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Professeur Ahmad Iyane Sow
Directeur des Laboratoires

.Le manuel des procédures techniques a été élaboré pour aider le personnel des
laboratoires dans la pratique des analyses. Il se veut un document de chevet pour le
personnel a la paillasse. '

Il comprend :

- la liste minimale des analyses que chaque laboratoire doit &tre en mesure de réaliser
dans les normes selon son niveau : ¢’est le paquet minimum d’activités.

- la liste des équipements permettant de réaliser ces analyses,

- le descriptif des examens de laboratoires par discipline.

Cette nouvelle version, outre le changement de présentation, est marquée par :

. le changement de titre qui devient : “Manuel des Techniques de Laboratoire”, pour
éviter toute confusion liée a la dénomination de procédures,

.la description des analyses de Biochimie qui ont manqué a la premiére version,

. |a mise a jour de techniques comme I’antibiogramme, calquées sur les normes
internationales.

Cest pour moil’occasion de remercier tous les collégues qui ont participé a Ia relecture,
la correction, et le complément de I’ancienne version dans les domaines de la
Parasitologie, de la Bactériologie et de "'Hématologie.

Remerciements aussi aux collégues de Biochimie qui ont permis une amélioration
notable de la compétude de cet ouvrage.
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Pour les Laboratoires de niveau

périphérique
Agitateur type vortex 1
Appareil semi automatique d’hémostase 1

Armoire réfrigérée type « banque de sang » 1

Automate de numération et approche de formule
sanguine

Bac de coloration

Balance portable (portée 5000 g)
Bain marie thermostaté

Bec Bunsen

Centrifugeuse de paillasse
Déminéralisateur

Distillateur d’eau

Egouttoir

Glaciére et accumulateurs de froid
Microscopes optiques
Mieropipettes 2 volume variable 0 2 1000 pl
Minuterie

Réfrigérateur avec congélateur

L S o T o~ T o B o° T o B S e R o ]

Spectrophotométre UV-VIS

Pour les Laboratoires de niveau
intermédiaire

Agitateur de plaques 1

Agitateur type vortex 2

Agitateur magnétique 1

Appareil semi automatique d’hémostase 1

Armoire réfrigérée type « banque de sang » 1

Autoclave vertical (150 litres ou plus) 1

Automate de numération et approche de formule
sanguine 1

Automate de biochimie environ 100 tests/H 1
Bac de coloration 2
Balance portable (portée 5000 g) 1
Bain marie thermostaté 1
Bec Bunsen -
Centrifugeuse de paillasse 2
Centrifugeuse sur pied 1
Centrifugeuse réfrigérée 1
Chaine Elisa (Laveur + incubateur + lecteur) 1
Chaine d’¢électrophorése 1
Déminéralisateur 1
Densitomeétre 1
Dispositif complet d’électrophorése 1
Distillateur d’eau 1
Etuves bactériologiques 2
Glaciére et accumulateurs de froid 4
Micropipettes 2 volume variable 0 2 1000 pl 2
Microscopes optiques 3
Minuterie 2
Réfrigérateur avec congélateur 3
Rotateur 1
Spectrophotométre UV-VIS 2
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Pour les Laboratoires de niveau national

Agitateur deplaques

Agitateur typevortex

Agitateur magnétique

Appareil semi automatiqued’ hémostase
Armoireréfrigéréetype « banquedesang »
Autoclavevertical (150 litresou plus)

Automatedenumération et approchede formulesanguine
Automatedebiochimieenviron 100 testsheure

Bacdecoloration

Balance portable (portée 5000 g)
Bain mariethermostaté

Bec Bunsen
Centrifugeusedepaillasse
Centrifugeusesur pied
Centrifugeuser éfrigerée
ChaineElisa(Laveur +incubateur + lecteur)
Chained’ dlectrophorese
Déminéralisateur

Densitométre

Dispositif complet d’ éectrophorese
Distillateur d’eau
Etuvesbactériologiques

Glaciéreet accumulateur sdefroid
Micropipettesavolumevariable0a 1000 pl
Microscopesoptiques

Minuterie

Réfrigérateur avec congélateur
Rotateur

Spectrophotométre
SpectrophotometreUV-VIS
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ANALYSES

D’HEMATOLOGIE




Paquet Minimum d’ activités en Hématologie

Pour les Laboratoires de niveau

pé&iphérique

Hémogranme

Vitessede sédimentation

Testd Emméd

Taux desréticulocytes

Tempsdesaignement

Tempsde Quick (Taux de prothrombine et INR)

Tempsdecéphdineactivée(TCA)

Dosagedufibrinogéne

Groupage sanguin danslessystémesABO et Rhésus

Pour les Laboratoires de niveau

intermédiaire

Hémogranme

Vitessede sédimentation

Testd Emméd

Taux desréticulocytes

Tempsdesaignement

Tempsde Quick (Taux de prothrombine et INR)

Tempsdecéphdineactivée(TCA)

Dosagedufibrinogéne

Dosagedes PDF

Dosagedu D-Dimere

Groupage sanguin danslessystémesABO et Rhésus

Recherchedel’ antigéneD faible

Test de Coombsdirect

Test de Coombsindirect

Test de compatibilité au laboratoire entre poche de

sang et receveur

Dépistageet identification desagglutininesirrégulieres

Pour les Laboratoires de niveau
national
Hémogramme (NFS)
Vitesse de sédimentation
Testd Emmée
Taux desréticulocytes
Electrophoresedel’ hémoglobine
Dosagedel’Hb F
Dosagedel’ Hb A2
Adénogramme
Myéogramme
Tempsdesaignement
Tempsde Quick (Taux de prothrombineet INR)
Tempsdecéphdineactivée(TCA)
Tempsdethrombine
Dosagedufibrinogene
DosagedesD-Dimere
Dosage desfacteursdelacoagulation
Dosagedu facteur Willebrand
DosagedesprotéinesS, C et del’ antithrombine
Détermination des anticorpsanti phospholipides(LA
et APA)
Groupage sanguin danslessystémesABO et Rhésus
Recherchedel’ antigéneD faible
Phénotypage é&endu
Test de Coombsdirect
Test de Coombsindirect
Test de compatibilité au laboratoire entre poche de
sang et receveur
Dépistageet identification desagglutininesirrégulieres

Manuel destechniques de Laboratoire - Page /



1. Hématologie cellulaire
a) Hémogramme (NFS)
C'est I’ éude quantitative et qualitative des él émentsfigurésdu sang.
Leprélévement est effectué sur tube EDTA (Le sang de contrdle - haut, normal et bas- passé une a deux
foispar jour selon le nombre de prélévements doit donner desrésultatsinclus dans|es normes établies
par lelaboratoire).
[ doit comporter :
+ lanumération descellules sanguines (globulesrouges, globulesblancs et plaguettes)
¢ |’ &udedesconstanteshématologiques :
. Taux d’ hémoglobine (Hb)
. Hématocrite (Ht)
. Volumeglobulairemoyen (VGM)
VGM=Ht /nombrede GR (en millions) x10
Il est expriméen femtolitre (fL) ou en micronscube (U3)
. Teneur corpuscul aire moyenne en hémoglobine (TCMH)
TCMH=Hb/ nombre de GR (en millions) x10
Il est exprimeé en picogramme (pg)
. Concentration corpuscul aire moyenne en hémoglobine (CCMH)
CCMH=Hb/ Ht x 100
Il est exprimé en pourcentage
+ L’'éudemorphologiquedescdlulessur frottissanguin qui permet enoutred' éablir laformuleleucocytaire.

4+ Réalisation d'un frottis

- Déposer al cmdel’ extrémité d’ unelame parfaitement propre, une gouttede sang al’ aided’ un
capillare.

- Placer lebord delalamelle a étal ement en contact avec lalame, aproximité de lagoutte de sang.

- Faireglisser lalamélleinclinée a45° sur lalamejusgu’ aatteindrelagoutte de sang. Le sang s étend
par capillaritésur toutelalargeur delalamelle.

- Tirer lalamelled un mouvement régulier et rapide. 1l faut conserver I’ inclinai son et ne pastrop appuyer
sur lalamelle. Tout le sang doit étre éaéavant d' atteindrelebout delalame.

- Sécher al’air.

NB : Alaplacedelalamelle, on peut utiliser unelameabord mousse

Lame Lamelle

Mise en contact lamelle / sang
Sang

Y

Realisation du frottis

R_Moreda - Lyece Dociour Lscroix - Marbonne
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- Coloration au May Grunwald Giemsa (MGG)

= Fixation
- Placer lalame du frottis sur un support horizontal au dessusd’ un bac de coloration.
- Verser sur lalame5 gouttes de colorant May-Griinwal d pur defagon arecouvrir complétement lefrottis.
Laisser agir 3minutes. Laver al’ eau tamponnée (adéfaut utiliser I’ eau derobinet)

= Coloration au Giemsa
- Préparer unedilution du Giemsaau dixieme avec de |’ eau tamponnée (eau neutre)
- Recouvrir lefrottisdelasolution diluée
- Lasseragir20mn

- Laveral’'eau
= Séchage
- Laisser secher lalameal’ air, en positioninclinée, apresavoir essuyélafaceinférieuredelalameavec

une compresse.
Attendreau moins 5 minutesavant I’ examen microscopique du frottis.

L Galerie de photographies des éléments figurés du sang apres coloration au MGG

A ;'-'I i
A -

&
Polynucléaire neutrophile : Polynucléaire neutrophile: La chromatine du
- Taille: 12 a 14pm, arrondi noyau forme des mottes denses avec de petits
- Noyau: 3a5lobes ' espaces clairs. Deux plaquettes sont visibles &
- (Fytoplasme ac dophile, pept% gauche del’image.
granula-tionsmarron clair (granulations

neutrophiles)
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)0 0.0,

Polynucléaire neutrophile : Le noyau est formé  polynucléaire éosinophile : Noyau souvent bilobé
ici de 5 lobes relies entre eux par un fin fil de (comme sur cette image), cytoplasme rempli de

chromatine. Le cytoplasme est rosé et rempli de  grosses granulationsoranges (éosinophiles)
petites granulations

Polynucléaire éosinophile Polynucléaire basophile
o Taillerlla13u arrondi
o Noyau:2 a4 lobes denses
o Cytoplasme:acidophileclair
o Granulations:bleu violet foncé,
nombreuses pouvant recouvrir le noyau
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Polynucléaire basophile: les nombreuses
granulations violet foncé sont le critére majeur
d’identification delacellule.

