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LCR : Liquide céphalo-rachidien.

LCS : Liquide-céphalo-spinal.

[F : Immunofixation.

EPP : Electrophorése des protéines sériques.
HK : Héxokinase.

BJ : Bence Jones.

DO : Densité optique.

EDTA : Acide éthyléne diamine tétra acétique.
R1 : Réactif 1.

R2 : Réactif 2.

ATP : Adénosine triphosphate.

G6P-DH : Glucose-6-phosphate déshydrogénase.
NAD+ : Nicotinamide adénine dinucléotide.
GLDH : Glutamate déshydrogénase.

ADP : Adénosinediphosphate.

Na+ : Sodium.

K+ : Potassium.

Cl-: Clore.

Mg2+ : Magnésium.

lg (G,AM,D,E) : Immunoglobuline ( G,A,M,D,E).
K et A : Kappa et Lambda.



Présentation du lieu de stage

Biochimie-pharmaco-toxicologie

Le Laboratoire Central d’Analyses Médicales est situé au batiment J et congu comme un

pole d’activité hospitaliére comportant plusieurs spécialités d’analyses médicales :

= Biochimie et pharmaco-toxicologie.
= Anatomie pathologique.

= Bactériologie-Immunoanalyses.

= Parasitologie.

= Hématologie.

= Génétique médicale et biologie moléculaire.
Il se compose de :

= Salle de réception.

= Salle de prélévements.

= Laboratoire de biochimie/Pharmacotoxicologie.
= Laboratoire d'hématologie.

= Laboratoire de bactériologie /Immunologie.

= Laboratoire de parasitologie.

= Laboratoire de génétique.

= Laboratoire d'anatomie pathologie.



La création d'un laboratoire central d'analyses médicales au sein du CHU est une premiére
nationale. Cette conception adoptée récemment dans les laboratoires hospitaliers

internationaux permet de :

= Optimiser les moyens techniques et le budget de fonctionnement du laboratoire.

= Offrir des plateaux techniques spécialisés de grande qualité ouverts a toutes les disciplines
biologiques.

= Par une communication informatique inter laboratoires, un échange continu d'informations
et une complémentarité dans les bilans réalises.

= Assurer une formation compléte et de haut niveau aux résidants de biologie, de génétique et

d'anatomie pathologique.

Avec son plateau technique performant, son équipe multidisciplinaire et motivee et sa
situation privilégiée au sein d'un CHU qui est dotée d'une offre de soins de grande qualité et
fortement diversifiée, le laboratoire peut jouer un réle majeur au niveau de la région et méme
au niveau national. Il s'agit d'une structure ouverte sur le milieu extérieur pouvant
parfaitement se positionner en prestataire de services pour les laboratoires privés régionaux et
pour toutes les infrastructures médicales privées et publiques de la région. Pour certains poles
d'excellence qui sont développés pour la premiére fois au niveau national, le laboratoire peut
jouer le réle de leader technique et scientifique, de prestataire de services et de centre de

formation pour le développement des mémes techniques dans les autres structures médicales.

Mon stage de fin d’étude a été effectué au sein du service de Biochimie-Pharmacologie, doté
de:

v Deux Automates, Olympus AU640 et AU400.
v Appareils de Centrifugation.
v Un appareil d’électrophorése SEBIA.

Techniciens de laboratoire :

- 43 techniciens exercent au niveau des différents laboratoires (Pour le laboratoire de
biochimie on a 8 techniciens).

Gréace a leur dévouement et la qualité de leur formation, les prestations du laboratoire
sont offertes 24h/24 et 7j/7.



introduction



La biochimie est la discipline scientifique qui éetudie les réactions chimiques ayant lieu au

sein du vivant et par conséquent, au sein des cellules.

On préte a Carl Neuberg la création de ce terme en 1903 d'apres la racine grecque
Bioynyucia (biochémeia) (1,2), c'est-a-dire en tant que chimie de la vie, mais c'est un mot qui

circulait déja en Europe depuis la fin du XIXe siecle.

C'est en 1929 que Théodore Svedberg a l'idée de soumettre le matériel cellulaire a une
centrifugation poussée (ultracentrifugation) afin d'isoler les différents constituants des
cellules. En 1906, le botaniste Mikhail Tswett met au point la chromatographie, technique

permettant de séparer les biomolécules.

En 1951, Erwin Chargaff (3) montre que la molécule d'ADN, connue depuis 1869, est
essentiellement présente au niveau des chromosomes. On remarque aussi qu'il y a autant

d'adeénine que de thymine, de guanine que de cytosine.

Aprés l'automatisation des techniques et l'informatisation, la biologie médicale vit ces
derniéres années une véritable nouvelle révolution avec I'apparition de nouvelles technologies
et un accroissement considérable de nos connaissances dans les sciences du vivant. Certaines

de ces avancées sont déja accessibles pour un grand nombre de laboratoires.

Et puisque mon stage dans le laboratoire de biochimie est basé sur les analyses medicales, je
dois citer tous parametre biochimique s’effectuer dans ce dernier, a travers les tableaux

suivants :
I11. Analyses réalisées sur les automates Olympus AU640/AU400 :

4. Test dans les urines :

49- Acide Urique 54- Magnésium 59- Sodium
50- Amylase 55- Micro albumine 60- Glucose
51- Calcium 56- Phosphore minéral 61- Urée
52- Chlore 57- Potassium

53- Créatinine 58- Protéines

Les prélevements urinaires sont de 24 heures avec diurese obligatoirement mentionnee

Tableau 1 : Analyses réalisés sur les automates Olympus AU640/AU40Q0, tests dans ’urine.



