclonale Plusieurs bandes minces IgA, K

d’isotypie IgA, lambda oligoclonale  Plusieurs bandes minces IgA, L

~N O AW =

Libelle libre a decrire en cas Plusieurs bandes minces d’isotype
d’isotypes diff erents responsables de  IgA et ou IgG, et ou
I’oligoclonalité IgM, KetoulL

Tableau XII : Libellé pour I’axe polyclonal concernant les cryoglobulines de type

IIa et ITb
N°  Libellé Elément déclenchant
1 associée a des IgG polyclonales Zone diffuse d’IgG
2 associée a des IgA polyclonales Zone diffuse d’IgA
3 associée a des IgM polyclonales Zone diffuse d’IgM
4 associée a des IgG et IgM polyclonales  Zone diffuse d’1gG et
d’IgM
5 associée a des IgG et des IgA Zone diff use d’IgG et
polyclonales d’IgA

6 associée a des IgA et IgM polyclonales  Zone diff use d’IgA et
d’IgM
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Tableau XIII : Libellés pour ’axe polyclonal des cryoglobulines de type I1I

N° Libellé Elément déclenchant

1 d’isotypie IgG polyclonales Zone diffuse d’IgG

2 d’isotypie IgA polyclonales Zone diffuse d’IgA

3 d’isotypie IgM polyclonales Zone diffuse d’IgM

4 d’isotypie associant IgG et IgM Zone diffuse d’IgG et d’IgM
polyclonales

5 d’isotypie associant IgG et IgA Zone diffuse d’IgG et d’IgA
polyclonales

6 d’isotypie associant IgA et IgM Zone diffuse d’IgA et d’IgM
polyclonales

7 d’isotypie associant IgA, IgG et [gM Zone diffuse d’IgA, IgG et

polyclonales

d’IgM
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Tableau XIV : Libellé pour les autres commentaires et évolution du taux de

cryoglobuline

N° Libellé Elément déclenchent

1 La concentration tres élevée de ~ IgM>5 g/L ou signes
cryoglobuline et I’isotype IgM d’hyperviscosité du sang,
doivent faire rechercher des nephropathie, neuropathie.
signes d’hyperviscosité
(nephropathie, neuropathie...).

2 La présence d’une Perturbation sur la numération, les
cryoglobuline précipitant protéines totales, le phosphore, les
rapidement a été observée. Ce dosages des protéines spécifiques du
phénomene peut induire de complément et immunoglobulines,
nombreuses perturbations des les facteurs rhumatoides, la sérologie
dosages biologiques. SVP, pour et des techniques d’immunodosages
ce patient, faire parvenir les en général.
échantillons de sang a 37°C en
signalant ce probléme pour une
prise en charge optimale.

3 Le taux de cryoglobuline reste Variation < 10 %
stable depuis le précédent
examen du jj/mm/aaaa.

4 Le taux de cryoglobuline esten ~ Variation >+20 %
augmentation depuis le
précédent examen du
jj/mm/aaaa.

5 Le taux de cryoglobuline esten ~ Variation >-20%

diminution depuis le précédent

examen du jj/mm/aaaa.
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VIII. Protocole finale

Avec les matériels déja disponibles au laboratoire, on a pu réaliser la recherche
et ’analyse des cryoglobulines. La mise en place de cette analyse ne demande aucun
investissement car aucun achat de grands appareils n’est plus a prévoir. Ceci devra nous
permettre de rendre le prix de la détection accessible pour la majorité de la population

Malagasy.

Le protocole ainsi élaboré (figure 18) est applicable par tous les laboratoires
disposant du minimum de matériels nécessaires. Et pour faciliter le travail et le rendu
des résultats, nous avons établi une fiche de travail sur laquelle seront transcrits les
renseignements sur le patient, les signes cliniques en rapport avec la pathologie, les
résultats de la détection, du dosage, du typage et le commentaire finale qui sera validée

par le biologiste et archivée. (Annexe 1)

L’exploration de la cryoglobuline peut apporter une grande aide dans la prise en
charge de certains patients. Le regain d’intérét de la pratique de ces analyses ces
derni¢res années dans plusieurs pays étrangers est témoin de son importance actuelle en
médecine. Ces analyses demeurent cependant négligées, et méconnues a Madagascar.
Ainsi, aprés la mise en place de ces explorations, il nous apparait nécessaire de
sensibiliser les médecins praticiens et cliniciens Malagasy sur 1’existence de ces
analyses et leur importance pour la prise en charge de certains patients. Pour ainsi faire,

nous suggérons :

- d’insérer ces explorations dans les fiches de demande d’analyse du
laboratoire d’immunologie,

- de mettre une note informant sur la disponibilité actuelle de I’exploration
dans le laboratoire sur les résultats rendus auprés des médecins
prescrivant des analyses dans le laboratoire,

- d’établir des affiches colorées, bien représentées et attirantes contenant
les indications et intéréts du dosage de la cryoglobuline, qui seront

exposées dans le laboratoire ou lors des journées scientifiques ...

