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I.Résumé  

L’établissement Français du sang a contacté l’institut de chimie et biologie des protéines afin de déterminer la 
composition, et éventuellement l’origine, de particules inconnues présentes dans des poches de plasma et de 
plaquettes.   

Ces particules apparaissent noires ou noirâtres et pourraient être d’origine protéique.  

 

Afin de déterminer leurs compositions (protéique ou non), les particules ont été retirées des poches sous hôte 
à flux laminaire, filtrées (0.22 µm), rincées successivement avec un tampon physiologique (tampon phosphate 
salin) et de l’eau ultra pure, puis étudiées par microscopie électronique à balayage (MEB) couplée à une analyse 
dispersive en énergie afin de déterminer les éléments chimiques présents.  

Par ailleurs, une particule a été incubée successivement dans une solution d’urée et de protéase afin d’éliminer 
tout contenu protéique des particules avant analyse par MEB.   

 

Les analyses réalisées indiquent clairement la présence de particules diverses dont l’origine semble être liée à 
l’appareillage de séparation du plasma. Les particules présentes dans les poches de plaquettes semblent avoir 
des origines différentes.  

La digestion enzymatique d’une particule indique que sa composition n’est pas uniquement d’origine protéique.  
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III.But de l’étude  

L’objectif de cette étude est de déterminer la composition, et éventuellement l’origine, de particules inconnues 
présentes dans des poches de plasma et de plaquettes.   

 

 

IV.Méthodes 

i.Isolement des constituants du système de séparation du plasma 

Différents composants du système de séparation du plasma ont été isolés. Pour ce faire, une lame de 
scalpel neuve et stérile a été utilisée pour découper la jupe transparente, le caoutchouc gris, le joint noir 
et la cuve. La céramique a été fracturée à l’aide d’un coup de marteau appliqué transversalement à son 
axe.  

 

 

ii.Filtration et préparation des particules 

Récupération des particules  

Les particules issues de 2 échantillons de plasma (n° 62170269322 et 6417029253) et de 2 échantillons 
de plaquettes (n° 64170391861 et 71170855828) ont été récupéré sous hotte à flux laminaire en ouvrant 
les poches scellées avec une lame de scalpel neuve et stérile, puis en aspirant les particules à l’aide 
d’une pipette de 1 ml dont le bout de pointe avait été coupé avec une lame de scalpel neuve pour en 
augmenter le diamètre. Les particules collectées ainsi que le milieu environnant ont été transférées dans 
des tubes stérile de 15 ml. Le milieu résiduel contenu dans les poches a été transféré dans des tubes 
stériles de 50 ml.   

 

Filtration et purification des particules  

Les particules récoltées ont ensuite été filtrées sur filtres spin-X® 0.22 µm cellulose acetate (Costar 8161, 
lot n° 11816000) en utilisant un centrifugeur de paillasse. Les milieux résiduels ont été filtrées sur filtres 
Steriflip 0.22 µm poly(fluorure de vinylidène)-Durapore (Millipore SE1M179M6, lot n° MPSF163804) en 
utilisant une pompe à membrane.  
Après la première filtration, 4 rinçages et filtrations consécutives avec du tampon phosphate salin (PBS) 
préalablement filtré sur filtre Steriflip 0.22 µm ont été réalisés. Enfin 4 rinçages et filtrations consécutives 
avec de l’eau ultra pure préalablement filtré sur filtre Steriflip 0.22 µm ont été réalisés. 

Au terme de ces étapes, différentes photos ont été prises des particules à l’aide d’une loupe binoculaire 
(Zeiss, Stemi 2000CS). 
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iii.Préparation des échantillons pour digestion protéique 

Après les lavages sur filtre 0.22µm par le PBS (4x) et de l’eau ultra pure (4x), la particule issue de 
l’échantillon n°62170269322 a été déposée dans un tube low binding de 1,5ml. 

100 µl d’une solution d’urée à 8M ont été ajoutés et le tube placé à 80°C pendant 15 min + 5 min aux 
Ultra-Sons.  

100µl d’une solution d’enzyme Thermolysine (Promega, lot n°0000223404) à 1g/l dans le tampon Tris 
50mM a été ajouté ainsi que 1µl de CaCl2 100mM (concentration finale de 0.5mM). Le tube a ensuite été 
placé à 80°C sous agitation (500 rpm) pendant 15h. 

Aucune dissolution de l’échantillon n’a été observée. Seul, un changement d’aspect apparaît sous forme 
de copeau. 

L’échantillon a été ensuite filtré puis lavé au PBS et à l’eau MilliQ avant analyse par microscopie. 