]

Lymphocyte (Grand) :

- Taille: 10-15u arrondi, déformable
- Noyau: rond, ovale ou en drapeau
- Cytoplasme: bleu treésclair

—

Lymphocyte (Petit) :

- Taille: 9-11p arrondi

- Noyau: rond et dense

- Cytoplasme: basophileclair
- Granulations: néant

Lymphocyte (Granuleux) :

- Taille: 10-14y arrondi

- Noyau: rond, ovale

- Cytoplasme: bleu clair

- Quelques granulations azurophiles

Manuel destechniquesde Laboratoire -
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Monocyte: Monocyte:

- Taille: 18-20 p arrondi - Noyauirrégulier

- Noyau: rond ouirrégulier - Cytoplasme gris dans lequel on devine de
- Cytoplasme: bleu clair, peut contenir des finesgranulations

vacuoles

- Granulations : trésfines, trés nombreuses,

azurophiles

Plaquettes :

Cinq petits éléments colorés en viol et

NB : une différence de taille = anisocytose
plaquettaire
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+ Numeération globulaire et paramétres érythrocytaires

1er_e 8]0ur§a3 3 moisa 3 33 6ans 6al5 Adulte
semaine mois ans
o H:45a5,8
ACHEICSTUE 50460 @ 38348 | 36452 471453 |40a54
(UERI) F:38a54
L eucocytes 107/l 10,02300 | 6,0a180 | 60a150 504130504110 4,0a100
(Gigal.)
8 aq(“gtitgejlﬂc)’s’ ML 1504400 | 1504400 | 1502400 1504400 |150 2400 | 150 2400
H:135a
105a | 115a 17,5
Hémoglobine g/dL 1454225 10a16 105 a13,5 ! '
13,5 14,5 _ .
F:1252a
15,5
H :40 450
Hématocrite % 44358 38244 36a44  36a44 | 37445
F: 37247
VGM fl 1002 120 852 96 70486 73489 | 77491 | 822a98
TCMH pg 34438 24234 23431 24430 | 242430 | >ou=27
CCMH g/dL 322436 32236 32436  32a36 | 32436 | 32436
L Formule leucocytaire
en 103/l l&reemaine 8 joursa3 mois 3moisa3ans 3a6ans |6al5ans|Adulte
Polynucléaires neutr cphiles | 6,04260 | 15485 15485 15485 | 1,8480 17’856‘
e . . . . . 0,043
Polynudéaireséasingphiles | 0,2a0,85 02al?2 005a0,7 002a0,65| 0406 0.8
Polynud éair es basophiles 0a0,64 0a0,2 0a0,2 0a02 0a02 |0a02
. . . . . 10a
L ymphocytes 2,0a11,0 20a11,0 40a105 20a8,0 | 1,5a65 45
M onocytes 04231 | 005al11 00,8  0a08 | 0a08 oizoa
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b) Vitessedesédimentation
= Conditions de prélévement
- Prélévement de sang veineux (en généra au pli du coude) ; letube de prél évement contient un anticoagulant :
EDTA ou citrate trisodique a 3,8% dans une proportion de 20% (1 volumed’ anticoagul ant pour 4 volume
desang)
- Lepréevement est réalisé de préférenceajeun

=  Principe
C est lavitesse alaquelleleshématies contenues dans| e plasmasédimentent au fond d’ un tube calibré et
gradué, appel étube deWestergreen. Elle correspond alahauteur de chute des parti cules sanguinesdansle
tube.

= Matériel et réactifs
- letube deWestergreen : ¢’ est une pipette de dimensions standardisées : longueur totale 300 mm, diamétre
inférieur 22,5 mm. Cette pi pette est graduée de 0 2200 mm de haut en bas. Elle est en matiére plastique et
ausageunique.
- lesupport : généralement adapté aux pipettes, il permet delesmaintenir strictement verticales.

= Technique
- Aspirer lesang, bien homogéné &, dansla pipette de Westergreen jusqu’ au trait O entirant sur lalanguette
présente danslapipette.
- Placer aussitot lapipette sur le support.

= Lecture
Lirelahauteur du plasmasurnageant (expriméeen mm) au bout d’ une heure.

NB : lesancienneslecturesa 2h et 24h n’ ont pasd’intérét.
=  Réaultats
Lesvaeursnormaessont : - enfant : 6a25mm

-hommeadulte: 3210 mm
-femmeadulte: 4220 mm

Portoir pour vitessede sédimentation
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=  Causesd erreurs
Lasédimentation deshématies peut &reraentieartificidlement s :
- |"échantillon sanguin est partiellement coagul é
- lamesureest faiteapartir d’ échantillon sanguin pré evé depuisplusde 2 heures
- latempératuredu laboratoire est basse
L asédimentation deshématies peut éreaugmentée artificidlement s :
- lapipettedeWestergreen est inclinée
I échantillon sanguin est hémolysé ou prél evé avec un excésd’ anticoagul ant
latempérature du laboratoire est levée.

c) Testd’Emmel outest defalciformation deshématies
= Conditions de prélévement
le pré evement est effectué sur sang veineux dans un tube avec ou sans anticoagul ant
- il n'est pasnécessaired éreajeun

*  Principe
En présenced’ un réducteur (métabi sulfite de sodium a2%), |eshématies du drépanocytaire prennent une
formeen « faucille » ouen « feuillede houx ».

= Matérie et réactifs
M étabisulfite de sodium en poudre
- Bdancedeprécision
- Spaule
- Eaudidillée
- Haconde 125 ml
- Papier buvard
- Lame
- Lamdles
- Vernisaongles

=  Technique
o Préparationdu méabisulfite
- Déposer le papier buvard sur le plateau delabal ance de précision aaffichage é ectronique
- Cdibrer I’ appareil
-Al'aidedelaspatule, préever lapoudre de métabisulfite et ladéposer sur le papier buvard
- Peser exactement 2 grammes de cette poudre
- Recuéillir les2 grammes dansunflacon de125ml
-Ajouter 100ml d’ eaudistillée
- Méanger et attendre 15 mn environ pour quelasolution soit stable
- Tester lasolution de métabisulfite a2% avec leséchantillons positifsdelavellle.
NB :
e Enpratique, il est possiblederéduirelaquantitédepoudre (ex : 0,1g pour 5ml).
¢ LecontrOledequditéinterneexigedepréparer leméabisulfitetouslesjourset delevérifier sur des
échantillons considérés connuspositifs et négetifs.
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o Préparationdutest
- déposer sur unelame propre une goutte de sang et une goutte delasol ution de métabisulfite
- méanger doucement
- déposer surleméangeunelameleen évitant lesbullesd air
- essuyer ddicatement I’ excés du méangeavec du papier buvard (adéfaut utiliser une compresse)
- scdlerleshordsdelalameleavec du vernisaonglesou delaparaffine, le but éant d’ empécher le
contact deshématiesavec |’ oxygenedel’ air ambiant.

= |ecture
Ellesefait au bout de 15 a30 mn au microscope aun grossi ssement 40.

» Réaultats
- test négatif : leshématiesgardent leur formeréguliérement arrondie;
- test positif : présence de nombreuses hématiesenformede « faucille ».

une hémaienormale;

un beau disque bi concave de 7 umdediametre une hemetie falaforme

Hématiesnormaleet falciforme

B\ sl
: ’& L » Causesd erreurs

1 - Etalement mal fait avec
hématies « traumati sées »
- Présencedebullesd air

Frottissanguin avec présence de dr épanocytes
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d) Tauxdesréticulocytes

= Conditions de prélevement
- sangveineux sur tube EDTA ou sang capillaire
- il n'est pasnécessaired étreajeun

*  Principe
L esréticul ocytes sont desglobul esrougesjeunesqui possedent encore desribosomeset desmitochondries.
[|ssont déslorscapablesd un méabolismeassez intenseet il ssynthéti sent encoreactivement del” hémoglobine.
Onlesreconnait le plusfacilement au moyen de col orationsvitales utilisant e bleu de crésyl ou lebleude
méthylene : danscesconditionslesorganitescellulairescitésplus haut sont rendusvisiblessouslaforme
d une* substance granulo-filamenteuse” caractéristique.

= Matériel et réactifs
- Bleudecrésyl brillant ou bleu de méthylene
- Tubeahémolyse
-Bainmarie
- Pipettedetransfert
-Lame

=  Technique
- Dansuntubeahémolyse, déposer 1goutte de sang et 1gouttedebleu decrésyl (s letaux d’ Hb est
inférieur a1lg/dL, mettre 2 gouttes de sang et 1 goutte de bleu de crésyl)

- Incuber au bain marie a37°C pendant 20 mn

- Puisconfectionner unfrottiset lireau microscope au grossissement 100 avec del’ huileaimmersion
(idéalement lire sur dix champs ; compter le nombre de réticulocytes et de globulesrouges et
exprimer le pourcentage de réti cul ocytes sur le nombre globulesrouges).

» Résultats
Lerésultat est exprimé en pourcentage et surtout en valeur absolue de réticul ocytespar mm*desang. Le
taux normal estde:

- 0,2a2%chez!’ adulte (généralement 0,5 a1,5%) soit 80 000—120 000 / mm?3

Letaux desréticulocytestraduit I’ activité del’ érythropoiese médullaire. || est unindicateur dutype
d anémie.
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Réticulocytes avec
fleches bleues

Heinz

Frottis avec présence de
réticulocytes (3 réticulocytes
sont visibles sur chaque
frottis)

= Causes d erreurs

corps de Jolly

hématies a ponctuations basophiles (mieux visibles sur microscope a diaphragme fermé)
inclusions parasitaires (plasmodium)

corps de Heinz
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Hématies a ponctuations basophiles
Corps de Jolly Be i

e) Adénogramme

®  Principe
C’estIétude cytologique du suc ganglionnaire aprés ponction a aiguille fine. L’ adénogramme permet un
diagnostic d’orientation des proliférations lymphoides, qu’elles soient bénignes ou malignes.

