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Résume :

L’électrophorése capillaire (ECP) est une technique de séparation réalisée sur des liquides
biologiques. Sur le serum, elle permet la séparation des protéines sériques en six fractions.
Cependant plusieurs substances peuvent engendrer des interférences analytiques. Il s’agit
d’une étude prospective sur une période de trois mois ( du 1" Septembre 2024 au 30
Novembre 2024) portée sur 20 prélévements sanguins qui ont bénéficiés d’une ECP a I’aide
de I’appareil Minicap SEBIA au service de biochimie toxicologie de I’hdpital militaire
Moulay Ismail (HMMI) de Meknes. Les échantillons inclus dans 1’étude sont ceux avec une
CRP >200 mg/l. Les tracés concernant les échantillons a CRP >200 mg/l ont présenté une
interférence qui se manifeste par une augmentation quantitative et une altération qualitative de
la fraction béta 2. Les résultats de notre étude se concordent avec d’autres études faites qui ont
réveélé la corrélation respectivement entre le changement de 1’allure de la fraction béta 2 et
I’augmentation de la CRP. Elles ont mis le point sur I’intérét de tenir compte de ces
interférences dans I’interprétation des protéinogrammes ; et dans le diagnostic différentiel
d’autres pathologies. L’ECP des protéines sériques est une technique d’analyse qui est sujette
des interférences qui sans connaissance préalable peuvent rendre I’interprétation difficile ou
confondues avec d’autres maladies.
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Introduction

L’électrophorése est une méthode d’analyse qui repose sur le fait que des particules chargées
¢lectriquement se déplacent lorsqu’elles sont soumises a 1’action d’un champ électrique. Elle
permet donc de séparer les molécules chargées contenues dans un mélange en fonction de leurs
caractéristiques physicochimiques propres (point isoélectrique, mobilité électrophorétique,
taille, masse) et des caractéristiques du milieu dans lequel se déroule la séparation (solide ou
liquide, pH, force ionique, électroendosmose). [1]

Appliquée aux liquides biologiques, 1’électrophorése permet de séparer leurs constituants
protéiques en différentes fractions dont les concentrations, exprimées en valeur relative ou
absolue apres mesure de la concentration protéique totale, peuvent donner lieu a des
interprétations cliniques et biologiques [2]. En routine de biologie medicale, cette méthode
s’applique au sérum, aux urines et au liquide céphalorachidien (LCR). [3]

Il existe un grand nombre de techniques électrophorétiques mais au laboratoire de biologie
médicale il n’en existe que deux qui soient adaptées au fractionnement analytique des protéines
sériques : 1’¢lectrophorese sur gel d’agarose et I’électrophorese en veine liquide au sein d’un
capillaire de silice fondue qui tend a remplacer la précédente pour sa résolution et son

automatisation compléte. [4]

L’¢lectrophorése capillaire en solution libre représente la forme la plus courante
d’¢lectrophorése capillaire. Les migrations se font simultanément dans des capillaires en silice
de 25 um de diamétre. La technologie permet la séparation de molécules chargées en fonction
de leur mobilité électrophorétique dans un tampon de pH donné électrique aboutit a
I’individualisation de 5 a 6 fractions de 1’anode a la cathode la fraction albumine qui inclut la
fraction pré- albumine, puis les fractions des globulines alphal, alpha2, beta, cette derniére
éclatée en beta 1 et beta 2, et enfin Gama. [5]. La température est contr6lée par effet Peltier a
35,5 °C, ce qui évite les problémes de migration liés a certaines cryoglobulines qui peuvent
précipiter a température ambiante. Les molécules sont détectées directement a une longueur
d’onde d’absorption spécifique (200 nm). Cette détection directe permet une quantification