 

 

iv.Préparation des échantillons pour microscopie électronique 

Les éléments isolés du système de séparation du plasma ainsi que les particules obtenues après rinçage 
ont été transférées à la pincette sur des support d’observation en aluminium recouvert d’un adhésif 
carboné. Les filtres utilisés pour les milieux résiduels et pour le lysat de digestion enzymatique ont été 
retiré de leur support sous hotte et appliqués sur des support d’observation en aluminium recouvert d’un 
adhésif carboné. 

Une particule issue de l’échantillon n° 62170269322 a été coupé en deux à l’aide d’une lame de scalpel 
neuve et stérile. 

Une particule issue de l’échantillon n° 62170269322 a été cryo-fracturée à l’aide de deux pièces planes 
en inox massif refroidies dans de l’azote liquide. Les morceaux résultants ont été transférés sur des 
support d’observation en aluminium recouvert d’un adhésif carboné à l’aide d’une lame de scalpel neuve 
et stérile. 

Tous les échantillons ont ensuite été séché à l’air sous hotte, à l’abris de toute poussière, pendant 12 
heure. 

Enfin, les échantillons ont été revêtu d’une couche de carbone (LEICA BAL-TEC, MED 020) pour 
observation en MEB (FEI, Quanta FEG 250) 

 

v.Analyses des particules et filtres 

Les différentes particules et filtres ont été analysés par MEB en ce qui concerne leur morphologie. 
L’acquisition des images a été réalisée par collection des électrons secondaires (visualisation de la 
surface) et des électrons rétrodiffusés (visualisation de la densité de l’échantillon observé ; une densité 
élevée fournissant une image claire tandis qu’une densité faible fournit une image sombre). Une distance 
de travail de 10 mm ainsi qu’un voltage de 30 kv et une taille de spot variant de 3.5 à 6 µm.   
 
Une analyse dispersive en énergie (EDS) a été utilisée pour déterminer les éléments chimiques présents, 
soit sur une image globale, soit sur des points précis, soit en effectuant une cartographie des éléments. Il 
est à noter que la technologie EDS nécessite une surface homogène et plate pour obtenir une précision 
élevée des résultats, ce qui n’était pas le cas des échantillons observés. Par ailleurs, l’EDS ne permet pas 
de déterminer la présence d’éléments de masse inférieure au bore. La présence de carbone n’est pas 
fiable, de par l’application d’une couche de carbone à la surface des échantillons pour leur observation 
en MEB. 
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V.Résultats (représentatifs ; l’intégralité se trouvant en annexe) 

i.Analyses des constituants du système de séparation du plasma 

Jupe transparente 

 

 

 

 

L’analyse MEB indique un matériau homogène où seule la présence d’oxygène est détectable. 
Possiblement un polyester. 

  

Visualisation de la jupe transparente par 

loupe binoculaire et MEB, électrons 

secondaires et rétrodiffusés 

Analyse élémentaire par EDS 

de la jupe transparente  
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Caoutchouc gris 

 

 
Analyse élémentaire par EDS du caoutchouc gris 

 

L’analyse MEB indique un matériau relativement homogène avec une forte teneur en silicium, 
oxygène et des traces de titane (particules) et de fer (particules, voir annexes).  

  

Visualisation du caoutchouc gris par loupe 

binoculaire et MEB, électrons secondaires et 
rétrodiffusés 
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Joint noir 

 
Visualisation du joint noir par loupe binoculaire et MEB, électrons secondaires et rétrodiffusés 
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Analyse élémentaire par EDS du joint noir 

L’analyse MEB indique un matériau inhomogène où le zinc, le silicium, l’aluminium et l’oxygène 
prédominent. On note également la présence de potassium, de calcium, de soufre, de titane et de fer 
sous forme de cristaux et particules denses, enfouies dans le matériau.  

Il est à noter que la présence de fer ne peut s’expliquer uniquement par l’utilisation d’une lame de 
scalpel en inox pour découper le joint noir. En effet, le spectre numéro 3 ci-dessus montre la présence 
conjointe de fer et de titane dans une particule enfouie dans le matériau et non à sa surface. 

Une cartographie confirme la forte présence de zinc, silicium et aluminium. Il est à noter que l’oxygène 
semble être associé avec le silicium et le fer (silice et oxydes de fer ?) 

 

  

Cartographie des éléments constituant le 

joint noir 
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Céramique 

 

 

Visualisation de la céramique par loupe 

binoculaire et MEB, électrons secondaires et 
rétrodiffusés 
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L’analyse MEB indique un matériau homogène composé de petits grains où l’aluminium et l’oxygène 
sont prédominants. On note également la présence de silicium, de calcium, de potassium, de chrome 
et de phosphore.  