La forte relation entre la cryoglobulinémie et I’infection au VHC confirme

également la nécessité de cette analyse dans notre pays ou la prévalence de cette
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infection reste encore élevée. Ainsi comme perspective, nous envisageons de faire une
étude sur la prévalence de la cryoglobulinémie chez les patients infectés par le VHC et

son aspect clinique.

Notre challenge était de faire des mises au point techniques sur ces analyses afin
de les adapter aux ressources disponibles au laboratoire et a la situation économique de
notre pays. Bien que réussi, nous pensons tout de méme que 1’obtention d’un dispositif
de transport serait un avantage qui permettra ainsi de prélever dans leur lit, les patients

non déplacables.



CONCLUSION
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CONCLUSION

La recherche et I’analyse des cryoglobulines sont des explorations réalisables
par tous les laboratoires, méme dans les pays en voie de développement. Cette étude a
montré qu’avec les matériels déja disponibles au laboratoire, on a pu établir un
protocole simple et efficace pour la détection, le dosage et I'identification des
cryoglobulines. Sa mise en place va contribuer a un grand progreés pour la médecine a
Madagascar notamment pour la prise en charge des patients et du point de vue

scientifique.

Cependant, une grande rigueur s’impose sur la réalisation de ces analyses car
elles nécessitent un respect strict du protocole de prélévement, de lavage, de dosage et

de caractérisation afin d’assurer la fiabilité des résultats.

Le plus grand risque est de manquer la détection des cryoglobulines par
précipitation précoces de ces dernieres avant méme le traitement des sérums. Il est alors
de mise de bien respecter le maintien de la température afin de ne pas rendre des

résultats faussement négatifs.

Cet examen ne bénéficie toutefois d’aucune possibilité de controle de qualité et
la seule garantie de sa qualité se trouve donc intimement liée a une bonne maitrise
technique. L’intérét clinique associé au résultat de la recherche d’une cryoglobuline, a

son dosage et a sa caractérisation rendent, de fait cette qualité indispensable.

Enfin, la sensibilisation des médecins Malagasy nous semble nécessaire afin de

les informer sur la disponibilité actuelle de 1’analyse et de leurs indications.
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ANNEXE 1 : Fiche de travail

Nom : Prénom : Née)le:/__/__[I____I
Service : N° travail : /__ __ /
Date de la demande : ' A | / Date de rendu del'examen:/_ _/_ _/ /

Renseignements cliniques :
[] Syndrome de Raynaud [ ] Acrocyanose des extrémités [_] Livedo réticularis ~ [_] Nécroses cutanées
[] Glomérulonéphrite MP  [] Arthralgies inflammatoires [ ] Arthrites

[] Polynévrites [_] Neuropathies périphériques [_] Hyperviscosité sanguine
Diagnostic principal :
[_] Hépatite virale [] Maladie autoimmune [[] Infection bactérienne [_] Hémopathie
Autre :
Interprétation quantitative Cryoglobuline : / / g/L
[] Peu significative (< 0,1 g/L) []Faible (0,140,5glL) ] Moyenne (0,541 glL)
[ Importante (1a5g/L) [] Trés importante (> a5 g/L)
Immuno-fixation

Interprétation qualitative
merprelation quallalve Profil 1gG IgA IgM K L

Type :
[ ]1: monoclonale
[_]lla: mixte monoclonale
[ 1ib : mixte oligoclonale
[_] 11 : mixte polyclonale

Isotypie monoclonale :
[ 1lgGKappa [ ]1gGLambd
[ ]igAKappa  []IgA Lambda
[JigM Kappa  []IgM Lambda
[ ] Kappa [] Lambda

Isotypie oligoclonale :
lgGKappa [ ]lgGLambda
[(JigAKappa  []IgALambda
[JlgMKappa [ ]IgM Lambda
[]Kappa [] Lambda

Isotypie polyclonale :
lgG Kappa [ ]lgG Lambda
[JigAKappa  []IgALambda
[ JigMKappa [ ]IgMLambda

Aufres et évolution :

Commentaire :
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VELIRANO

Eto anatrehan’ Andriamanitra Andriananahary, eto anoloan'ireo mpampianatra
ahy, sy ireo mpiara-mianatra tamiko eto amin’ity toeram-pianarana ity, ary eto

anoloanny sarin’i HIPPOCRATE.