5. Tests dans le sang :

=

- Acide urique

17- CRP (Protéine C reactive)

33-

Lactate déshydrogénase (LD H)

]

- Albuminémie

18- capacite latente de fixation de fer
(UIBC)

34-

LOL-Cholesterol

- Bilirubine Totale

23- Gamma glutamyl transférase (GG T)

39-

3- Amylase 19- Facteur rhumatoide 35- Lipase

4- ASLO 20- Fer serique * 36- Lipoprotéine A 1(ApoAl)
5- Alpha-1-Antitrypsine 21- Ferri tine* 37- Lipoprotéine B (ApoB)
6- Bilirubine Directe 22- Glycemie 38- Magnesium Plasmatique
7

Phosphatases Alcalines

8- B-2-microglobuline 24- GOT 40- Phosphore minéral
9- Calcium 25- GPT 41- Pré albumine

10- Chlore 26- Haptoglobine 42- Protéines totales
11- Cholestérol Total 27- Hémoglobine glycosylée (HbAlc)** | 43- Potassium

12- Complément 3 (C3) | 28- H D L-Cholestérol 44- Reserve Alcaline
13- Complement 4 (C4) | 29-Immunoglobuline G (IgG ) 45- Sodium

14-CPK 30- Immunoglobuline M (IgM ) 46- Triglycérides
15-CPK-MB 31- Immunoglobuline A (IgA) 47- Transferrine

16- Créatinine 32- Lactate 48- Uree

Tous les prelevements sont réalises sur tube heparine (tube vert)

* |e prélevement sur tube sec (tube rouge)

**le prélevement est réalise sur tube EDTA ( tube move)

Tableau 2 : Analyses réalisés sur les automates Olympus AU640/AU400, tests dans le sang.

6. Testsdans le LCR :

62- Chlore

64- Lactate

66- Protéine

63- Glucose

65- 19G

Tableau 3 : Analyses réalisés sur les automates Olympus AU640/AU400, tests dans le LCR.




IV. Différentes analyses réalisées sur I’appareil Hydrasys (Sebia) :

67 - Electrophorése des
protéines sériques (EPP)

b8 - Electrophorése des
protéines de BENCE JONES (B))

70 - Immunofixation ( IF)
71- Electrophorése de protéines
dans le LCR

Pour EPP et IF les prélévements sont réalisés sur tube sec.

Les B) se font sur les urines de |a deuxiéme miction (urine fraiche).

Pour L'électrophorése dans le LCR faire simultanément un prélévement sanguin sur tube sec ( tube rouge).

Tableau 4 : Analyses réalisés sur ’appareil Hydrasys Sebia.

Le nombre d’analyses meédicales est trés grand et varié, j’ai choisis quelques parametres

biochimiques sur lesquels mon étude pratique a été réalisée. Pour les dosages des parametres

biochimiques, le choix était trés facile parce qu’il y a des dizaines des analyses biochimiques

qui sont disponibles toutes les jours, par contre dans I’électrophorése j’étais obligé de traité

I’¢lectrophorése des protéines sériques et 1’immunofixation, puisque 1’¢lectrophorése des

protéines de BENCE JONES (BJ) et 1’¢lectrophorése des protéines dans le liquide Céphalo-

Rachidien (LCR), sont rares a demander et je n’ai pas le temps d’avoir les résultats.

Dosage des parametres biochimique

Electrophorése

SANG URINE LCR EPP IF
Glycémie Urée (diurese | Protéines Gel de 7 patients Gel d’un patient
de 24 h)
Totales

Tableau 5 : Analyses sur lesquelles mon étude a été réalisée.




Mon stage, a une durée de deux mois, il consiste a faire une tournée aux différentes unités
au sein du laboratoire de biochimie, pour observer toutes les analyses médicales dans ce

dernier et avoir une idée sur les procédures d’analyses médicales.

Il faut bien noter que j’ai une excellente opportunité de connaitre le principe de
fonctionnement de 1’automate et de 1’appareil d’électrophorése et les leurs techniques de
manipulation, ainsi d’avoir comment 1’équipe de laboratoire de biochimie au sein de CHU

respecte les bonnes pratiques cliniques.



partie theorique



2. Procédure d’analyse dans le service de biochimie :

Apres avoir récupéré les tubes de la salle de prélevement des échantillons, ils vont étre
acheminés vers I’unité¢ de Biochimie générale ou se trouve les techniciens de laboratoire qui
doivent commencaient par les controles et les calibrateurs de 1’automate, puis le triage des

¢échantillons, centrifugation des tubes, la mise en analyse jusqu’a 1’obtention des résultats.

2.1.Phase pré analytique :

C'est la premiére phase de lI'analyse médicale. Elle comprend I'état du patient (& jeun ou non),
la phase de prélevement, celle de I'étiquetage des échantillons prélevées, de I'enregistrement
des demandes d'analyses, de la centrifugation, de l'aliquotage des prélévements et de leur
prétraitement éventuel (filtration, lyse des cellules, etc.). Pendant cette étape un certain
nombre d'opérations peut fausser les résultats comme par exemple l'utilisation d'un tube avec

un mauvais anticoagulant ou la présence d'une hémolyse.

Au niveau matériel, la phase pré analytique englobe la calibration des appareils pour avoir
des résultats fiables et reproductible. Le laboratoire de biochimie contient deux appareils
d’analyse médicale : I’appareil Hydrasys Sebia qui ne nécessite pas I’étape de calibration et
I’automate Olympus AU640/AU400 qui est incapable de donner des résultats précis, en
absence de calibration, puisque ce dernier est basé sur la photométrie, la courbe d’étalonnage
de chaque paramétre biochimique ( Densité Optique (DO) en fonction de concentration du
parameétre biochimigue en question) doit avoir une calibration bien précis et chaque jour, ce

processus s’effectué en deux étapes qui sont :

2.1.1. Controle :

Les controles se sont des solutions pré a 1’emploie, il contient des concentrations connue
d’un paramétre biochimique, par exemple le glucose et on le fait passer ce controle a

I’automate (4).

Par la suite le résultat obtenu nous indique sur la précision d’analyse du parameétre concerné.



1.1.2. Calibrateurs :

Ce sont des solutions pré a I’emploie, ils sont utilisés on cas ou les contréles prononces des
faux resultat, d’un seul ou bien de plusicurs parameétres biochimiques, ce qui déclare
I’utilisation d’un calibrateur pour remettre le ou les paramétre(s) biochimique(s) aux valeurs

normaux (5).

On peut avoir un contrdle ou bien un calibrateur spécifique d’un ou bien de plusieurs

parametres biochimiques.

Apres avoir calibré I’automate, il devra étre prét a I’utilisation, la mise en analyse commence
mais il faut d’abord préparer des échantillons numérotés, ¢’est pour cela les phases qui suivent
toutes les étapes de la phase pré analytique seront le triage des échantillons et la

centrifugation.

1.1.3. Triage des échantillons (Sang, Urine, LCR...) :

Le triage des échantillons est commencé par la classification des différentes liquides a
analysées, selon leur nature, ¢’est -a-dire chaque liquide biologique a une paillasse bien précis
puis ces liquides biologique subirent une deuxiéme classification basé sur les sources des
patient : si le patient est hospitalisé au sein de 1’hdpital sera nommé “’ interne’’, par contre si

le patient est non hospitalisé il sera nommé’ externe”’.