= Matériel
- aiguille fine (23 G de préférence) et seringue
- lames
- coton
- alcool

= Technique
1) La peau non anesthésiée et désinfectée est étirée a I"endroit ot se situe le ganglion a ponctionner;

2°) Etapes

~  Tenir le ganglion entre le pouce et I'index afin de bien I’immobiliser

- Introduire I’aiguille dans le ganglion & ponctionner

~  Changer 'aiguille de direction sans la retirer tout en massant le ganglion maintenu entre le pouce et
I'index

- Nepasaspirer, laisser le suc ganglionnaire fuser par capillarité dans I"aiguille ;

— RetirerI"aiguille, mettre le vide dans la seringue

— Adapter la seringue a I’aiguille et chasser le contenu sur une lame et faire des frottis qui seront
colorés au May Griinwald Giemsa.
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f) Myéogramme

= Principe
C'est I’ éude cytol ogique quantitative et qualitative delamoel le osseuse.

= Stesdelaponction
Lamoelle osseuserouge est essentiellement située dansles épiphysesdesoslongset danslesosplats. Leste
deponction préférentiel chez I’ adulteest lesternum et I’ épineiliague chez I’ enfant. Chez le nourrisson, il faut
préférer I’ épineiliaqueoulatubérositétibiale antérieure.

*  Matérie
Laponctionest réaiséeal’ aided untrocart : letrocart deMallarmeé qui est composéde 2 démentsdistincts :
- uneaiguillecreuse, al’ extrémitéinférieure effilée. Sapartie supérieure est composée de 2 branches
perpendiculairesal’ axedel’ aiguille, branches permettant une bonne priseen main par I opérateur,
-unmandrinal’ extrémité supérieureaplatieafin de pouvoir exercer unepression suffisante. Lemandrin
traversel’aiguillecreuse.
Aiguilleet mandrin doivent avoir uneextrémité pointue, tranchante et non émoussée.

=  Prélévement
Ausitedelaponction:

- Lapeau est soigneusement désinfectée

- Letrocart tenu fermement par |’ opérateur, est enfoncé perpendiculairement alapeau et alasurface
0Sseuse avec un mouvement derotation jusqu’ acequel’ on franchisselacorticale osseuse

- Apréspénétration, le mandrin est retiré et remplacé par une seringuequi aspire delasubstance
médullaire (volumeprélevé est inférieur a0,5cc)

- Enleverlaseringueet replacer lemandrin

- Lecontenu delaseringue est déposédirectement sur lalame pour des frottismédullairesrédisesde
lamémefacon qu’ unfrottissanguin.
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= Coloration
L esfrottisconfectionnés sont séchésal’ air et colorésau May Grunwald Giemsamai s éventuellement avec
des colorantscytochimiques.

= Lecture
Elleseferad abord au faible grossi ssement pour apprécier larichesse cellulaire puisau fort grossi ssement
pour |’ é&udedesdifférenteslignées.

2. Hémostase
L’ exploration delacoagul ation doit sefairesur despré évementsavec commeanti coagul ant le citratetrisodique
araisond’ unvolumed anticoagulant pour 9 volumesde sang.
Lacentrifugation doit sefait 23000 tours/mn pendant 15mn.
Lestestsdoivent éreréaisesdansles4 heuresqui suivent le prél évement.
Lesoutilsdu contréle dequaité reposent sur deux typesd’ échantillonshbiologiques:
- despoolsde plasmas normaux ou anormaux préparés|ocalement et aliquotés
- desplasmaslyophilisespréparésindustriellement par différentesfirmes pharmaceutiques qui
sont soit des plasmas étal ons ou standards de calibration ou a ors des plasmas de « contréle »
ayant unevaleur moyenneet un intervalle de confiance déterminée selon latechnique utilisée.
Cesdifférentséchantillonssont utilisespour lecontréledequditéjourndier qui permet lavdidation quotidienne
desrésultats. |1 est préférable de passer ces contréles en début et en cours de série et de mentionner les
résultatssur un graphe. L’ ensembl e des procédures de contrdle de qualitéinterne doit étre clairement décrit
dansun cahier technique qui doit étre réguliérement misajour. Le controle de qualitéinterne doit aussi
vérifier les étapes pré analytiques (prélévements) et post analytiques (validation, rendu et archivage des
résultats).

a) Tempsdesaignement

* Principe
C’est untest global qui explorel’ hémostase primaire dans son ensemble (I’ adhésion, |’ agrégation et le
facteur Willebrand)
Il estrédisinvivo et mesureladuréedel’ hémorragie provoquée par uneincision delacouchesuperficidle
delapeau danslesconditionsnormalisées.
Nousdécrironslaméthoded’ Ivy 3 pointsqui est une des méthodesderéférence.

» Matériel
- tensomére
- vaccinosylestérile
- papier buvard
- éher
- chronométre
- compresse
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= Technique
- Placer le brassard atension au brasgonflé a40 mm Hg, pression qui seramaintenue constantetoutela
duréedutest,
- désinfecter lapeau del’ avant brasavec |’ éther (I’ dcool entraine une vasodilatation), laisser sécher,
- rédliser 3 piqiresdistantesde 2 cm chacuneau niveau del’ avant brasal’ aide du vaccinostyle
- déclencher immédiatement le chronométre,
- I’ excés de sang est épongé délicatement toutes les 30 secondes al’ aide du papier buvard (éviter de
toucher et defrotter lesbergesdespointsdepiqdre) ;
- noter letemps au bout duguel le saignement s arréte au niveau de chaque point de piglre et fairela

moyenne

= Résultats
Lavaeur normalechez |’ adultedoit &reinférieurea8mn.

b) TempsdeQuick (Taux deprothrombineet INR)

. Principe
C' et letempsdecoagulation d’ un plasmacitraté, pauvre en plaguettesrecacifiéen présencedecaciumet de
thromboplastinetissulaire. Le TQ explorelavoie extrinséque delacoagul ation.

. Matériel et réactifs

o Matériel (commun pour lesautrestestsd’ hémostase)
- Billesmagnétiques
- Barrettes
- PasmaCitrate
- Micropipette
- Coagulométre au moinssemi automatique
- Embouts

o Réactif

- Thrombopl astine cal cique (réactif déclenchant)

. Technique
- déposer lesbarrettesdanslazone d’ incubation
- digtribuer unebilledanschaguecupule
- mettre50pL deplasmacitraté dans chague cupule
- incuber pendant Imn
- transférer danslazonedelecture
- déclencher lacoagulation en distribuant 100uL dethromboplastine calcique (préincubée a 37°C)
danschaguecupule

Le temps de coagulation se mesure par |’ arrét du mouvement de billes
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. Resultats
o Expressionenpourcentaged activité prothrombinique
En pratique courante, le temps de Quick (TQ) est converti en taux de prothrombine (TP) exprimé en
pourcentage. Laconversiondu TQ en TPsefait al’ aided’ unedroite d’ é&alonnage ou droitede « Thivolle »,
établieapartir de plasmasnormauix testés aprésdilution.

L esvaleursmoyennes normal es sont comprises entre 70 et 100%.

o Expressondesrésultatslorsdestraitementsaux antivitaminesK (AVK)

Pour lasurveillance destraitementsaux AVK |lepourcentage utilisé dans!’ expression du TQ ne convient pas,
car lesthrombopl astinescommerciaes utiliséesont unesensibilitéinégaleaux AVK. Lerapport international
normalisé (ou International Normalized Ratio : INR) est un nombre sansdimension, égal au rapport entrele
TQ dumalade (TQm) et le TQ du témoin (TQt), rapport élevé al’ index international de sensibilité (ou
Internationa Sengtivity Index : 1S).

L' ISl est déterminé pour chague thrombopl astine commerciae par rapport aune préparation deréférence. 11
est fourni par lefabricant achague utilisateur.

INR= (TQM /TQt) 'S

Lesvaeursexpriméesentermed’ INR définissent deux niveaux d' anticoagulation :
- anticoagulationfaible: INR=1,5a3
- anticoagulationéevée : INR=3a5

UnINR supérieur a5 est associé aun risque hémorragique excessif

c) Tempsdecéphalineactivée(TCA)

*  Principe
C est letemps de coagulation d’ un plasmacitraté, pauvre en plaquettes, recalcifié a37°C en présencede
subgtitut plaquettaire (céphaline) et d un activateur (kaolin, siliceou acide ellagique) standardisant I’ activation
desfacteurs contacts et en présence de calcium.
LeTCA explorelavoieendogenedelacoagulation ains quelavoiecommune. Seul lefacteur VII n'interfere
passur cetest.

» Réactifs
- réactif céphaineactivateur
- solutiondeCaCl2

=  Technique

- placer lesbarrettesdanslazoned incubation

- mettreunebilledanschague cupule

- gouter 50uL deplasmacitratéet 50uL decéphaine activateur

- incuber pendant 3mn

- transférer labarrette en zonedelecture

- déclencher lacoagulation en gjoutant 50pL desolution de CaCl2
Le temps de coagulation se mesure par |’ arrét du mouvement de billes
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» Reésultats
[Issont exprimés en secondes et varient entre 20 et 40 secondes selon leréactif utilise.
Est considéré comme pathol ogique un écart supérieur a8 secondes par rapport au controle.

Chez lesenfantsde moinsde5 ans, le TCA est souvent alalimite supérieure desvaleursnormalesvoire
|égerement allongé, sansanomalies associ €es.