précise de chaque fraction individualisée.
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Quelle que soit donc la technique utilisée, les profils électrophorétiques obtenus sont
comparables et les bases physiopathologiques d’interprétation similaires. Comme toute
méthode analytique de biologie médicale, 1’électrophorése peut voir son interprétation génée
par des interférences sources potentielles de facteurs confondants. Une interférence peut se
définir comme « I’effet d’une substance présente dans 1’échantillon qui modifie le résultat de
I’analyse » [6] Selon le portail de terminologie multidisciplinaire un facteur confondant ou de
confusion « est une variable liée a la maladie ou a un autre événement lié a la santé et qui est
susceptible d’induire un biais dans 1’analyse du lien » [7]. Appliquée a I’¢lectrophorése cette
définition implique qu’un facteur confondant peut donner lieu a des interprétations erronées.
Ces interférences peuvent étre en rapport avec un événement préanalytique (hémolyse,
lactescence), ou avec des substances issues d’une perturbation du métabolisme du patient
(bilirubine, fibrinogéne, hyperlipémie, acides biliaires, CRP), ou avec des substances exogenes
administrées au patient dans un but thérapeutique (antibiotiques, anticorps monoclonaux,
produits de remplissage, immunoglobulines polyvalentes humaines) ou diagnostique (produits
de contraste i0dés). La présence de ces différentes substances dans le sang circulant du patient
va étre a I’origine de modifications du profil électrophorétique et constituer de possibles sources
de confusion pour le biologiste interprétateur. Bien évidemment, interférences et facteurs
confondants vont étre rigoureusement dépendants de la méthode de détection des protéines, ce

qui va nous amener a les classer en fonction de leur méthode de révélation.
Matériels et méthodes

C’est une étude prospective sur une période de trois mois( du 1" Septembre 2024 au 30
Novembre 2024) portée sur 20 prélevements sanguins faits sur des tubes secs ayant une CRP
supérieure a 200 mg/l et qui ont bénéficiés d’une électrophorese capillaire a I’aide de I’appareil
minicap sebia au service de biochimie toxicologie de 1’hdpital militaire Moulay Ismail (HMMI)
de Meknes .Le systeme Minicap SEBIA utilise le principe de 1’électrophorese capillaire des
protéines en solution libre. 1l sert a séparer les molécules chargées en fonction de leur propre
mobilité électrophorétique dans un tampon de pH donné et aussi le pH de 1’ ¢électrolyte d’un flux
électroosmotique plus au moins important. Ce systéme comprend deux capillaires en parallele
ce qui permet deux analyses simultanées. Sur le Minicap SEBIA I’injection de 1’échantillon

(dilué dans le tampon d’analyse) dans les capillaires est réalisée par aspiration au niveau de
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I’anode. Ensuite la séparation est effectuée en appliquant une différence de potentiel de
plusieurs milliers de volts aux limites de chaque capillaire. Enfin la détection directe des
protéines est faite par spectrophotométrie d’absorption a 200 nm du cété de la cathode. Le
tampon utilisé a pH basique permet la migration des fractions protéiques dans le sens suivant :
gamma globulines ; beta-2 globulines ; beta-1 globuline ; alpha-2 globulines ; alpha-1
globulines et albumine. Le profil électrophorétique obtenu par 1’électrophorése capillaire est

compose de six fractions protéiques [2].

Les différents parameétres biochimiques utilisés dans notre étude sont mesurés sur automate
ARCHITECT Ci4100 :

Taux de protéines (TP) : Ce parametre est mesuré sur ARCHITECT Ci4100 par la réaction de
Biuret dont le principe est le suivant : En milieu alcalin, les protéines qui possédent au moins 4
liaisons peptidiques forment avec les ions cuivre 1l (Cu?*) un complexe bleu-violet dont
I'intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration en protéines. Cette coloration
varie également en fonction de la nature des protéines a doser, de 1’alcalinité¢ du milieu, de la
concentration en sulfate de cuivre et de la température. Un dosage colorimétrique est donc

possible a 572 nm. Le réactif de coloration utilisé est le réactif de Gornall, composé de :

D3

- Sulfate de cuivre, qui donne la coloration bleu du réactif due aux ions cuivre a 3 mmol/L.