Pui chaque couple tube-band doit avoir le méme numéro, les bands numérotés seront regus
par le technicien responsable de la saisie et les tubes numérotés seront centrifugés puis

distribués dans les racks selon leurs ordres numériques.

Les données du patient (numéro obtenu aprés le triage, nom de patient et les analyses a faire)
seront saisies pour que le systéme informatique de 1’automate devienne capable de comparer
ces dernieres informations avec les racks numérotés qui contiennent les échantillons

numérotées.

1.1.4. Centrifugation :

La centrifugation est une technique indispensable au laboratoire de biochimie, puisque toutes
les prélevements recus (Sang, Urine, Liquide gastrique, Liquide pleurale, LCR...) doivent
subirent la centrifugation avant la mise en analyse, pour obtenir du plasma pour le dosage des

parametres biochimiques et le sérum pour les analyses elecrophorétiques.



1.2. Phase analytique :
Il concerne la mise en analyse soit a travers l’automate, soit a travers I’appareil

d’¢lectrophorese. (Voir matériels est méthodes)
1.3. Phase post analytique :

La phase poste analytique, est le but d’une analyse médicale, il contient I’obtention et

I’observation des résultats. (Voir résultats)



Partie Pratique



I. Matériels et méthodes :
1. Modaliteés de prélévement des échantillons:
1.1. Sang :
La personne est accueillie, & jeun ou non, et répond a un formulaire. Le technicien procéde

ensuite au prélevement d'un volume de sang déterminé au niveau d'un vaisseau sanguin

veineux, capillaire ou artériel (6,8).

Figure 1 : ponction veineuse.

Le sang est réparti dans différents tubes en respectant les priorités dues aux adjuvants de

ceux-ci. Un pansement est ensuite placé au niveau du point de ponction :

= Compresses et ouate.
= Garrot.

= Antiseptique.

= Gants non stériles.

= Aiguille.

= Tubes de prélevement sanguin (tube sec, tube citraté, tube EDTA, tube
hépariné, Vacutainer®).



Il faut mentionner que le couleur d’un tube, précise 1’absence ou la présence de
I’anticoagulant, ainsi que leur nature et le service capable d’analyser ce dernier comme

indique le tableau suivant :

Anticoagulant Application couleur
Aucun. Ou bien tube sec, Chimie clinique, sérologie, | ROUGE
(sérum) +gel séparateur Hormonologie, Biochimie
specialisée
Héparinates de Li (14,3 Chimie plasmatique VERT
U/ml) (ionogramme, Bilan CLAIR
lipidique...)
EDTA (di-K ou tri-K) Hématologie ; Hbalc VIOLET
1,5 mg/ml (LILAS)
Citrate de sodium Coagulation (1/10) BLEU
(0,105 mol/l) VS (1/5) NOIR
Fluorure de Sodium Glycémie, Lactates GRIS

Tableau 6 : Anticoagulants courants.

1.2. Urine :

L'urine est un liquide biologique composé des déchets de I'organisme. L'urine est secrétée
par les reins par filtration du sang, puis par récupération des molécules de I'urine « primitive »
pour former par la suite I’urine «définitive », qui sera expulsée hors du corps par le systeme
urinaire (9,10).



o Prélévement :

Le prélévement de 1’urine pour 1’analyse médicale et trés simple, il suffit de faire uriner le

patient dans un flacon stérile et ne pas oublier de noter le volume de la diurese.

Figure 2 : Flacon d’urine récolté en vue d’analyses en laboratoire.

1.3. Liquide Céphalo-rachidien (LCR) :

Le liquide cérébro-spinal (LCS) ou encore liquide céphalo-rachidien (LCR) est un liquide
biologique transparent dans lequel baignent le cerveau et la moelle épiniére. 1l est contenu
dans les méninges, plus précisément entre la pie-mére (qui recouvre le systeme nerveux
central) et l'arachnoide (qui tapisse le versant interne de la dure-mére), c'est-a-dire dans

I'espace sub-arachnoidien (11,14).

o Prélevement :

Figure 3 : Ponction Lombaire.



Le prélevement d'un peu de liquide céphalo-rachidien se fait, lors d'un acte médical appelé
ponction lombaire, dans le bas du dos, entre la 4eme et la 5éme vertébre lombaire. La
ponction lombaire entraine souvent des maux de téte suite a la modification de la pression

s'exercant sur le cerveau.

La ponction lombaire permet de diagnostiquer plusieurs pathologies: bactériologique,

cytologique (analyse des cellules) ou biochimique.

2. Appareils d’analyses médicales :

2.1. Automate Olympus AU640/AU400 :

Figure 4 : Automate d’analyses médicales Olympus AU640.

Les automates d'analyses médicales permettent de réaliser un certain nombre d'analyses
médicales en un temps limité. L'augmentation des demandes de diagnostics biologiques
favorise I'apparition d'automates de plus en plus rapides et fiables au sein des laboratoires

d'analyses médicales, grace a l'industrie du diagnostic in vitro.



2.1.1. Notion des racks :

Ce sont des portoirs spécialisés a 1’automate, chaque rack contient 10 puits capable de fixer
10 tubes pour les échantillons (Sang, Urine, LCR...) et pour les tubes de calibration et de

contréle (15).

Chaque rack est additionné d’un code-a-barre, ce dernier contient un numéro qui définir les

tubes que je dois poser dans le rack. Exp du rack 31:

Notre rack est le rack numéro 31 donc, je dois multiplie 31 par 10 = 310, c’est-a-dire la
position 1 de ce rack contient le tube numéro 301, la position 2 contient le tube numéro 302,
la position 3 contient les tube numéro 303, jusqu’a la dernicre position 10 qui contient le tube

numéro 310. Cette formule est valable pour tous les racks par exemple :

e Lerack numéro 1 : les tubes seront de 1 jusqu’a 10.
e Lerack numéro 13 : les tubes seront de 121 jusqu’a 130.

Il ne faut pas oublier que chaque code-a-barre est contient un numéro pour le manipulateur
et un notre numéro sous forme d’un code, les deux signifiés le méme numéro, mais le code est
réservé a I’automate puisque ce dernier a des rayons laser qui lui permet de reconnaitre le

nombre de rack, ainsi que les numéros des tubes fixer sur ce rack.