NB : S leTCA d' un patient est allongé, onréaliseun TCA sur leméangeavolumeéga du plasmadu maade
et duplasmadutémoin :

- unecorrectiondu TCA indique un déficit en un ou plusieursfacteursdelavoieintrinseque

- unenoncorrection du TCA indiquelaprésenced’ anticoagul antscirculants.

d) Tempsdethrombine

*  Principe
C est letempsde coagulation d’ un plasmacitraté pauvre en plaquettes, recacifiea37°C enprésenced’ une
guantité déterminée de thrombine, quantité choisie defagon aentrainer lacoagul ation en 20 secondesd’ un
plasmatémain.
L etempsdethrombineexplorelafibrinoformation.

= Matériel
Solution dethrombinecacique.

= Technique
- mettre 100uL de plasmadanslesbarrettes placéesen zoned' incubation et contenant desbilles
- incuber2mn
- déclencher lacoagulation en g outant 100pL de solution dethrombinecalcique

» Reésultats
Untempsdethrombine est généralement inférieur 222 s. Tout écart supérieur ou égal absentreletempsde
thrombinedu plasmaatester et |etempsdetrombinedu plasmatémoin est considéré comme significatif.

e) Dosagedu fibrinogénepar méthode chronométrique (Clauss)

*  Principe
L etempsde coagulation d’ un plasmacitraté pauvre en plaguettes, dilué dans des proportions adéquates, mis
en présenced’ un exces dethrombine a37°C et en optimum calcique, est directement fonction du taux de
fibrinogenefonctionnd plasmatique.

» Réactifs
- solution dethrombine contenant uninhibiteur spéecifiquedel’ héparine permettant ledosage du fibrinogene
sur le plasmades patientstraités par cet anticoagul ant.
- Tampon pH 7,35 permettant ladilution du plasma (tampon Owren-Koller)

Direction des Laboratoires du Sénégal - Page 24



= Technique
- rédiser unedilution du plasmaau 1/20 avecletampon
- mettre 100pL deladilution danslescupules placéesen zoned' incubation et contenant deshilles
- incuber Imn
- Transférer labarrette en zone de mesure et déclencher lacoagulation en gjoutant 50uL de solutionde
thrombinecalcique.

» Reésultats
Letaux defibrinogénenormal est comprisentre2 et 4 g/L (letempsde coagul ation mesuré est comprisentre
8 et 20 secondes.

f) Dosage des D-Dimeres

*  Principe
Les D-Dimeéres sont des structures spécifiques des produits de dégradation de lafibrine. [Issont misen
évidencedirectement dansleplasmacitraté par uneréaction d’ aggl utination passive utilisant des particulesde
latex sensibiliséesavec un anticorpsmonoclona anti D-Dimeresneréagissant pasavec lefibrinogene.
Lesparticulesdelatex sont sensibilisées detelle sorte quel’ on observe une aggl utination apartir d’ une
concentration plasmatique des D-Dimeres égal e ou supérieurea500ng/mL.

» Reéactifs
- suspensiondelatex sensibilisée avec desanticorpsanti D-Dimeres
- plasmacontrolepogtif
- plasmacontrolenégatif
- solutiontampon pH 8,2

= Technique
o Protocolequdlitatif
- surunecarte, déposer

50uL de contrdle positif 50uL de plasmaatester 50pL de contrdle negatif

- gouter acotéde chaque dépbt, une goutte de suspension delatex homogénéisee

- méanger avec un agitateur

- imprimer alaplague un mouvement rotatoire pendant 2 mn et observer |’ apparition éventuelle
d agglutination

- vdiderimpérativement lestémoins

o Protocolesemi quantitatif

- diluer |’ échantillon de¥2en¥2dansletampon 8,2
- procéder pour chaguedilution comme pour letest qualitatif
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» Résultats
Laréaction est positivelorsgu’ on observe une aggl utination
L eseuil desenghbilité delatechnique éant de 500ng/ml, une aggl utination indique une concentration de D-
Dimereségal e ou supérieure a500ng/ml dansladilution correspondante : laconcentration plasmatiqueen D-
Diméresest donc estiméeen mulltipliant cettevaeur par I’ inversedeladerniéredilution donnant uneaggl utination.

» Interprétation
Lesvaeursphysiologiquesen D-Dimeres sont inférieuresas500ng/m
Desvaleurs supérieurestraduisent uneactivation delafibrinolyse consécutive auneactivation anormaedela
coagulation.

NB : 1l existe une méthodeimmuno-enzymatique plus sensiblemais pluslongue danssarédisation.

g) Dosagedel’ activitédesfacteursdela coagulation
L edosage cons steamesurer |etemps de coagul ation d’ un plasma contenant touslesfacteursde coagul ation
al’ exception du facteur adoser, celui ci étant apporte par le plasmaaétudier, convenablement dilué.
Lesystemetest utilisé doit étre sensible au facteur amesurer : temps de Quick pour lesfacteursil + X, V et
VI, tempsde céphalineactivée pour lesfacteurs V111, 1X, X1, XI1 et contacts.

h) Dosagedu facteur Willebrand
Il S agit d’ apprécier I’ activité biologique d’ agrégation plaquettaire du facteur Willebrand en présenced un
inducteur qui est laRistocétine. Lavéocitéd agrégation desplaquettesest proportionnelleau taux defacteur
Willebrand contenu dansle plasma. Cette vél ocité est mesurée par un agrégomeétre ou un automate d’ hémostase.

En cequi concernelefacteur Willebrand 3 entités peuvent étre dosées :

e Mesuredel activité CoFacteur delaRistocétine : peut étreréalisée par unetechniqued agglutination
sur lame (test semi quantitatif) ou unetechnique d’ agrégation de plaguetteslavées en présencede
plasmaet de Ristocétine

Letaux normal est comprisentre 50 et 150%

e Mesure du Facteur Willebrand Antigene (VWAQ) : ce facteur peut étre dose par des méthodes
immunologiquesal’ aide d’ antisérum hétérol ogue par éectro-immuno-diffusion (Laurdl), immuno-
enzymologie(ELISA), ouradio-immunologie.

e Mesuredu Facteur Vilic

i) DosagedesprotéinesS, C et del’antithrombine

LesprotéinesS, C et I’ antithrombine sont lesinhibiteurs phys ol ogiques delacoagul ation. Leur mesurerepose
sur destechniques chronomeétri ques ou immunol ogiques (en centre spéciali s uniquement).
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]) Dosage desanticorpsanti phospholipides
Lesanti phospholipidesdetypelupusanticoagulant (LA) sont dépistésdevant un alongement d untempsde
lacoagulation non corrigé par I adjonction d’ un plasmanormal.
L e principe destests specifiquesd’ identification de cet anticoagul ant circulant est basé, soit sur destestsde
potenti alisation en diluant lacéphaline ou lathrombopl astine, soit sur destests de neutrali sation en gpportant
un excésde phospholipides.
L es antiphospholipides detype anticardiolipine (APA) ne perturbent paslestests de coagulation. Leur
diagnostic est réalisé par destestsimmunol ogiques (Elisaou radio-immunologie).

3. Immuno-hématologie et transfusion sanguine

Lesprélevements peuvent étre réalisés soit sur tube sec soit sur tube avec anticoagul ant.
Lecontroledequalitéinternerepose sur I’ analyse quotidienne d’ échantillonsde control e effectuée dansles
mémes conditions que celles appliquéesaux échantillonsbiol ogiques.

a) Groupage sanguin danslessystemesABO

* Principe
L e groupage sanguin dans le systeme ABO repose sur deux épreuves complémentaires et réalisees
simultanément avec deux lotsde réactifs et deux techniciensdifférents, toutes deux étant desréactions
d agglutinationdirecte :
- épreuvedeBeth Vincent (ou épreuveglobulaire) : leshématiesatester sont misesen contact avec
desanticorpssériquesconnusafin d’ identifier lesallo-antigenes de ceshématies.
- épreuvede Simonin (ou épreuve serique) : des hématiestests, dont lesallo-antigenes du systeme
ABO (H) sont connus, sont misesen contact avec le sérum atester afin d’ identifier lesanticorpsdu
systéme ABO (H) présentsdans ce s&rum

» Réactifs
o S&umstests
- saum-test anti-A
- saum-test anti-B
- saum-testanti-AB
o Hématiestests
Ce sont deshématies humai nes pré evées sur une sol ution anti coagul ante et conservatrice, lavées3foisen
serum physiologique, puisremises en suspensi on dans cette sol ution.
Sont utilises :
- deshématies-testsA
- deshématiestestsB
- deshématiestestsO

NB : leshématiestests doivent étre préparées quotidiennement au laboratoire.
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= Lesdiversestechniques
Ellesdoivent toujoursétre réalisees:

- deuxfois

- pardeux manipulateursdifférents

Ellessont variées:
- techniqueenplague

- techniqueentubeahémolyse
- techniqueen microplague (technique manuelle ou automatisée
- techniqueengd (technique manuelle ou automati sée)

Technique en plaque: technique classique manuelle
v EpreuveglobulairedirectedeBeth Vincent

Sur uneplagque

- déposer dans!’ ordre : - unegoutte de serumtest anti-A

- Une goutte de sérum test anti-B
- une goutte de sérum test anti-AB

- gjouter a coté de chaque goutte de serum test, une goutte de cul ot d’ hématies atester (une petite
goutteou deshématiesdiluées)
- mélanger soigneusement lesdeux gouttespuisanimer laplague d’ un mouvement rotatoirelent
- observer au bout d’ une minute et rechercher s'il y aou non agglutination
NB :il estimportant qu’il n’y ait pastrop d’ hématiesrisquant d empécher I’ observation correcte des

agglutingtions.

v Epreuves&riqueindirectede Simonin

Sur uneplagque

- déposer dansl’ordre : . unegoutte de suspension d’ hématies-testsA

. unegoutte de suspension d’ hématies-tests B

- gjouter a cote de chaque goutte deux gouttes de culot du sérum atester (une petite goutte ou des

hématiesdiluées)

- mélanger soigneusement lesdeux gouttespuisanimer laplague d’ un mouvement rotatoirelent
- observer au bout d’ une minute et rechercher s'il y aou non agglutination

Groupe A | Groupe B | Groupe AB | Groupe O
Gilobule
Rouge
Tl Ay A .
Anticorps A - ¥ 5 s .
Anb-B Anti-A SN Anti-A el Anli-B
igé * Tt
Antigéne Antigéne & Antigéne B JAntigéne A et B| Pas dantigéne

Lesdifférents
groupessanguins
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i. Beth-Vincent B. Simonin

sane de individu mis au serum de individu mis ou
gronpe ABO de

confact de Sérums @ contact d'hémarties :
UMindividu testé

)

=

- anifi=A anti-A8

44
e L=mn
Z @+

e
¥
S

]
',
‘i
ll
§
',

I
i
i

]
¥

i'

;

EpreuvesdeBeth Vincent et de Simonin

v' Lestémoins
Lesépreuvesde Simonin et de Beth Vincent doivent étre obligatoirement validées par destémoins :

¥3 Témoin «AB» : mélanger unegouttedeserumAB et unegouttede culot d’ hématiesatester.
Cetémoin nedoit pas présenter d’ agglutination. |1 permet de s assurer queles hématiestestées ne sont pas
agolutinéespar desanticorpssériquesautresquelesAc anti-A ou anti-B. Laprésenced agglutination signifie
unepolyagglutinebilité
Letémoin AB permet decontroler I’ éoreuve de Beth Vincent.