Dia manome toky sy mianiana aho, fa hanaja lalandava ny fitsipika hitandrovana

ny voninahitra sy ny fahamarinana eo am-panatontosana ny raharaham-pitsaboana.

Hotsaboiko maimaimpoana ireo ory ary tsy hitaky saran’asa mihoatra noho ny
rariny aho, tsy hiray tetika maizina na oviana na oviana ary na amin’iza na amin’iza aho

mba hahazoana mizara ny karama mety ho azo.

Raha tafiditra an-tranon’olona aho dia tsy hahita izay zava-miseho ao ny
masoko, ka tanako ho ahy samy irery ny tsiambaratelo haboraka amiko ary ny asako tsy
avelako hatao fitaovana hanatontosana zavatra mamoafady na hanamorana

famitankeloka.

Tsy ekeko ho efitra hanelanelana ny adidiko amin'ny olona tsaboiko ny anton-

javatra ara-pinoana, ara-pirenena, ara-pirazanana, ara-pirehana ary ara-tsaranga.

Hajaiko tanteraka ny ain'olombelona na dia vao notorontoronina aza, ary tsy
hahazo mampiasa ny fahalalako ho enti-manohitra ny lalan'ny maha olona aho na dia

vozonana aza.

Manaja sy mankasitraka ireo mpampianatra ahy aho, ka hampita amin'ny

taranany ny fahaizana noraisiko tamin'izy ireo.

Ho toavin'ny mpiara-belona amiko anie aho raha mahatanteraka ny velirano

nataoko.

Ho rakotry ny henatra sy horabirabian'ireo mpitsabo namako kosa aho raha mivadika

amin'izany.
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SUMMARY

Introduction: Cryoglobulins are immunoglobulins or immune complexes reversibly
precipitating at a temperature below 37 ° C and redissolving on rewarming. Information
provided by cryoglobulins determination and typing is important for correct diagnosis
and treatment of associated diseases. The aim of this study is to establish a
cryoglobulins detection and analysis protocol

Methods: Based on referential articles, we adapted the assays to available technical
facilities in the lab and to our financial situation. Two patients already undergone with
previous exploration of the cryoglobulin BIOREUNION laboratory were taken as
positive and negative controls. Tests were performed on 10 patients with multiple
myeloma followed within the Hematology UPFR CHUJRA.

Results: Results of our assays are similar to those of previous exploration for controls;
then for testing, we found one positive patient on the third day, with a rate of 0,77mg / L
typed IgG lambda. The final protocol is described in our book.

Conclusion: This protocol based on the references articles takes into account of
preanalytical precautions, technical and the principles of interpretation without

forgetting the poor economic situation in our country.
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RESUME
Introduction : Les cryoglobulines sont des immunoglobulines ou des complexes
immuns qui précipitent a une température inférieure a +37 °C et se redissolvent au
réchauffement. Les informations apportées par le dosage de la cryoglobulines aident au
diagnostic et a la prise en charge de certaines maladies. Notre objectif est d’établir un
protocole pour la détection et 1’analyse des cryoglobulines.
Méthode : Nous basant sur les articles de référence, nous avons apporté des mises au
point en adaptant 1’analyse au plateau technique disponible au laboratoire et a la
situation économique de notre pays. Pour validation, deux patients qui ont déja fait
I’objet d’une exploration antérieure de la cryoglobuline ont été pris comme témoins de
la technique. Les essais ont été réalisés sur 10 patients atteints de myélome multiple
suivis a I’'UPFR hématologie CHUJRA
Résultats : A partir de notre technique, nous avons pu avoir les résultats suivants : nous
avons trouvé une similitude entre les résultats obtenus a partir de notre technique et
ceux des dosages antérieurs pour les témoins. Pour les essais, nous avons pu retrouver
un patient positif au troisieéme jour lors de la détection, avec un taux de 0,77mg/L au
dosage dont le type est IgG lambda.
Conclusion : L’exploration de la cryoglobuline est a la portée de tous les laboratoires
méme dans les pays en voie de développement a condition de respecter les points clés
de I’analyse.
Mots clés : cryoglobuline, cryoprécipité, diagnostic, immunoglobuline, Madagascar.
Directeur de thése : Professsur RASAMINDRAKOTROKA Andry
Rapporteur de these : Docteur RANDRIAMAHAZO Rakotomalala Toky
Adresse de ’auteur : I C 186 Andrefan’Ilafy