Les Figures 5 et 6 illustrent I’exemple du rack 31 :

Figure 5 : Code-a-barre du rack N° 31.



Numéros et localisation
des tubes dans le rack 31

Figure 6 : Numéros et localisation des tubes dans le rack N° 31.

2.1.1.1. Différents types des racks :
Dans le laboratoire de biochimie a CHU Hassan de Fés, on a 4 types des racks qui sont :
Rack blanc : le rack blanc est utilisé pour tous types d’échantillons (Sang, Urine...).

Rack jaune: le rack jaune est utilisé pour faire la calibration de I’automate Olympus
AU640/AU400.

Rack vert: utilisé pour le contréle normal et pathologique de 1’automate Olympus
AU640/AU400.

Rack rouge : le rack rouge est utilisé pour les échantillons d’urgences.



2.1.2 Présentation de ’appareil :

2.1.2.1 Résumé du processus :

© Rofrigorated rasgont
companments

Washing station

Spocial coated mixers
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ISE unit
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Cooled STAT rotor

Figure 7 : Les composants superficiels de I’automate Olympus AU640.

Ce systeme réalise une analyse automatisée des échantillons de sérum, plasma, urine, liquide
céphalo-rachidien, ainsi que d’autres liquides organiques... II mesure les différents

composants de I'échantillon et génere automatiquement les résultats.
Ca composition générale est (\Voir Figure 7):

1. Deux rotos tournantes des réactifs, I'un contient des réactifs (R1) et I’autre contient des
réactifs (R2). Il faut noter que chaque parametre biochimique a deux réactifs R1 et R2, donc
au cour d’analyse biochimique de glucose par exemple le réactif R1 contient : de L’ATP ;
Mg2+ et I’hexokinase (HK) et le réactif R2 contient : le glucose-6-phosphate-déhydrogénase
(G6P-DH) pour établir les réactions suivants (16,20):

Glucose + ATP HK, Mg2+ Glucose-6-phosphate  +  ADP.

Glucose-6-phosphate + NAD+ G6P-DH Gluconate-6-phosphate + NADH + H+.
e



La concentration du NADH dans la cuve est proportionnelle a celle de glucose dans la méme
cuve, qui provient du plasma de 1’échantillon. Et la Densité optique du mélange est
proportionnelle a la concentration de NADH.

Les deux réactifs R1 et R2 ont en commun : un tampon et un conservateur.

2. Station de lavage qui permet de laver les micro-cuves qui contient : les réactifs R1 ; R2 et
I’échantillon a analysés aprés toute utilisation, c’est-a-dire apres la lecture d’une Densité
Optique (DO), d’un paramétre biochimique le rotor de ces cuves a Densité Optique (Figure 7
I’indice numéro 2) qui est capable de tourner, se dirige vers la station de lavage pour
s’¢éliminer des réactifs et de I’échantillon déja lue sa Densité Optique, donc les cuve seront
lavés pour avoir s’effectuer un autre paramétre et le cycle continuera (chaque lecture d’une

Densité Optique est suivi d’un lavage des cuves).

3. Un mixeur automatique lié a une petite station de lavage appliqué au niveau des rotors des
cuves a Densité Optique (Figure 7 I’indice numéro 3), il mixte chaque cuve contient les
réactifs et 1’échantillon pour homogénéiser ces derniers, donc préparer les cuves a la lecture.
Il est composé de trois paires d’éguilles, aprés 1’utilisation d’un pair d’égaille a une cuve, il se
tourne pour mixer une autre cuve par ’autre pair qui est déja lavés, donc les aiguilles de
lavage seront appliquer a tour de rble et seront en permanence lavage pour éviter la

contamination.
4. Un rotor contient les cuves a densité optique (Figure 7 I’indice numéro 4).

5. Unité des ions, il contient des électrodes de Cl-, K+, Na2+ qui permettent d’effectuer le

dosage sérique des ions (Figure 7 I’indice numéro 5).

6. Une seringue robotisée (Figure 7 I’indice numéro 6), qui permet de pipeter des volumes tres
fins de I'ordre de lul, a travers les tubes contenant les échantillons, il déplace le volume
pipeté dans la cuve a densité optique en attend les volumes des réactifs R1;R2 provenant des
autres seringues localisés au niveau des rotors contenant les réactifs pour se préparer au

mixage.

7. Un portoir des racks contenant les échantillons, il posséde des rayons laser pour connaitre
le nombre de rack (de 1 jusqu’a 49) posé par le manipulateur et de connaitre aussi le nombre

de tube fixer par chaque puis de ce rack (Figure 7 I’indice numéro 7).



8. Une station de réfrigération pour les réactifs et pour le rotor des cuves, puisque la

température est un fondamental facteur dans les réactions biochimiques.

2.1.2.2. Automatisation par informatique :

L'ensemble du processus d'analyse est contrélé par un systeme informatique directement
relié au systeme et situé a proximité de I’appareil, faisant partie intégrante du systéme. Le
systeme informatique est un PC exécutant une interface utilisateur graphique. (figure 5).

Figure 8 : Le systeme informatique de I’automate Olympus AU640.



2.2. Appareil d’électrophorése Hydrasys Sebia :

SEBIA

Figure 9 : L’appareil d’électrophorése Hydrasys Sebia.

L’¢lectrophorése et la chromatographie se sont les principales techniques utilisées en
biologie pour la séparation et la caractérisation des molécules. Elle a quelques applications en
chimie, mais est principalement utilisée en biochimie ou biologie moléculaire pour la
séparation des protéines ou des acides nucléiques. Dans un milieu donné, la séparation des
particules se fait en fonction de leur charge électrique et pour des charges identiques, en

fonction de leur taille.

L'électrophorése des protéines est une méthode d'analyse d'un mélange de protéines par une
électrophorese sur gel. Elle repose sur la capacité des protéines chargées a migrer au travers
des pores d'un gel lorsqu'on applique un courant électrique, obligatoirement a partir de sérum

sanguin (le plasma sanguin ne convient pas).

L’appareil SEBIA utilise la méme procédure, c'est-a-dire 1’électrophorése sur gel d’agarose,

elle a pour chaque teste un kit pré a I’emploie.



2.2.1. Présentation de ’appareil :
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Figure 10 : Les différents composants de ’appareil Hydrasys Sebia.