¥3 Témoin«alo»: méanger unegoutte de sérum atester et unegoutte deculot d’ hématiestests O.
Cetémoin nedoit pas présenter d’ agglutination. Il permet des assurer qu’il n'y apasdansle sérum atester,
d' Ac susceptiblesderéagir avec des structures érythrocytairesautresquelesAgA et B.

Laprésenced’ agglutination attesterait delaprésence d’ alloAc en dehorsdu systemeABO.
Letémoinallo permet donc decontréler I’ éoreuvede Simonin.

¥3 Témoin«auto » : méanger unegoutte de sérum atester et unegoutte de culot d hématiesatester
Cetémoin, rédiséapartir deshématieset du sérum du sujet nedoit pas présenter d’ agglutination. |l permet de
S assurer quedanslesérumdu sujet, il n'y apasd’ auto-anticorps dirigés contre des structures de membrane
deshématieset queleshématies ne sont pas auto-aggl utinables.
|| permet donc | e contrdl e des aggl utinations observées dansles deux épreuves.
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. Quelquescausesd erreurs
o Erreursdemanipulation : - erreursd étiquetage des échantillons
- existence d’ homonymes
- technicité défaillante

o Erreurssérologiques:
- agglutination faibleouincompléte
- double popul ation d” hématies (aprés unetransfusion hétérogroupe ou incompatibl e)

- dtérations des érythrocytes : on observe une positivité danstous|estests sériques.

b) Groupage sanguin danslesystéme Rhésus:

*  Principe

C estlarecherchealasurface deshématiestestéesdesallo Ag courantsdu systeme Rhésus, I’ Ag D, I’Ag C,
I’AgE,I’Agcetl’ Ag e en mettant en contact ceshématiesavec desAc spéecifiquesconnus :

- ati-D

- anti-C

- anti-c

- anti-E

- anti-e

= Mode opératoire
NB : s leRhésusest négatif , chauffer leméange (globulesrouges + sérum-test anti D) au rhésuscope car
I’ optimumthermiquedel’ Ag D est de 37°C; s lerésultat négatif persiste, il faudrarechercher I’ Ag D faible.

c) Recherchedel’ AgD faible(par letest de Coombsindirect)

* Principe
Il conssteavérifier s leshématiespossedent I’ Ag D faible (lorsqu’ ellesse sont avéréessansAg D avecletest
précédent), en utilisant desAc anti-D lorsd’ uneréaction d agglutination activeindirecte (artificielle) utilisant
commeartificedesantiglobulines.
L antigene D faible serecherched abord par 1 préchauffage deshématiesal’ aide d' un rhésuscopeafin de
mieux mettreanu lesépitopesdel’ antigene.

= Réactifsnécessaires
- s&rumtest anti-D
- hématiesO Rhésusstandard +
- hématiesO Rhésus standard —
- srumantiglobulinehumaine
- s&rumalbumineux sansAc anti-D
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= Technique
* dansun tubeahémolyse, mettre 1ml de sang atester
* |aver les érythrocytes atester en serum physiologique et préparer, apartir de ces érythrocytes, une
suspension a5% dansdu serum physiologique
* prendre4tubesahémolyseetintroduiredanslestubes2, 3, et 4 : 100 uL desérumanti D et dansletube
1: 100 pL desérum albumineux témoin sansanti-D
* gouter : -enl:50uL d érythrocytesaexaminer
-en2:50 L d érythrocytes O Rh standard +
-en 3: 50 uL d érythrocytes O Rh standard -
-en4: 50 L d érythrocytes aexaminer
* incuber les 4 tubes au bain marie pendant 45 mn
* laver 3foislapastille globulaire en eau physiologique delafacon suivante :
- remettreles hémati esen suspension dans!’ eau physiologique, centrifuger Lmna750g
- laméme opération est répétée 3fois
- gpresledernier lavage, latotalité du surnageant doit érebien éliminée
* gjouter 100 pL de sérum antiglobuline
* agiter doucement pour remettrelesérythrocytesen suspension
* centrifuger Imna400g
* fairelalecture apresagitation douce

= |nterprétation desreésultats
o Premiercas
L’ agglutination n’ est observée que dansletube 2 : celasignifie queles érythrocytestestés ne possedent pas
d'AgD faible. Lesujet est donc Rh standard —

o Deuxiemecas
L agglutination n’ est observée que danslestubes2 et 4 : celasignifie queles érythrocytestestés possedent
I’AgDfaible. Lesujet estdonc D faible.

o Troisemecas
Lestubes1, 2 et 4 présentent uneagglutination :
- I'agglutination dutube2 est normae
- I'agglutination dansletube 1 témoignedelaprésenced’ auto-Ac sur lesérythrocytes ou deformation
derouleaux en présencede BSA. Lerésultat positif dansletube4 ne peut étrevalidé.

o Quatriémecas

Aucuneagglutination n’ est observée dansletube 2 (ni dansaucun des3 autrestubes), il s agitd’ uneerreur ou
demauvaisréactifsnotamment leserumanti D. il faut donc recommencer.
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d) Test deCoombsdirect

*  Principe
Letest direct al’ antiglobuline ou test de Coombsdirect permet lamiseen évidencedelasensibilisationinvivo
deshématieshumainespar desanticorpsde nature lg G et/ou desfractions du complément. Cetest doit étre
réalisé sur un échantillon de préférence anti coagulé.
Il reposesur I’ utilisation d' antiglobuline humai ne pol yspécifique ou monospécifique.
Lecontrolede qualité utilise deshématies préal ablement sensi bilisées par uneantiglobulinein vitro par deslg
G et éventuellement du complément.

=  Technique

- Laverleshématiesatester 3fois

- Diluer leshématieslavées a5%

- Mettredansuntubeahémolyse 1 gouttedeladilution

- Ajouter unegoutted antiglobuline

- Centrifuger L mna1000tr/mn

- Lecture: - 9 présenced’ agglutination : CD Pogtif
- s absenced' agglutination: CD Négatif

e) Test deCoombsindirect

*  Principe
Cetest met en présencele sérum atester danslequel on recherche desanticorpslibres, avec deshématies
comportant desstesantigéniquesspécifiquesdecesanticorps. Letest est positif lorsqu’il existeune agglutination
deshématiesen présenced’ uneantiglobuline.

=  Technique
- Faireun panel O+ (5a10gouttes)
- Diluer le pannd a5% (1gouttedeculot globulaire + 19 gouttesd’ eau physiologique)
- Maettredansuntubeahémolyse 1goutte deladilution
- Ajouter 3gouttesde sérum atester
- Incuber 45 mn au bain marie préchaufféa37°C
- Aprésincubationlireunepremiérefois
- Siln'yapasd agglutination, faire 3lavagesal’ eau physiologique
- Bienégoutter I’ eaudutroisemelavage
- Ajouter unegoutted antiglobuline
- Centrifuger uneminutea1000tr/mn
- Remettre doucement leshématiesen suspension,
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- Agiter etincliner pour déceler laprésenced’ aggl utination ou observer au microscopex 40 (entrelame
etlamdle)

= |ecture
- Siprésenced agglutination : Cl + = Présenced’ anticorpsdans|e sérum
- Siagglutination absente : Cl - =Absenced’ anticorps danslesérum

f) Recherche desagglutininesirréguliéres(RAI)

= Principe delarecherchedel  agglutination par le test de Coombs indirect

Onrecherchedansun sérum desAcirréguliersenincubant le sérum en présence d’ hématies porteusesdesAg
spécifiques. Lesanticorps, S ilssont présents, s unissent aux Ag : on obtient deshématies sensibilisées, mais
souvent sansprovoquer uneagglutination, enraison :

- desforcesderépulsion éectrogtatiquesimportantes entre hématiesvoisines

- ducaracteremasqué, peu accessible de certainsantigenes
Provoquer I’ agglutination en réalisant un pontage spécifique entreAc unisadeshématiesvoisinesgréce ades
antiglobulines spécifiques des épitopesdes|g humaines.
Il s agit donc d’ uneréaction d’ agglutination activeindirecte.