5

A

Solution d'hydroxyde de sodium (soude) a 0,2 mol/L, qui rend le milieu basique.

X3

¢

Tartrate double de sodium et de potassium, qui « chélate » (piége) les ions Cu?* et évite leur

précipitation en milieu alcalin sous forme d'hydroxyde de cuivre Cu(OH)2 insoluble .

>

D)

> lodure de potassium, pour éviter la réduction des ions cuivriques avant le dosage.

>

Valeurs normales : 64 - 83 g/l

Protéine C réactive (CRP) : Ce paramétre est dosé sur ARCHITECT ci4100 par méthode
immunoturbidimétrique dont le principe est le suivant : Détermination “au point final” de la
concentration de CRP a I’aide de la mesure photométrique du complexe immun obtenu lors de
la réaction entre les anticorps anti-CRP et la CRP présent dans 1’échantillon puis par

changement d’absorbance de I’échantillon a 572 nm. Valeurs normales : 0 - 5 mg/I
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Résultats

Durant cette étude on a récolté 20 échantillons présentant un taux de CRP supérieure a 200
mg/l. Tous les échantillons analysés ont montré une augmentation de la fraction béta 2 voire
dédoublement de son taux. La totalité des tracés obtenus montre une augmentation du pic béta
2 caractérisé par I’aspect monoclonal la CRP moyenne était de 306 mg/l. Le tableau a la fin du
manuscrit présente les taux des CRP des différents échantillons et leurs fractions béta 2
quantifiées correspondantes en g/l :( Valeur de référence de la fraction béta 2 : 2.3 — 4.7 g /)
(Tableau 1)

L’¢électrophorese capillaire des protéines sériques réalisée sur les échantillons a donné des
profils électrophorétiques caractérisés par un pic d’allure monoclonale dans la fraction béta 2
avec augmentation voire dédoublement du taux de ces globulines pour une moyenne de 8 en g/l
ou 13.2 % avec p = 0.09.

Les figures a la fin du manuscrit présentent quelques exemples des tracés retrouvés par

I’¢lectrophorese capillaire réalisée sur Minicap SEBIA .(Figures 1,2,3).

Discussion

Depuis la premiere électrophorese des protéines sériques réalisée en 1937 la technique a connu
une évolution qui a pu génerer plusieurs types selon la nature des champs migratoires (gel
d’agarose, gel de polyacrylamide, capillaires de silice).Dans les années 1980, il était possible
par plusieurs équipes 1’idée de réaliser une ¢électrophorése dans un tube tres fin d’un diametre
<200 pum d’ou la naissance d’une technique plus performante que les autres precédemment
existantes [8]. L’¢lectrophorése capillaire comme technique d’analyse a permis un gain de
rapidité de résolution et d’automatisation. Cette technique permet la séparation des protéines
contenues dans un sérum soumis a 1’action d’un champ ¢électrique aboutit a I’individualisation

de 5 a 6 fractions [5]

La composition globale de chacune des fractions va étre indépendante de la méthode, sachant
cependant que la mobilité de certaines protéines au sein méme d’une fraction donnée peut varier

en fonction du support. On va donc pouvoir individualiser de I’anode a la cathode :
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-Dans la fraction d’albumine, on trouve I’albumine et si le support le permet, cas de
I’¢électrophorése en veine liquide au sein d’un capillaire de silice fondue, le complexe

transthyrétine-retinol binding protéine ;

- Dans la fraction alphal, on trouve 1’orosomucoide et I’alphal antitrypsine avec orosomucoide
qui migre en avant de 1’alphal antitrypsine en électrophorese capillaire des protéines et qui est
non visible a I’¢électrophorése sur gel d’agarose en raison de son point isoélectrique tres acide

I’empéchant de fixer les colorants ;

-Dans la fraction alpha2, on trouve 1’alpha2 macroglobuline, I’haptoglobine et une trés faible
concentration d’IgA, en électrophorese capillaire des protéines I’ haptoglobine migre en avant

de I’alpha2 macroglobuline et dans 1’ordre inverse en I’électrophorese sur gel d’agarose ;