L’appareil Sebia est un automate multiparamétrique, semi-automatique permet la réalisation
des différents phases de 1’électrophorése sur gel d’agarose : application des échantillons,

migration, incubation, séchage, coloration, décoloration, et séchage final.
L’automate est constitué de :
» Une alimentation (Haute tension 1000 V),
» Un module de migration composé de :
e Un chariot de migration,
e Une tige de fixation pour masque,
» Un module de coloration contenant un porte-film,
» Une interface utilisateur composée :
e D’un afficheur alphanumérique a cristaux liquides de 4 lignes de 40 caractéres.

e D’un clavier de 21 touches.



2.3. Centrifugeuse :

Figure 11 : Appareil de centrifugation.

La centrifugation est une technique permettant de séparer les composés d'un mélange en
fonction de leur densité en les soumettant a une force centrifuge. Le mélange a séparer peut
étre constitué soit de deux phases liquides, soit de particules solides en suspension dans un

fluide. L'appareil utilisé est une machine tournante a grande vitesse appelée centrifugeuse. :

Souvent, dans le laboratoire de biochimie on utilise le plasma dans les analyses médicales,
sauf avec des échantillons sur tube sec par exemple dans le cas d’électrophorése ou on a

besoin de sérum qui est non additionné d’un anticoagulant.



3. Paramétres biochimiques a analysés :

Comme j’ai déja déclaré dans I’introduction, Les paramétres biochimiques sur lesquelles

mon étude a été réalisés sont:

Dosage des parametres biochimique Electrophorése
SANG URINE LCR EPP IF
Glycémie L’urée Protéines 7 patients 1patient

(diurese de | Totales
24 h)

Tableau 7 : Analyses sur lesquelles mon étude a été réalisée.

3.1. Dosage des parametres biochimique :
3.1.1. Tests dans le sang :
3.1.1.1. Dosage du Glucose Sanguin(Glycémie) :
Application :

C’est un test enzymatique (héxokinase) utilisé dans la détermination quantitative du glucose

plasmatique.
Résumé :
Lorsque I’organisme est a jeun, les niveaux de glucides sanguins sont régulés par le foie : ces

niveaux sont ainsi régulés avec précision pour ne pas dépasser des limites données a travers

les hormones secrétaient par le pancréas endocrine.

Principe de la méthode :

Le glucose est phosphorylé par I’action de I’hexokinase (HK) en présence d’adénosine
triphosphate (ATP). La glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH) oxyde le glucose-6-
phosphate de facon spécifique pour produire du gluconate-6-phosphate : NAD+ est
simultanément réduit en NADH. L’augmentation de [’absorbance a 340 nm est

proportionnelle a la concentration en glucose dans 1’échantillon (16,20).




Principe de la réaction :

Glucose + ATP HK, Mg2+ Glucose-6-phosphate + ADP.
—_—)

Glucose-6-phosphate  + NAD+ G6P-DH Gluconate-6-phosphate  + NADH + H+.
—_—)

Composition des réactifs utilisés au cours du test :

e Tampon PIPES (PH 7,6) 24,0 mmol/L
e ATP > 2,0 mmol/L
e NAD+ > 1,32 mmol/L
e Mg2+ 2,37 mmol/L
e Hexokinase > 0,59 KU/L
e G6P-DH > 1,58 KU/L

e Conservateur
3.1.2. Tests dans les Urines :

3.1.2.1. Dosage de L’urée :
Application :

Test de coloration cinétique utilise dans la détermination quantitative de 1’urée dans le

plasma.

Résumé :

L’urée est synthétisée dans le foie. Elle est le produit final du métabolisme des protéines et
des acides aminés. La synthése de 1’urée dépend donc de la consommation journaliére en

protéines et du métabolisme endogeéne des protéines. La majeure partie de I’urée produite au

cours de ces processus metaboliques est éliminée par filtration glomérulaire.

Principe du test :

L’urée est hydrolysée en présence d’eau et d’uréase, cette réaction produit de I’ammoniac et
du dioxyde de carbone. L’ammoniac produit au cours de la premiere réaction se lie au 2-
oxoglutarate au NADH en présence du glutamate déshydrogénase (GLDH) pour former du
glutamate et NAD+. La baisse de I’absorbance de NADH par unité de temps est
proportionnelle & la concentration en urée (21,28).



Principe de la réaction :

Urée + 2H,0 Uréase | 2NH,” + COs*

2-Oxoglutarate + 2NH,” + 2NADH _GIDH 2 L-Glutamate + 2NAD' + 2H,0.

Composition des réactifs utilisés au cours du test :

e Tampon Tris 100 mmol/L

e NADH > 0,26 mmol/L
e Tétra-sodium diphosphate 10 mmol/L

e EDTA 2,65 mmol/L

e 2-Oxoglutarate > 9,8 mmol/L
e Uréase > 17,76 KU/L
e ADP > 2,6 mmol/L
e GLDH > 0,16 KU/L

e conservateur
3.1.3. Testsdans le LCR :
3.1.3.1. Dosage des Protéines Totale :
Application :

Test de coloration photométrique utilisé dans la détermination quantitative des protéines dans
le plasma.

Résumé :

Les protéines totales sériques représentent la somme de toutes les protéines circulant dans le
sérum et protéines constituent ’'un des composants principaux du sang. Les mesures des
protéines totales sont utilisées dans le diagnostic et traitement de différentes maladies
affectant en particulier le foie, les reins ou la moelle osseuse, ainsi que d’autres troubles

nutritionnels et métaboliques.

Principe du test :

Les ions cuivriques en solution alcaline réagissent avec les protéines et les polypeptides
comprenant un minimum de deux liaisons peptidiques pour former un complexe de couleur
violette. L’absorbance du complexe a 540/660 nm est directement proportionnelle a la

concentration en protéines de 1’échantillon (29,31).



Principe de la réaction :

Protéine + Cu® OH Complexe Bleu-Violet.

Composition des réactifs utilisés au cours du test :

e Hydroxyde de sodium 200 mmol/L
e Tartrate double de sodium et de potassium 32 mmol/L
e Sulfate de cuivre 18,8 mmol/L
e lodure de potassium 30 mmol/L

3.2. Electrophorése :

3.2.1. Electrophorese des protéines sériques (EPP) :

L'électrophorése des protéines est une méthode d'analyse d'un mélange de protéines par une
électrophorese sur gel. Elle repose sur la capacité des protéines chargées a migrer au travers

des pores d'un gel lorsqu'on applique un courant électrique.