= Technique en tubes a usage unique
Lesang examinédoit étre, de préférence, prélevé sur tube sec, lesagglutinines sont alorsrecherchéessur le
sé&rum.
- rédiserunpannd O+
- laver leshématiesdu pannel 3foisal’ eau physiologique (le surnageant du dernier lavage doit étre
compléement diminé)
- remettreleshématiesen suspension dans!’ eau physiologique (dilution a3%)
- Prendre 3tubesahémolyse, déposer dans chaguetube, 1gouttedeladilution et 3 gouttesdeséruma
tester
- Incuber letube 1a37°, letube 2 a25° (température ambiante) et e tube 3 a4° pendant 45 mn
- Faireunepremierelectureen agitant le tubetout doucement
- Sletest est négatif, fairetroislavagesal’ eau physiologique (le surnageant du dernier lavage doit &re
compléement diminé)
- Danschaguetube mettre unegoutted antiglobuline
- Centrifuger 1 mna1000 tours'/mn

= |ecture
- Sl y aprésenced agglutinationdans|’ un des 3tubes laRAI est positiveet il faut spécifier latempérature
-Siln'y apasd agglutination, laRAI est négative

NB : leséchantillons positifsdoivent fairel’ objet d’ une seconde éaped’ identification qui utiliseau moins10

hématiestestsde groupe O qui doivent porter séparément différentsantigenes (lesdifférentsAg du systéme
Rhésus, AgKdl, Kidd, Duffy, MNS, Lewis, Lutheran...)
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Lecontréledequditéinterne utilise deséchantillons de contréle comportant desanticorps de spécificité et de
titre connus et sur deshématies comportant I’ antigene correspondant d’ expression « hétérozygote ».

g) Test decompatibilité au labor atoire entre poche de sang et receveur

C'est uneanalyse qui consiste atester I” échantillon de sérum ou de plasmadu receveur vis-a-visdeshématies
delatubulure du produit sanguin atransfuser.

Cetest comporte lasél ection des unités de sang atransfuser en respectant lesbonnesréglesdedistribution,
puisapréparer deshématiesdelatubulure afin qu’ elles puissent étre testées dans|es mémes conditions
techniquesquelaRAl, et enfinal’ exécution technique du test qui est identiqueacelle utilisée par laRAL.
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ANALYSES DE

PARASITOLOGIE




Paquet Minimum d’activités en Parasitologie

Dans les Laboratoires de niveau
périphérique:

* Danslesang:
- Recherchedirected’ hématozoaires : goutte épaisse
et frottissanguin
- Rechercheindirected hématozoaires: Test d immu-
nochromatographiel CT, Optimal, Paracheck, etc ...
- Recherche directe de Trypanosomes et de
microfilares

* Danslesurines

- Recherche directe de Schistosoma haematobium,
de Trichomonas vaginalis, de microfilaires, de
levures.

* Dansles selles :

- Recherche deskystes, amibes, caufset parasitespar
unexamendirect

- I dentification macroscopique de versintestinaux

* DansleLCR:
- Recherchedecryptocoque al’ encrede Chine
- Recherchede Trypanosome

Dans les Laboratoires de niveau
intermédiaire:

* Danslesang:

- Recherchedirected’ hématozoaires: goutte épaisse
et frottissanguin

- Rechercheindirected hématozoaires: Test d' immu-
nochromatographie: ICT, Optimal, Paracheck, etc...
- Recherche directe de Trypanosomes et de
microfilaires

- Recherche des parasites sanguicoles par des
techniques de concentration : leucoconcentrationala
saponine (microfilaires), triple centrifugation

(trypanosomes)
- Détermination delaparasitémie.

* Danslesurines

- Recherche directe de Schistosoma haematobium,
de Trichomonas vaginalis, de microfilaires, de
levures.

- Détermination delacharge parasitaire

* Dans les selles :

- Recherche des kystes, amibes, oeufs et parasites
par un examendirect

- | dentification macroscopique de versintestinaux

- Recherche deskystes et oeufs aprés unetechnique
deconcentration

- Recherche spéciale d’ oeufsd oxyure et de Teania
par le scotch-test

* DansleLCR:
- Recherche de cryptocoque al’ encredechine
- Recherche de Trypanosome.

Dans les Labor atoires de niveau
National :

* Danslesang :

- Recherchedirected’ hématozoaires: goutte épaisse
et frottissanguin

- Rechercheindirected hématozoaires: Test d' immu-
nochromatographie: ICT, Optimal, Paracheck, etc...
- Recherche directe de Trypanosomes et de
microfilares
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- Recherche des parasites sanguicoles par des
techniques de concentration : leucoconcentrationala
saponine (microfilaires), triple centrifugation
(trypanosomes)

- Déermination delaparasitémie.

- |dentification desmicrofilaires

- Sérologieparasitaire et mycologique

- Rechercheet culturede Leishmanies

* Danslesurines:

- Recherche directe de Schistosoma haematobium,
de Trichomonas vaginalis, de microfilaires, de
levures.

- Détermination delacharge parasitaire

- Test d’ éclosion des oauf s de schistosomes

* Dansles selles :
- Recherche deskystes, amibes, caufset parasitespar
unexamendirect

- | dentifi cation macroscopique de versintestinaux

- Recherche deskystes et caufs apres une technique
de concentration

- Recherche spécided caufsd’ oxyure et de Taenia
- Recherchespéciadledeslarvesd anguillule

- Recherche des oocystes de Cryptosporidium sp.

- RecherchedesMicrosporidies

- Recherche des oocystes d’Isospora belli et de

Cyclospora

* DansleLCR:
- Recherche decryptocoque al’ encredechine
- Recherche de Trypanosome

* Prédlevementsdivers

- Recherchedeparasites.

- Recherchedechampignon par examendirect, culture
et antifongigramme.

- Recherche de Pneumocystisjiroveci
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1. Examen parasitologique des selles :
a) Préévement :
Emettreau|laboratoirelatotalité des sellesdansun récipient adaptéal’ usage, élancheet résistant. Lestechniques
d andysedemandent un minimum demati eresfécd eset cartainséd émentsparasitairessont faiblement représentés
danslessdles.
Lorsquel’ émissionaulaboratoireestimpossible, I’ acheminement del’ échantillon doit éreimmédiat.

b) Examen macroscopique:
Il renseigne sur I’ état delaselle (diarrhée/ constipation), sur laprésence d’ anneaux detaenia, d’ adultes
d heminthes.

c) Examen microscopique a frais:

Il est fait apartir d un frottis de selles étaléesdans une goutte d’ eau. Latotalité delapréparation doit étre
examinée au grossissement 10 puisau 40.

Il permet de mettre en évidence : des flagellés ou des amibes mobiles, des kystes, des oeufs et larves
d Heminthesintestinaux.

d) Examen microscopique aprés coloration

Lacoloration aulugol ou au M.|.F précisent certains € éments morphol ogi ques des protozoai resintestinaux.
* Coloration au lugol (solutioniodoioduréea1%)

- déposer unegoutte de sellesliquides (ou renduesliquides avec del’ eau physiologique) ;

- gouter une goutte delugol sur lapréparation et mélanger avant derecouvrir d’ unelamelle.

Lelugol coloreenjauneleskysteset en brunfoncélesvacuol esintracytoplasmiques.

Lenoyau, lescrigtalloides et lamembrane cytoplasmique apparai ssent par réfringence.

Lelugol détruit lesformesvégétativesdetrichomonasintestinalis

* Coloration au MIF (Mercurothiolate-lodo-Formal)

- Leméange MIF est préparé au moment del’ emploi delamaniére suivante : dansun tube ahémolyse, mettre
0,15 ml de solutioniodo ioduréea5% puis2,35 ml desolution mére MF et mélanger par retournement du tube
- Ajouter au mélangeains réalisé une parcelle de selles, homogénéiser al’ aided’ un agitateur.

- Laisser sédimenter 30 min puisrecueillir avec une pipette Pasteur la partie supérieure du cul ot ou sont
rassembléslesparasites.

LeMIF coloreenrougelecytoplasme, lamembranenucléaireet e caryosomedes protozoaires. Lachromatine
non colorée apparait par réfringence. Leskystesmurs apparai ssent en blanc sur fond rosé delapréparation.

€) Examen microscopique apres la concentration de Ritchie modifiée :

Diluer unenoix de sellesdans del’ eau formolée a10%. Aprésavoir tamisé, transvaser 9 ml dansun tube
coniqueet gouter 3ml d' éther. Agiter et centrifuger 1 mn a1000 tours/ mn. Regjeter le surnageant, préever et
examiner leculot.
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2. Recherche des Plasmodies
a) Préévement :
Lesang est recueilli au bout du doigt ou au niveaudutalon s'il s agit d un bébé aprespiglreal’ aided un
vaccinostyle.

b) Confection :

| Frottis:
Placer aune extrémitéd’ unelame une petite goutte de sang. Sansattendre quele sang seche, appliquer sur la
lameacttédelagoutte, entreelleet lecentredelalame, I aréte d’ unelamerodée. Former environ 45°du coté
delagoutte. Reculer lalamejusqu’ ace qu’ elletouchelagoutte. Par capillarité, celle-ci s éalelelong du
diedre. Par un mouvement uniforme, sansexcessiverapidite, faire parcourir au diedrelasurfacedelalame. Ne
pasquitter le contact delalameavant lafin del’ é&alement. Agiter lalame pour obtenir un séchagerapide.
Colorer.