-Dans la fraction beta, 40 % environ des IgA totales et les pics beta 1 de la transferrine et beta
2 de la protéine C3 et C4 du systéeme du complément. Ces pics sont insérés sur la base de cette
fraction dont la hauteur varie en fonction de la concentration en IgA. On y retrouve également
environ 5 % des IgM et des IgG, ces derniéres étant essentiellement représentées par les 19G2
et les IgG4. La quantification des différentes fractions par mesure de I’absorption a 214 nm
permet également de mettre en évidence la lipoprotéine a la jonction des fractions alpha2 et

I’hémopexine dans la fraction en arriére de la lipoprotéine et en avant du pic alphal ;

-Dans la fraction Gama et sous forme d’un continuum d’allure gaussienne 95 % des IgG et [gM

et 60 % des IgA. [5]

Cette technique de séparation est sujette a plusieurs interférences qui influencent le résultat et
son interprétation. L’interférence peut étre due & un parameétre endogéne produit par
I’organisme présent dans le sérum comme c’est le cas de la CRP (fait 1’objet de notre travail)
qui est normalement absente du protéinogramme, peut au cours d’une inflammation aigué voir
sa concentration augmenter de fagon considérable, jusqu’a plus de cent fois sa concentration de
base qui est inférieure a 5 mg/L.En électrophorese capillaire, elle se situe a la jonction beta 2
Gama rapide et en 1’¢électrophorése sur gel d’agarose, elle a une mobilité moyenne.La visibilité
de la CRP sur le protéinogramme au cours d’une forte inflammation est un fait a connaitre car

elle peut étre a I’origine d’une confusion avec une Ig monoclonale et, beaucoup plus rarement,
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avec un phénotype hétérozygote de la fraction C3 du complément, a ne pas confondre avec un
produit de dégradation du C3 [4] sans oublier d’autres parametres tel que la bilirubine qui se
manifeste sur 1’électrophorése capillaire par une bisalbuminémie caractérisé par un
dédoublement de pic de la fraction d’albumine ou apparition d’une fraction supplémentaire au
c6té anodique ou bien a un paramétre exogéne administré a des fins thérapeutiques (antibiotique
, anticorps monoclonaux) ou diagnostiques comme les produits de contraste qui se manifestent
par une augmentation du pic alpha 2 en aspect monoclonal ou un dédoublement du méme pic,
ce type d’interférences observées avec les produits de contraste peut étre confondus avec une
immunoglobulinopathie monoclonale de type A quand la fraction alpha2 est modifiée ou bien
de type M quand la fraction béta 2 est altérée . La CRP ou Protéine C réactive a été découverte
pour la premiére fois en 1930 par Tillet et Francis, elle est appelée ainsi, vu sa propriété de
précipiter en présence du polysaccharide C du pneumocoque, c’est une bétaglobuline de 118

kilodalton [9].

La CRP est un bio marqueur de la phase aigiie de I’inflammation « acute phase protéine » qui
varie suite a certaines pathologies notamment 1’infection, la nécrose tissulaire et le traumatisme,
sa présence dans le sang est un signe d'inflammation systémique [10,11].Elle est synthétisée et
sécrétée principalement dans les hépatocytes [12] et régulée par l'interleukine-6, I'interleukine-
1 et le facteur de necrose tumorale alpha [13]. Le taux plasmatique normal de CRP dans une
population saine sans signe d'inflammation aigué est inférieur ou égale a 2mgL [10]. Il y a une
augmentation rapide de la CRP circulante a partir des niveaux normaux de 1mgL jusqu'a 3000
fois en réponse a une lésion tissulaire aigué, une inflammation ou une infection, elle diminue
ensuite rapidement lorsque la lésion ou l'inflammation se résorbe [14]. Les taux de CRP sont
aussi élevés chez les patients souffrant d'hypertension ou aprés un pontage cardiopulmonaire
[15,16] ce qui implique la CRP dans la physiopathologie des maladies cardiovasculaires. Ces
différentes situations pathologiques a I’ origine de 1’augmentation des taux de CRP dans
I’organisme nous poussent lors de I’interprétation du protéinogramme de bien savoir le tableau

clinique de nos patients pour pouvoir éviter toute investigation complémentaire inutile.