Une cartographie confirme la forte présence d’aluminium, silicium, oxygène et calcium. Il est à noter 
que l’oxygène semble être associé avec l’aluminium. 

 

 

  

Analyse élémentaire par EDS 

de la céramique  

Cartographie des éléments constituant la 

céramique 
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Support blanc 

 

 

L’analyse MEB indique un matériau homogène sans élément détectable. Il s’agit probablement d’un 
polymère de carbone (polyethylene, polypropylène ?). 

 

  

Visualisation du support blanc par loupe 
binoculaire et MEB, électrons secondaires et 

rétrodiffusés 

Analyse 

élémentaire par 

EDS du support 
blanc  
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Cuve 

 

 
Analyse élémentaire par EDS de la cuve 

L’analyse MEB indique un matériau homogène sans élément détectable (polyethylene, 
polypropylène ?). Néanmoins, on détecte également des particules de silicium et d’aluminium. 

 

  

Visualisation de la cuve par loupe binoculaire 

et MEB, électrons secondaires et 

rétrodiffusés 
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ii.Analyses des particules présentes dans l’échantillon de plasma n° 62170269322 

Particules filtrées et rincées 

Visualisation de particules issues de l’échantillon n° 62170269322 par loupe binoculaire et MEB, électrons secondaires et rétrodiffusés 
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L’analyse par binoculaire montre une structure inhomogène des particules, de par leurs formes 
(flocons ou filaments) ou leur composition bi-phasique (partie noire et partie orange translucide). 

L’analyse MEB des différentes particules montre également des variations dans leur structure et leur 
composition.  

 

Une première particule observée (ci-dessus) montre une surface relativement lisse, avec des stries 
semblant indiquer un frottement. La rétrodiffusion des électrons indique que le matériau n’est pas 
homogène, avec des zones denses englobées dans une gangue moins dense aux électrons.  
L’analyse élémentaire indique la forte présence d’aluminium, de silicium et de zinc sous forme de 
zones denses. Une forte présence de potassium, de calcium et de fer est également visible 
localement. De façon moindre, du titane et du magnésium sont visibles. Remarquablement, l’oxygène 
est relativement peu présent.   
Enrobant ces zones particulaires denses, une gangue semblant sans éléments particuliers, si ce n’est 
une faible teneur de silicium, est visible (spectres 2 ci-dessus). 

Ces analyses sont confirmées par des cartographies élémentaires (ci-dessous).  

 

La composition élémentaire observée est donc proche de celle du joint noir du système de 
séparation du plasma. 

Analyse élémentaire par EDS 

d’une particule issue de 
l’échantillon n° 62170269322 
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Cartographies des éléments constituant une particule issue de l’échantillon n° 62170269322 

 

Une seconde particule (ci-dessous) présente une surface différente, plus irrégulière et possédant 

des pores en surface. Il n’y a pas de trace de stries ou de frottement. Néanmoins, le matériau est 

inhomogène comme précédemment, avec la présence de particules denses dispersées.   

Ces particules semblent être composées principalement d’aluminium. Le silicium y est également 

présent en proportion minime (spectre 3 ci-dessous). La gangue environnante est principalement 

composée de soufre et d’une faible proportion de calcium.  

La composition élémentaire observée est donc plus proche de celle de la céramique du 
système de séparation du plasma. 
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Analyse élémentaire par EDS d’une particule issue de l’échantillon n° 62170269322 

 

Visualisation 
de particules 
issues de 
l’échantillon n° 
62170269322 
par MEB, 
électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 



 

Référence : INNOV-EFS-001

Version : 01

 

   

16/39

 

 

Enfin, une troisième particule (ci-dessous) est de forme différente (filamenteuse) mais de 

composition proche de la seconde. Le matériau est inhomogène comme précédemment, avec la 

présence de particules denses (composées principalement d’aluminium et de silicium) dispersées 

dans une gangue riche en soufre.   

 

La composition élémentaire observée est plus proche de celle de la céramique. 

 

 

Cartographies des éléments constituant une particule issue de 
l’échantillon n° 62170269322 

Visualisation 
de particules 
issues de 
l’échantillon n° 
62170269322 
par MEB, 
électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 
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Analyse élémentaire par EDS et cartographie des éléments constituant une particule issue de l’échantillon n° 62170269322 
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Particules coupée au scalpel 

  

 

Analyse élémentaire par EDS de la particule coupée issue de l’échantillon n° 62170269322 

Cette particule coupée au scalpel est proche de la seconde particule observée précédemment. La 

visualisation par rétrodiffusion montre une porosité interne et la présence de quelques petits cristaux 

dispersés dans la masse. 