/ Goutte épaisse:
Placer au centredelalame une goutte de sang. Défibriner lesang entournant al’ aidedu coin d’ uneautrelame
ou d’unvaccinostyle et étendrelasurface delagoutteenraclant lasurfacedelalame (1-2 cm).
Laisser sécher 2hauminimum (&uvea37°) al’ abri delapoussiére et des mouches. Déshémoglobiniser avec
guelquesgouttesd’ eau jusqu’ alysetotal e deshématies. Egoutter, secher, colorer.

c¢) Coloration :
[ Frottis:
- Fixer lefrottisavec du méthanol pendant quel ques secondes en le trempant dans une cuve qui en contient.
- Préparer une solution de Giemsaa 10% (1ml de solution méredans 9 ml d’ eau derobinet).
- Recouvrir toutelalame de cette sol ution et laisser colorer pendant 15minutes.
- Chasser délicatement e colorant delalame en g outant del’ eau propre goutte agoutte. Fairesécher al’ air
libre et examiner au microscope
/ Goutte épaisse:
Lacoloration sefait commepour lefrottis, exception faitedel’ éapedelafixation.

d) Lecture:

Ellesefait al’ objectif aimmersion (x 100). Lanumération desPlasmodiums(parasitémie) est faite sur lagoutte
épaisse. Lenombre de parasites par microlitre de sang est é&abli par rapport au nombredeleucocytes, fixéa
8000 par micralitre.
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3. Recherchedesoaufsdebilharziesdanslesurines:

a) Prélévement :
Recueillir soit lesurinesdefin demiction entre 10 et 14 h apresun effort modéré soit cellesde 24 heures.
Apréshomogénéisation, centrifuger 10 ml d’ urinesa3000 tours/mn pendant 5 minutes.

b) Examen :
Il est fait sur leculot de centrifugation desurines.
Parcourir toutelapréparation al’ objectif x 10

4. Recherchedesmicrofilairesdansle sang

a) Prélévement

Préever 5ml de sang par ponction veineuse. Lesang est recueilli sur anticoagulant, de préférencelecitratede
sodiuma3,8% araison de 0,4 ml pour 1,6ml desang ou adéfaut I’ EDTA.

Remarques:

- Lesautres anticoagul ants sont déconseillés car |I” héparine provogue une aggl utination des microfilaires; le
fluorure desodium et I’ oxa ate de sodium tuent lesmicrofilaires.

- Pour larecherchedes microfilairesdiurnes(Loaloa) le préévement doit ére effectué de préférenceentre 12
et 14 heures; pour cellesdes microfilaires nocturnes (Wuchereria bancrofti), I’ heure propice est entre 22
heureset minuit. Cependant, I’ utilisation d’ une technique de concentration permet d’ effectuer tousles
prélévements pendant lajournée.

b) Frottis sanguins colorés au Giemsa
Méme procédure que pour larecherche des plasmodiesmaisletempsde coloration doit étrede 25 minutes.

c) Gouttes épaisses colorées au Giemsa

Déshémoglobiniser avec quelquesgouttesd’ eau jusqu’ alysetotal e des hématies. Egoultter, sécher, fixer au
méthanol puiscolorer avec une solution a10% de Giemsa pendant 25 minutes. Rejeter le col orant.

Laver sousunfinfilet d’ eau derobinet ; sécher al’ air libre.

d) la technique de leucoconcentration a la saponine

Dansuntubeacentrifuger conique:

- Mettre 5 ml de sang citraté

- Ajouter 10 ml de sérum physiologique

- Méanger par retournement du tube

- Ajouter quel ques gouttes de saponine a2% jusqu’ al’ obtention d’ un sang rouge laqué

- Retourner letubeplusieursfoiset s assurer quel’ hémolyse est compléte (Ieliquide au niveau du cone doit
érelimpide)
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- Laisser reposer 5 minutes

- Centrifuger 21500 tours/mn pendant 10 minutes

- Rejeter lesurnageant

- Recuelllir al’ aide d’ une pipette Pasteur le cul ot qui renfermelesleucocyteset les parasitesvivants
- Examiner leculot entrelameet lamelle et apres col oration au Giemsa

€) Examen microscopique

Lesfrottis, gouttes épai sses et cul ot deleucoconcentration colorésau Giemsadoivent d abord étre observés
al’ objectif x 10 oux 40 pour larecherchedesmicrofilaires. L’ identification desespecesdemicrofilaires
sefaital’ objectif 100 soushuileaimmersion.

5. Recher che des oocystes de Cryptosporidium sp. par latechnique de coloration de Ziehl
Neelsen modifiée
Elles effectueapartir desellesformolées et du cul ot de concentration des selles par latechnique deRitchie
modifiée:
- Sur unelame porte- obj et propre effectuer un étalement mincedesdlles
- Sécher al’air libre ou sous un séchoir
- Fixer auméthanol pendant 1 minute
- Sécher al’air libre
- Recouvrir lalame de sol ution de Fuschine phéniquée de Ziehl pendant 1 heure
- Laver al’ eau derobinet
- Décolorer dans une solution d’ acide sulfurique a2% pendant 2 secondes
- Contre - colorer enrecouvrant lalame d’ une solution de Vert de malachite a5% pendant 5 minutes
- Laver al’ eau derobinet
- Sécheral’air libre
- Examiner aumicroscopeal’ objectif x 40 puisx 100
Lesoocystesde Cryptosporidiumsp. apparaissent comme deséémentsarrondisou ovoidesde2,5 a4um
dediameétreacytoplasmefinement granuleux renfermant 4 sporozoites. l1ssont colorésenrougedanslefond
vert delapréparation microscopique.

6. Recherchede cryptocoque dansleliquidecéphalorachidien (LCR)
- Centrifuger e LCR a1500 tours/ mn pendant 5 minutes.
- Sur unelame porte-objet propre déposer 1 goutte du culot de centrifugation
- Ajouter 1 goutted’ encrede Chinediluéeau 1/5
- Méanger aveclecoind unelamelle
- Recouvrir avecla lamelle
- Examiner au microscope optiqueal’ objectif x 10 puisx 40
L es cryptocoques apparai ssent sous forme de levures parfois bourgeonnantes entourées d’ un halo clair
(correspondant aleur capsule) danslefond noir delapréparation microscopique.
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7. Recherchede Trypanosome dansleliquide céphalorachidien (LCR)
a) Examen al’ état frais
Dansuntubeahémolyse centrifuger 2a4ml de L CR pendant 10minutes 2000 tours/mn.
Examiner leculot de centrifugation entrelameet lamelleal’ objectif 40 : lestrypanosomes serepérent par leurs
mouvementsdansleliquide.

b) Examen apres coloration au Giemsa

- A partir du cul ot de concentration ou aprésavoir retirélalamelleayant servi al’ examen al’ état frais, réaiser
un étalement,

- Sécheral’air libre

- Fixer auméthanol pendant 3minutes

- Recouvir d' une solution de Giemsaa 10% pendant 20 minutes

- Reeter lecolorant

- Laver sousunfinfiletd eau

- Sécher al’airlibre

- Examiner aumicroscopeal’ objectif 100 : lestrypanosomes se présentent comme desé émentsfusiformes
de 20 a40 umdelong, avec un noyau central coloré en rouge, un blépharoplaste situé alapartie postérieure
gpparaissant sousformed’ un point rouged’ ou part une membrane ondul antelongeant lecorpset seprolongeant
alapartieantérieuredelacedluleenunflageleantérieur libre.

8. Assurance qualité et systeme deréférence:
Deux personneseffectuent leslecturesmicroscopiques. I doit y avoir une corré ation desrésultats.

ALBUM D'IMAGES
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Larves d’Anguillules Eufs d’Ascaris
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Anneaux de teenia saginata Oeufs de teenia

e .‘. -:ﬂ_ .l' = -’,,.:. 4 -
Oeuf de Schistosoma mansoni : éperon latéral _
Plasmodium

Trypanosomes

Trophozoites de P. falciparum Gamétocytes de P. falciparum
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ANALYSES DE

'BIOCHIMIE




Paguet Minimum d’activités en Biochimie

Pour les Laboratoires de niveau Pour les Laboratoires de niveau

pé&iphérique national
* Danslesang:
- Glycémie * Danslesang:
- Azotémie - Glycémie
- Cholestérol total - Azotémie
- Crédininémie - Crédininémie
- lonogranme(Na, K, Cl) - Cholestérol total
- Protidémie - Cholestérol HDL
- Albuminémie - Triglycérides
- Bilirubinémie - lonogramme (Na, K, Cl)
- Transaminases (ASAT,ALAT) - Gaz dusang (pH, PaCO,, PaO,,
* Danslesurines: HCO,)
- Albumire - Protidemie
- Sucre - Bilirubinémie
- Corpscétoniques - Transaminases(ASAT,ALAT)
- Phosphatasesalcalines
. . - GammaGT
Pour les I__abor atoires de niveau - Amylasimie
intermédiaire - Cdcémie
* Danslesang: -  Magnésfmie
- Glycémie - Phosphorémie
Azotémie Fer sérique
Cholestérol total Ferritine
Cholestérol HDL Tranderrine
Triglycérides Electrophorése desproténes
Cregtininémie Electrophoresedel’ hémoglobine
- lonogramme(Na, K, CI) - HormonesThyroidiennes(T3, T4, TSH)
- Protidémie - Fetilité(FSH, LH, Prolactine)
- Bilirubinémie - Hormonessexuelles(Testostérone,
- Transaminases(ASAT,ALAT) Oestradiol, Progestérone...)
- Amylasamie - Marqueurstumoraux (PSA, CA 125,
- Cdcémie CA 15-3...)
-  Magnéfmie
- Phosphorémie * Danslesurines:
- Phosphatasesacdines - Albumine
- Fersérique - Sucre
- Electrophorésedesproténes - Corpscétoniques
- Electrophorésedel’ hémoglobine - Dendté
* Danslesurines: - pH
- Albumine
- Sucre

- Corpscétoniques
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SUBSTRATS-ELECTROLYTES

1- GLUCOSE

1.1.Objet :
Il S agit deladétermination du taux de glucosedansle plasma, lesérum, lesurines, le LCR ou danslesautres
liquideshiologiques

1.2. Conditionsdepréevement

« Sang: Lepréevement sefait gpresunjelin de 12 heuressur tube contenant du fluorure oxaate. 11 faut
éviter toute activité physique et toutes situationsde stress.

% Urines: lesurinesdoivent étre collectées dans un réci pient propre pendant 24H, on peut aussi utiliser
desurinesfraichement émises.

« LCRetautresliquideshbiologiques : Lespréévementssont effectuésau niveau desservicescliniques

1.3. Méhodesdedétermination :

+ Hexokinase
L’ hexokinase catalyselaphosphorylation du glucose par I’ ATPpour donner del’ ADPet du glucose-6-phosphate.
Cedernier est oxydé en 6 phosphogluconate avec laréduction NAD+ en NADH2 par glucose -6 phospho
déshydrogenase.