Etude de linterférence de la CRP dans I’électrophoreése capillaire : Dans notre série
d’échantillons, la CRP a pu atteindre des concentrations 100 fois son taux de base, ce qui reflete

le caractére aigue de I’inflammation rencontrée chez ces patients prélevés. En électrophorése
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capillaire des protéines sériques, la CRP est toujours absente. Cependant I’augmentation de son
taux (100 fois) a permis une visibilité de ce marqueur dans la jonction béta gamma [2]. Par
rapport aux autres protéines de I’inflammation, la CRP a une amplitude de variation tres
importante comme c’est le cas de notre Série, ce qui explique son apparition sur les tracés
électrophorétiques rendus par des techniques plus résolutives comme 1’¢électrophorése capillaire
[17]. Nos résultats ont montré des pics en béta 2 varient de 6.8 a 17% pour une moyenne de
11.8 %, alors que I’intervalle normale était entre 3.2 et 6.5 %. Ce dédoublement dans la fraction
protéique béta 2 se concorde avec 1’étude de Cellier et al [2]. Concernant la corrélation entre
les valeurs des CRP et les valeurs des pic en béta 2 quantifiés obtenus on a calculé le p-value on
a obtenu une valeur de 0.09. Toute valeur p égale a 0.05 est dite significative, alors qu’une
valeur comprise entre 0.05 et 0.1 comme dans le cas de notre série, est considéree comme
marginalement significative. L’apparition du pic en béta 2 crée une confusion avec
I’interprétation d’une gammapathie monoclonale par présence des immunoglobulines ou un

phénotype hétérozygote de la fraction C3 du complément [18].
Conclusion

L’¢électrophorese s’ajoute aux techniques de séparation des éléments en suspension dans un
liquide selon plusieurs critéres. L’électrophorese capillaire des protéines sériques est une
technique d’analyse qui repose sur la séparation des molécules selon leurs charges et leurs poids
moléculaire sous I’action d’un champ électrique .Elle répond aux contraintes de simplicité de
performance et de tracabilité. Cependant elle est sujette de plusieurs interférences analytiques
qui peuvent modifier 1’aspect du tracé €lectrophorétique et donc influencer I’interprétation du
biologiste. Ce travail a permis d’éclaircir le type d’interférence biologique due a la CRP qui
correspond a I’augmentation du pic Béta 2. Ce type d’anomalie peut étre confondu avec d’autres
pathologies plus dramatiques comme une gammapathie monoclonale, ce qui nécessite une
connaissance préalable par le biologiste pour assurer une bonne interprétation a 1’écart des

évenements artéfactuels.
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Tableau :
Les échantillons CRP (mg/) Fraction beta 2 (g/)
1 211 7.6
2 224 11.1
3 247 12.6
4 231 10.2
5 316 9.8
6 456 9
7 254 9
8 320 6.6
9 286 5.6
10 414 6.3
11 320 7.4
12 244 9.6
13 506 12.6
14 288 9.4
15 320 6.5
16 367 75
17 304 4.4
18 320 8.8
19 265 8.6
20 320 10.5

Tableau 1 : Tableau des valeurs de CRP et de la fraction béta 2 des échantillons.
Figure :

Figure 1 : Protéinogramme de [’échantillon a CRP=265 mg/l montrant un pic en béta 2.
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Figure 2 : Protéinogramme de I’échantillon a CRP=506 mg/l montrant un pic en béta 2.

Figure 3 : Protéinogramme de [’échantillon a CRP=244 mg/l montrant un pic en béta 2.
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