Comme précédemment, la gangue est principalement composée de soufre. Les cristaux sont 

composés de calcium. La présence d’aluminium n’a pas été détectée dans cet échantillon.  

Visualisation 
d’une particule 
coupée en 
deux de 
l’échantillon n° 
62170269322 
par MEB, 
électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 
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Particule fracturée après congélation en azote liquide 

 

 

Analyse élémentaire par EDS de la particule cryofracturée issue de l’échantillon n° 62170269322 

L’échantillon cryofracturé confirme les observations précédentes. La particule fracturée est poreuse 

et contient des particules d’aluminium et de silicium enrobées dans une masse riche en silicium.    

Visualisation 
d’une particule 
cryofracturée de 
l’échantillon n° 
62170269322 
par MEB, 
électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 
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Cartographies des éléments constituant la particule 
cryofracturée issue de l’échantillon n° 62170269322 
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Filtrat des milieux résiduels contenant les particules  

Les milieux résiduels filtrées montrent la présence de nombreuses particules de faible taille (10-50 

µm). Les plus grosses particules semblent enroulées et torsadées. Leur analyse élémentaire n’indique 

que la présence de soufre, avec la faible présence d’aluminium et de silicium (spectre 2). Il est à noter 

qu’une particule de cuivre de 2 micron a également été détectée (spectre 1).   

  

 

Analyse élémentaire par EDS du filtrat de l’échantillon n° 62170269322 

 

  

Visualisation du 
filtrat des milieux 
résiduels de 
l’échantillon n° 
62170269322 
par MEB, 
électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 
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iii.Analyses d’une particule de l’échantillon de plasma n° 62170269322 après 
digestion enzymatique  

Après traitement par l’urée et la thermolysine, la particule semble débobinée et épurée, mais néanmoins 
toujours présente. Ce résidu semble indiquer que la composition de la particule n’est pas protéique, ou 
du moins, minoritairement. 

 

Analyse par MEB d’une particule après digestion protéique 

  

Visualisation 
d’une particule 
de l’échantillon 
n° 62170269322 
après digestion 
par binoculaire, 
MEB, électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 
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Analyse élémentaire par EDS d’une particule de l’échantillon n° 62170269322 après digestion 

La particule conserve sa structure bi-phasique noire/translucide après traitement.   

Les deux parties ont des morphologies différentes. Tandis que la partie noire semble dense et 

homogène, la partie translucide semble poreuse, rappelant fortement l’échantillon 2 observé 

précédemment après filtration.  

 

Cartographie d’une particule de l’échantillon n° 62170269322 après digestion 

Néanmoins, les analyses élémentaires des deux parties n’indiquent pas de différence notables. Chaque partie 

contient des particules d’aluminium et des particules de silicium (séparées) dans une gangue soufrée. Il est à 
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noter qu’une présence de calcium plus abondante est détectée, sous forme de particules et sous forme diffuse 

dans la gangue.  

Comme précédemment, la composition élémentaire observée rappelle celle de la céramique. 
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Filtrat du lysat résiduel après digestion protéique 

 

Le résidu de digestion enzymatique a nécessité l’utilisation d’une centrifugation plus importante 

(10000g) pour assurer la filtration, indiquant la saturation du filtre 0.22µm.  

Par ailleurs, il est important de noter que la présence de calcium dans le filtrat du lysat peut 

être associée à l’ajout de chlorure de calcium nécessaire à la digestion enzymatique. 

   

 

Visualisation du 
lysat résiduel 
après digestion 
protéique de 
l’échantillon n° 
62170269322 
par MEB, 
électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 

Visualisation du 
lysat résiduel 
après digestion 
protéique de 
l’échantillon n° 
62170269322 
par MEB, 
électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 
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On note la présence de nombreuses particules détachées de la particule initiale par le traitement 

urée/protéase (ci-dessus), de formes et tailles diverses (cristallines, sphériques, longiligne). Par 

ailleurs, la surface du filtre semble recouverte d’une couche amorphe homogène.  

 

 
Analyse élémentaire par EDS et cartographie du lysat résiduel après digestion protéique de l’échantillon n° 62170269322 

Certaines des particules collectées semblent être principalement composées de cristaux de calcium 

dans une gangue contenant de l’aluminium et du silicium (ci-dessus). 