L'électrophorese est une technique chimique d'analyse des masses des molécules. Des
boutons Si on maitrise la porosité fine du gel, les molécules vont migrer vers le pdle

électrique opposeé de leur charge en fonction de leur taille.

Un protéinogramme est un examen médical fréquent. Il se présente sous la forme d'un tracé
comprenant cinq fractions : albumine, al et a2-globulines, Bl et PB2-globulines et v-

globulines, comme indique la figure 12 :

a2 globulines
Haptoglobine,

a2macroglobuline o
vglobulines:

Immunoglobulines: IgG, A, M, D, E
CRP

albumine cl ~ globulines

a1l globulines
a1 antitrypsine B1 globulines: transferirine, hemopexine
orosomucoide B2 globulines: Fraction C3 et C4 du complément

Figure 12 : Protéinogramme sérique normal.



Le plasma ne convient pas pour cet examen car il contient notamment du fibrinogene qui
fausse les résultats. De méme, un sérum hémolyseé est une source d'erreur d'interprétation car

la présence d’hémoglobine modifié le tracé.

3.2.1.1. Protocole opératoire :
e principe:

Les protéines sériques sont séparées en 5 fractions en tampon alcalin pH = 8,8 (tampon
Trisbarbital) puis colorées par I’amidoschwartz, I’excés de colorant est éliminé en milieu
acide. Le gel est ensuite décoloré et séché. La durée totale de la manipulation est d’environ 45

minutes pour un gel de 7 échantillons (7 sérums).

e Kit, composé de :

COMPOSANTS

Gels d'agarose (préts a I'emploi)

Meches tamponnees (prétes a I'emploi)
Diluant colorant (solution concentree)
Colorant amidoschwarz (solution concentrée)
Applicateurs (préts a I'emploi)

Papiers-filtres fins

Tableau 8 : Kit d’électrophorése des protéines sériques.



Protocole de migration :
=  Dépot des 7 échantillons dans 1’applicateur (figure 13).
= Fixation des méches tamponnées dans le chariot de migration (figure 14).
= Fixation du gel dans la piste de migration (figure 15).

= Fixation de I’applicateur qui contient les échantillons au chariot de migration,

puis lancement de I’appareil (figure 16).

Figure 13 Figure 14
@\

B\

S

7

;f/ Chariot de migratiun-

Figure 15 les meches
_ tamponnées

Figures 13, 14, 15, 16 : Etapes de migration dans I’électrophorése protéines

sériques.



e protocole de coloration :

= il suffit de fixer le gel au porte-filme et de mettre ce dernier dans la cuve de

coloration (figure 17).

Figure 17 : Etapes de coloration dans I’électrophorése des protéines sériques.

3.2.2. Immunofixation (IF) :

L'immunofixation est une technique immunologique permettant de mettre en évidence et de
préciser le typage d'une immunoglobuline monoclonale dans le sérum ou les urines d'un
patient. Elle tend actuellement a supplanter I'immunoélectrophorese. Elle présente un grand

intérét pour le diagnostic et le bilan de certaines hémopathies comme le myélome.

L'immunofixation permet d'identifier des immunoglobulines monoclonales dans un mélange,
en fonction de leur mobilité électrophorétique. Pour permettre cette identification, on utilise
des anticorps spécifiques a ces immunoglobulines. L'immunofixation permet notamment de
détecter les immunoglobulines monoclonales présentes dans des maladies telles que le

myélome ou le plasmocytome.

Elle consiste a déposer du serum sur un gel. Aprés application d'un courant électrique qui
permet la séparation des protéines en fonction de leur taille, des anticorps spécifiques de
chaque type d'immunoglobuline sont déposés sur le gel. Il apparait ainsi des bandes plus ou

moins étroites sur le gel, au niveau ou se situent les différentes immunoglobulines.



3.2.2.1. Protocole opératoire :
e Principe :

C'est une méthode de détection par précipitation, c’est-a-dire que lorsque I'on met en contact
I'immunoglobuline soluble avec I'anticorps correspondant, il se produit un phénomeéne de

précipitation, visible a I'eeil nu ou avec un appareil.

Les immunoglobulines monoclonales, marqueurs des gammapathies, sont détectées lors de
I’¢lectrophorése des protéines sérique. Elles se présentent sous forme de bandes anormales
situées essentiellement dans les zones beta ou gamma globulines. L’ immunofixation effectuée
a ’aide d’antisérums monospécifiques I’identification des bandes monoclonales dépistées par

électrophorese.
Elle se réalise en quatre étapes :
1. Séparation électrophorétique des protéines en gel d’agarose.

2. Fixation et immunoprécipitation des protéines séparées par électrophorése puis
I’application du fixateur et des antisérums sur le gel, au niveau des pistes de migration.
Les fixateurs des antisérums diffusent dans le gel puis précipite toutes les protéines et

les anticorps précipitent les antigénes correspondants.
3. Elimination des protéines non précipitées par pompage et lavage.

4. Coloration des protéines et comparaison de la position des bandes immunoprécipitées
avec celle des bandes anormales observées apres électrophorése des protéines.

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines formées de 4 chaines polypeptidiques:

[1 2 chaines lourdes identiques d’environ 50 kDa.

[] 2 chaines Iégeres identiques d’environ 25 kDa.



Il existe cing types de chaines lourdes (y, o, u, 8, €) définissant cinq classes d’anticorps (IgG,
IgA, IgM, IgD et IgE).

IgG IgE IgD

W

Figure 18 : Classes d’immunoglobulines

Les chaines légeres sont de deux types (k et A), et peuvent tre associées a n’importe quel type
de chaine lourde (32,33).

Pour identifier de fagon précise la nature de la bande monoclonale, I’échantillon est testé
sur six pistes dans le gel. Apres électrophoréese, une piste (ELP) sert de référence grace a
la précipitation de toutes les protéines présentes ; les cing autres pistes permettent de
caractériser la ou les bandes monoclonales grace a des anticorps spécifiques anti chaines

lourdes gamma (ig G), alpha (ig A) et mu (ig M) et anti-chaines légeéres kappa et lambda
(libres et liées).
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Figure 19 : Gel d’immunofixation positive pour tous les anticorps (explicatif).



Kit, composé de :

Gels d'agarose (préts a I'emploi)

Meches tamponnees (prétes a 'emploi)
Diluant colorant (solution concentree)
Colorant amidoschwarz (solution concentree)
Colorant violet acide (solution concentree)
Diluant (prét a 'emploi)

Fixateur (prét a I'emploi)

Immunoglobulines totales de mammifere
anti-chaines lourdes gamma (prétes a 'emploi)
Immunoglobulines totales de mammifére
anti-chaines lourdes alpha (prétes a 'emploi)
Immunoglobulines totales de mammifere
anti-chaines lourdes mu (prétes a I'emploi)
Immunoglobulines totales de mammifére anti-chaines
legeres kappa (libres et liees) (prétes a I'emplai)
Immunoglobulines totales de mammifére anti-chaines
legeres lambda (libres et liees) (prétes a 'emploi)
Applicateurs (préts a 'emploi)

Fapiers-filtres fins
Feignes de papier-filtre

Fapiers-filtres epais

Tableau 9 : Kit de I’'immunofixation.

L’immunofixation, comme I'immunoé¢lectrophorése, se déroule en deux étapes :

La premiere étape est identique pour les deux techniques. Elle consiste a déposer les
immunoglobulines contenues dans le sérum ou les urines sur un gel, puis a séparer
ces immunoglobulines en fonction de leur mobilité électrophorétique en les faisant
migrer sous I’effet d’un champ électrique. Cette migration dépend de la masse et de
la charge de I'antigéne. Une fois les immunoglobulines séparées, on peut passer a

I'étape suivante.

La deuxieme étape est fonction de la technique utilisée. L’immunofixation nécessite
de faire migrer le sérum testé plusieurs fois. Pour cela les anti-immunoglobulines ne
sont pas déposées dans une rigole, comme dans I'électrophorese, mais sont ajoutés

individuellement sur chaque piste de migration.



Reésultats




Les résultats seront selon le tableau suivant :

Dosage des parameétres biochimique

Electrophorése

SANG URINE LCR EPP IF
Glycémie L’urée Protéines 7 patients 1patient
(Diurése de | Totales
24 h)

11. Observation :

Tableau 10 : Analyses sur lesquelles mon étude a était réalisee.

1.1.1. Glycémie :

1.1. Résultats test dans le sang :

3. Dosage photométrique a I’aide de ’automate :

Figure 20 : résultat du dosage de glucose dans le sang.

On observe une hyperglycémie de 1’ordre de 2,06 g/l.




1.2. Résultat test dans I’urine :

1.2.1. Urée :

Figure 21 : résultat du dosage de I’'urée dans ’urine.

Dans les cas des diuréses de 24h on doit faire une correction des résultats comme la suite :
17,46 (mg/l) *24 (h) = 419,04 mg/24h.

Donc ce sujet présent une concentration urinaire de 1’urée de 1’ordre de 419,04 mg/ml.

1.3. Résultat test dans le liquide céphalo rachidien (LCR) :
1.3.1. Protéines totales :

Figure 22 : résultat du dosage des protéines totales dans le LCR.

Ce sujet présente une concentration élevé des protéines dans le liquide céphalo-Rachidien

(une hyperprotéiorachie) qui est de 1I’ordre de 547,98 mg/l.



4. Electrophorése a I’aide de I’appareil Sebia :
4.1.Electrophorése des protéines sériques :

N.B: Avant toute électrophorése des protéines sériques, il y a un dosage des
protéines totales sériques a 1’aide de 1’automate, pour avoir une idée sur la quantité des
protéines auront lieux dans cette 1’¢lectrophorese et afin de déterminer le pourcentage

de chaque fraction protéique. (Albumine, Alphal....)
Les valeurs normaux sont situés entre 65 et 80 g/I.
Liste des patients a analysés (Voir Figure 12):

> Pour ’EPP : 2°™ patiente, femme de 46 ans.

» Pour PEPP et I'IF : 4°™ patiente, femme de 74 ans souffre d’un plasmocytome.

Résultats (gel d’agarose) :
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femme de 74 ans :

femme de 46 - réservée a 'EPP et
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Figure 23 : résultat sur gel d’agarose de 7 patients.



Résultats aprés lecture a ’aide du densitométre :

Le gel sera ensuite étre posé sur un densitometre, qui est capable de lire chaque fraction

protéiques et de les transformées en protéinogramme interprétable. (\Voir Profile 1)

o 2°™ patiente, femme de 46 ans :

Protides totaux - s2 .0 o/ L ASG - > | =%

PO X Te

Fraction o723 3
AL Gam i me 56 .2 24 .9
Alpha 2 3.7 = >
Alpha 2 1A0.232 .3
Beta 1 .2 S.7
Beta 2 S.2 2.5
G arvan o 15 .0 > >

Figure 24 : Protéinogramme de la 2°™ patiente.

Le profil montre une discrete hypoalbuminémie de 1’ordre de 34,9 g/l.

4.2 L’ immunofixation :

N.B: avant toute électrophorése par immunofixation, il faut d’abord effectuer une
électrophorese des protéines sériques, si on a une variation dans la zone Gamma
(hypergammaglobulinémie ou bien hypogammaglobulinémie), I’immunofixation sera prescrit.
D’autre manicre la présence d’une gammapathie dans le protéinogramme obtenu par

électrophorese des protéines sériques qui prescrit I’ immunofixation.

Notre patiente est une femme de 74 ans, elle consulte le laboratoire de biochimie pour

effectuer une électrophorese des protéines sériques afin d’obtenir les résultats suivantes :



o La4*™ patiente, femme de 74 ans :

= Protéinogramme :

Protides totaux = 59.0 g/ AN/G = ©0.70

Fraction - g/l Normes 5% o/ 31
Al bucssine 41 . 2 24 .2
Alpha 1 4.6 2.7
Adlpha 2 A3.2 7.8
Beta 1 7.8 4.6
Beta 2 5.4 3.2
Gamma 27.9 16.5

Figure 25 : Protéinogramme de la 4°™ patiente.

Le profil électrophorétique montre une hypoalbuminémie aigue de I’ordre de 24,2 gll,
associee a une légére augmentation en alphal globulines (2,7g/l) associée a une

hypergammaglobulinémie aigue de I’ordre de 16,5 g/I.

=  Résultat de I’immunofixation :

WIDRAGEL 1 F '@

RESULTATS : Elle objective pour une bande Ig G de type kappa.