D’autres présentent une structure amorphe sans éléments détectables (ci-dessous, spectre 1) ; ou 

une structure amorphe (calcium, spectre 5) contenant des cristaux d’aluminium, de silicium et de 
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potassium (spectre 3), ou de fer (spectre 4) ; ou encore des microsphères de calcium (spectres 2 et 

6). 
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Analyse élémentaire par EDS et cartographie du lysat résiduel après digestion protéique de l’échantillon n° 62170269322 

 

Ces microsphères de calcium sont présentes également en amas (ci-dessous, spectres 1 et 4), 

dans une gangue légèrement calcique (spectre 3). Elles sont peut-être liées à l’ajout de chlorure de 

calcium durant la digestion enzymatique.  

 



 

Référence : INNOV-EFS-001

Version : 01

 

   

29/39

 

 

Analyse élémentaire par EDS du lysat résiduel après digestion protéique de l’échantillon n° 62170269322 
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iv.Analyses des particules présentes dans l’échantillon de plasma n° 6417029253 

Particules filtrées et rincées 

 

 

Analyse élémentaire par EDS de la particule issue de l’échantillon n° 6417029253 

L’analyse par binoculaire montre une structure homogène noire qui semble déchirée. 

 

L’analyse MEB montre une surface relativement lisse (ci-dessus), tandis que la rétrodiffusion indique 
un matériau inhomogène contenant des particules denses.  

Visualisation de 
la particule issue 
de l’échantillon 
n° 6417029253 
par binoculaire, 
MEB, électrons 
secondaires et 
rétrodiffusés 
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Ces particules denses sont composées de silicium, d’aluminium, d’oxygène, de sodium (spectre 2) , 
ainsi que de magnésium et de calcium (spectre 4). La gangue contient un peu de silicium et de calcium 
(spectres 1 et 3). 

 
Cartographie de la particule issue de l’échantillon n° 6417029253 

 

 

En l’absence de zinc, la composition élémentaire observée semble plus proche de celle de la 
céramique du système de séparation du plasma. 
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Filtrat du milieu résiduel contenant la particule 

Les milieux résiduels filtrées montrent la présence de nombreuses particules longiligne pouvant 

atteindre plusieurs centaines de µm. Leur forme évoque on roulement, une torsion.  

Leur analyse élémentaire n’indique pas d’élément particulier, si ce n’est une particule de cuivre 

détectée (spectre 3 ci-dessous).  

 

 

 
Analyse élémentaire par EDS du filtrat du milieu résiduel de l’échantillon n° 6417029253 
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D’autres types de particules sont également présentes, plus rondes et plus petites (quelques dizaines 
de microns), et agglomèrent diverses particules de calcium, silicium, aluminium, fer, titane, cuivre et 
potassium (ci-dessous). 

 
Analyse élémentaire par EDS du filtrat du milieu résiduel de l’échantillon n° 6417029253 

 

Comme précédemment, l’absence de zinc semble indiquer plutôt la céramique du système de 
séparation du plasma. 
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v.Analyses des particules présentes dans l’échantillon de plaquette n° 64170391861 

Particules filtrées et rincées 

 

 

Analyse élémentaire par EDS de la particule présente dans l’échantillon de plaquette n° 64170391861 

L’analyse par binoculaire montre une structure ronde et noire. 

 

L’analyse MEB montre une surface rugueuse semblant être composée d’un agrégat de petites 
particules (ci-dessus). La rétrodiffusion indique un matériau globalement homogène contenant 
quelques particules denses.  
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Ces particules denses sont composées principalement de silicium, d’aluminium, d’oxygène, de 
calcium (spectres 1 et 3 ci-dessus) ou de phosphore et magnésium (spectre 4). La gangue 
environnante contient majoritairement du soufre, du calcium et de l’oxygène (spectre 2). 

 

Cette composition rappelle les échantillons des poches de plasma. 
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vi.Analyses des particules présentes dans l’échantillon de plaquette n° 71170855828 

Particules filtrées et rincées 

 

 

Analyse élémentaire par EDS de la particule présente dans l’échantillon de plaquette n° 71170855828 

L’analyse par binoculaire montre une structure noire qui semble avoir été arrachée. Elle rappelle 
fortement un morceau de plastique arraché et étiré.  

 

L’analyse MEB montre une surface lisse contenant des particules denses (ci-dessus).  
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Ces particules denses sont composées principalement de silicium, d’aluminium, d’oxygène, de 
sodium et de potassium (spectres 2, 3 et 4 ci-dessus). La gangue environnante ne contient pas 
d’élément détectables ce qui laisse penser à un polymère de type hydrogéno-carboné (polyéthylène, 
…).    