Figure 26 : Résultat sur gel d’immunofixation de la 4™ patiente.

Le gel présent une bande au niveau de I’'immunoglobuline g (IgG), de type kappa.



disscussion



> La glycémie est la concentration de glucose dans le sang, ou plus exactement dans le plasma
sanguin. Les valeurs de glycémie varient selon 1’état nutritionnel (et le stress), elle varie aussi
en fonction de 1’4ge et en cas de gestation principalement. Elle est mesurée en général en

gramme de glucose par litre de sang, ou en millimoles de glucose par litre de sang.

Le sujet soufre d’une hyperglycémie de 1’ordre de 2,04 g/l. Ce qui montre que ce dernier est

appartient au groupe des vrais diabétiques.

> Le cycle de l'urée est un cycle de réactions biochimiques chez divers animaux qui produisent
de l'urée a partir de I'ammoniaque. Ce cycle se déroule dans le foie.

Il est utilise par l'organisme afin de le détoxifier de I'ammoniaque, une molécule
neurotoxique. L'inactivation par mutations des enzymes du cycle de I'urée sont a l'origine des
anomalies du cycle de l'urée. Ces désordres génetiques causant une déficience d'enzymes ou
un dysfonctionnement du foie, résulte en une accumulation d'ammoniaque dans le sang.

L'encéphalopathie hépatique découle de cette hyperammonémie.

Le sujet présente une trés forte concentration de I’urée dans les urines, ce qui montre que

ce sujet soufre d’une atteinte rénal.

D'une fagcon générale, la protéinorachie désigne la présence de protéines dans le LCR
(liquide céphalorachidien). Ces protéines totales ont un taux considéré comme normal lorsqu'il
est compris entre 0,15 et 0,45 g/L de LCR, mais il faut savoir que cette valeur est peu spécifigue.
Les protéines présentes dans le LCR viennent presque exclusivement du plasma et ne sont que
rarement synthétisées sur place. Dans le dosage de la protéinorachie, d'autres facteurs sont a
prendre en compte, notamment le taux de glucose (glucorachie) ou la présence d'éléments
cellulaires, entre autres. Les médecins biologistes parlent de dissociation protéino-cytologique
lorsqu'il y a hyperprotéinorachie (augmentation de la protéinorachie) sans augmentation des
éléments cellulaires, ce qui se produit dans les compressions médullaires et cérébrales dans

certaines commotions du systeme nerveux et dans les hypertensions intracraniennes.

Donc on conclut d’apres ces données, et d’apres 1I’hyperprotéinorachie marqué sur le résultat de

ce dernier qu’il est atteint d’une dissociation des protéines cytologique.



» Notre femme de 46 ans a une discréete hypoalbuminémie, malheureusement je ne connais pas le
renseignement clinique, c’est pour cela, cette pathologie, peut étre due, soit a une atteinte
hépatique : diminution de la production d’albumine, soit a une attente rénale organique :
¢élimination de 1’albumine dans les urines, soit a d’autres causes : médicaments, hémodilution,

etc.

» D’aprés le renseignement clinique, cette femme (74 ans) soufre d’un plasmocytome (34,35) qui
est une tumeur maligne développée a partir de plasmocytes, cellules représentant le stade final
de différenciation des lymphocytes B, productrices d'anticorps, ce qui explique

I’hypergammaglobulinémie monoclonale.

Une immnuofixation est souhaitable, pour déterminer le clone d’immunoglobuline en question.

La présence hypergammaglobulinémie monoclonale (un seul pic) marqué apres une
électrophorese des protéines sériques, a pousser le médecin biologiste de proposer une
immunofixation pour mettre en évidence et de préciser le typage de I’immunoglobuline

monoclonale recherché dans le sérum.

Le résultat de I’'immunofixation montre que cette femme est objective pour une bande au

niveau de I’immunoglobuline g (IgG), de type kappa.

Donc on peut conclure que I’immunoglobuline responsable de la I’hypergammaglobulinémie

monoclonale est un 1gG de type kappa, produit par une clone lymphocytaire cancéreuse.

11 faut noter que I’hypoalbuminémie aigue et I’augmentation en alphal globulines, sont deux

aggravations du placmocytome, puisque tous le corps humain devient perturbé.

En fin, ces résultats se sont majoritairement fiables et reproductibles, sauf qu’il y a un mélange
des échantillons ou bien une mauvaise calibration, ces deux derniers sont rarement rencontrés, se
qui donne une bonne qualité d’analyse médicale au laboratoire de biochimie au sein du CHU

Hassan 2 de Fes.



Conclusion



Pour essayer de cerner tous les problemes rencontrés par les citoyens de Fés et méme les
citoyens des régions proches, le CHU Hassan 2 depuis sa création : le 14 janvier 2009 qui
représente un événement historique dans la vie de ce nouvel édifice sanitaire dont la naissance
vient conforter I'offre de soins a I'échelle regionale et nationale, lutte pour diminuer la
pression sur les autres hépitaux et pour accueillir parfaitement les nombres énormes des

patients qui sont au cour de progression avec le temps.

Les procédures de diagnostic et d’hospitalisation, sont en constante progression et
constituent des points forts pour ce centre hospitalier, surtout le laboratoire central d’analyses

médicales, qui est totalement automatisés.

Malgré 1’automatisation, la manipulation est toujours existe surtout dans le
laboratoire de microbiologie et celle de ’hématologie, mais de fagon réduit par rapport aux
annees précedentes. Le laboratoire de biochimie sur lequel mon stage a était effectué présent
presque 10% de manipulation qui se manifeste par le triage et la centrifugation des tubes

contre 90% d’automatisation qui concerne la mise en analyse et I’obtention des résultats.

Ce stage a parfaitement répondu a mes attentes. Il m’a permis de découvrir un
univers que je ne connaissais finalement que trés peu mais pour lequel je porte un immense

intérét.

Je pense que les cours de technique d’analyse biomédicale qui nous ont été
enseignés cette année ont eu une importance capitale au bon déroulement du stage. En effet,
sans ces notions de base, j’aurais siirement été déboussolé et je n’aurais pas pu découvrir les

nombreuses choses qui m’ont été enseignées.

J’ai trouvé la mission du stage au sein de CHU Hassan 2 est trés intéressante
et enrichissante, puisqu’il s’agissait pour moi d’un domaine inconnu ou j’aimerais

approfondir mes compétences.
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