Hexokinase

Glucose+ATP-----------nmmmmomoomme ADP + Glucose 6-Phosphate

Glucose 6- P+ NAD+ -----------m-mmmmmmmem- 6-Phosphogluconolactone + NADH,H+

LaquantitédeNADH, H+ formée est proportionnelle alaconcentration du glucose del’ échantillon et peut
étre mesurée par I’ augmentation del’ absorbance 2340 nm.

s Complexe glucose oxydase-per oxydase
L e dosage enzymatique alaglucose oxydase (GOD) est deloinlaméthodelaplusutilisée. Sous|’ actiondela
glucose-oxydase, leglucose est transforméen gluconate et en H,O, qui réagit avec un chromogeneen présence
deperoxydase (POD) pour former un complexe coloré (rose).

L’ intensitédelacoloration est proportionnelle alaconcentration du glucose. Le produit coloré est mesuréau
spectrophotometre a500 nm.

Glucose + O, + H,O ---------- Acidegluconique + H,0,

2H,0, , 4-aminophenazone + Phenol ---—=—=—-—--- Quinoneimine+4H,0
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1.4. Performances:
Laméthodeest linéaire jusqu’ aune concentration en glucosede 5,4 g/l
Leseuil dedétection est de 0,59 mg/dl avec un coefficient devariationde 1,7 %

1.5. Modeopératoire:
Laméme procédure est utilisée pour le dosage du glucose danstouslesliquidesbiologiques
- Placer lesréactifs conservésa2-8 °C alatempérature ambiante
- Pipeter danslestubes:
.10l d’ eaudistillée, d’ étalon, de sérum contréle et d’ échantillon
.1 ml deréactif (Glucose oxydase)
- Homogeénéiser et incuber 15 mn a25°C ou porter au bain—mariependant5mna 37° C
- Lirel’ absorbance del’ étalon face au blanc 8500 nm

1.6. Valeursusuelles:
< Sang: Adulte:0,70-1,10¢/
Enfant : 0,30- 0,89/l
s Urines: 0

% LCR:0,45-0,659/

1.7. Interférences
La morphineet sesdérivés, lesproduits pour anesthésietel quel’ éher et lechloroforme peuvent entrainer
deserreurs par exces.
L’ acide ascorbique abaisselaglycémie

1.8. Variationsphysiopathologiques
e Sag:
Lesémoations, lefroid, I dtitude, |e changement declimat, I’ exercice muscul airetendent aaugmenter letaux de
glucose
e Augmentation : diabete sucré, pancréeatiteaigué
¢ Diminution : en casdejeline prolongé, grossesse, méningite bactérienne
¢+ Urines: onnoteune augmentationdans : diabétesucré, diabéterénal
% LCR:
e Augmentation danslediabétesucréet laSyphilistertiaire
¢ Diminution danslaméningite, tuberculeuse
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2- UREE

2.1.Objet:
Il s agit deladéermination del’ uréequi est un produit du catabolismedesproténes

2.2. Conditionsdeprééevement
% Sang : Lepréléevement sefait aprésun jeline d’ au moins 12 heures sur un tube sans anticoagulant ou
untube contenant del’ héparinatedelithiumoudel’ EDTA

+«+ Urines: Elles sont collectées pendant 24 heures dansun bocal propre

2.3. Méthodesdedétermination :

< LaméthodedeBerthelot

L’ uréeprésentedans|’ échantillon en présenced’ uréasedonnedel’ indophénol quantifiableau spectrophotomeétre
a600 nm.

Urée + H20 - 2NH4* + CO2

NH4z + sdlicylate + NaClO -------------------- Indophenal

% Laméhodecinétiqueutilisant |’ ur éase et la glutamate déshydr ogénase
Sous!’ actiondel’ uréase, I urée est hydrolysée en ammoniac et carbonate. Lorsd’ une seconderéaction, le 2-
oxoglutarate réagit avec I’ ammoniac en présence de glutamate déshydrogénase (GL DH) et du coenzyme

NADH pour former du L-glutamate et du NAD*.

Urée + H20 - 2NH4+ + CO,*

NH4* + 2-oxoglutarate + NADH,H* ------------------ L-Glutamate + NAD* + H20

Lavitessededimunition du NADH est directement proportionnel lealaconcentration en uréedel’ échantillon.
Elle est déterminée en mesurant |’ absorbance 8340 nm.

2.4. Performances:

Laméthode estlinéairejusgu’ a 3g/l. Lalimiteinférieure de détection est de 0,05¢/l avec un coefficient de
variationdel,3%.
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2.5. Mode opératoire

Laprocédure est laméme pour touslesliquidesbiologiques

- Placer lesréactifsatempérature ambiante

- Pipeter danslestubes
.10l d'eau distillée, d’ étalon, de sérum contrdle et d’ échantillon dans|estubes correspondants
. 1ml deréactif contenant |’ uréase

- Bien agiter et incuber lestubes pendant 10 mn atempérature ambiante ou pendant 5mn a37°C

- Ajouter leréactif contenant I hypochloritede Na

- Bien agiter et incuber lestubes pendant 10 mna25°C ou5mna37°C

- Lirel’ absorbance (A) del’ é&alon et del’ échantillon face au blanc 600 nm.

2.6. Valeurs usuelles

-Adulte: 0,15- 0,509/l
- Enfant demoinsde5 ans: 0,10- 0,20 ¢/l
% Urinesde 24 H : 20-35g/24H

2.7. Interférences
Lessalsd ammonium ou lefluorure utilise comme anti coagulant peuvent entrainer deserreurs par exces.

2.8. Variationsphysiopathologiques
Lagrossesse peut entrainer un taux d’ urée abaisse danslesang
Unrégimericheen protéinespeut augmenter letaux d’ uréedanslesang
e Augmentation danslesatteintesrénd es, hypercatabolisme protéique, insuffisance cardiague,
obstructionsdesvoiesurinaires.
e Diminution danslestumeurshépatiques

3-CREATININE ET CLAIRANCE DE LA CREATININE
3.1.Créatinine

» Objet :
Il s agit du dosage delacréatinine qui est un catabolite delacréatine musculaire,

» Conditions de prélévement :

Lesang est préevé sur tube sansanti coagulant ou contenant del’ héparine commeanti coagul ant, e pré évement
doit érefait en dehorsdetoute activité physique et ajeun.

Lesurines peuvent étre des urinesfraiches ou des urines collectées pendant 24 heures en utilisant comme
conservateur lethymol ouletoluene.
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> Meéthodes de détermination :

% Méthode de Jaffé:
La créatinine présente dans I’échantillon réagit avec le picrate en milieu alcalin, pour donner un complexe
coloré. L’absorbance de ce complexe est proportionnelle a la concentration de créatinine.
Créatinine + acide picrique ------------ complexe créatinine-picrate (complexe jaune orangg¢)

« Méthodeenzymatiquecolorimétrique:
Elle est basée sur la détermination de I’eau oxygénée apres transformation de la créatinine a I’aide de créatininase,
créatinase et sarcosine-oxydase (SOD). L’eau oxygénée libérée réagit avec I’amino -4 Phénazone et ’'HTIB
pour former une quinoneimine chromogéne

créatininase

Créatinine + HO  --------mm-mm-- créatine

Créatine + H,O Sarcosine + Urée

Sarcosine + O, + H,O -------------- Glycine+ HCHO +H,0O,

H,0O, + amino-4phénazone + HTIB ------------- quinoneimine chromogéne +H,O+ HI

HTIB = acide 2,4,6-triiodo-3-hydroxybenzoique
L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a I’activité de la créatinine et est mesurée

par photometrie. Elle est suivie par I’augmentation de I’absorbance a 552 nm

> Performances:
La limite de linéarité est de 367mg/1 et le seuil de détection 3mg/l avec un coefficient de variation de 1,4%

» Modeopératoire:
- Préchaufter le réactif de travail, I’échantillon et I’étalon pendant quelques minutes.
- Pipeter dans une cuvette
. 100 ul d’étalon, de contrdle et d’échantillon dans les tubes correspondants
.et Iml de réactif de travail
- Lire I’absorbance a 500 nm aprés 30 secondes A1 et aprés 90 secondes (A2).
La concentration de créatinine de I’échantillon est calculée selon la formule suivante :
(A2—A1) Echantillon/ (A2-A1) Etalon , C Etalon=C échantillon
> Valeursusuelles:
% Sang: Homme: 9-13mg/l
Femme : 6—11mg/l
Enfant : <5ans 2,5-4,5mg/1

Direction des Laboratoires du Sénégal - Page 52



% Urines : Urines fraiches : Femme : 29-226 mg/1
Homme : 40-278mg/dl
Urines de 24H : Femme : 720-1510mg/24H
Homme : 980-2200mg/24H

> Interférences:

Les triglycérides peuvent interférer si le taux est supérieur a 2g /L.

Certains médicaments tels les contraceptifs peuvent entrainer une augmentation du taux de la créatininémie.
Par contre les anti-epileptiques et les anti inflammatoires peuvent entrainer une diminution du taux de créatinine.

» Variationsphysiopathologiques:

La créatininémie varie avec la masse musculaire du sujet.

Lors de la grossesse, en raison de 1’¢lévation physiologique du débit sanguin rénal, la créatinine plasmatique
s’abaisse.

L’exercice musculaire tend a augmenter le taux de créatinine.

On note une augmentation dans les pathologies telles que I’insuffisance rénale, 1’insuffisance cardiaque,
I’hypertension artérielle.

3.2.Clairancedelacréatinine

La détermination de la clairance de la créatinine repose sur le dosage de la créatininémie et de la créatininurie
sur les urines de 24 heures.

e (ollecte des urines : les urines de 24H sont recueillies dans un récipient contenant un antiseptique

e (Clairance de la créatinine : UV /P
U =créatininurie
P =créatininémie
V=diurese de 24H
La valeur de référence de la clairance de la créatinine est 80- 120 ml/ min.
Toute diminution de la clairance peut traduire une altération de la fonction rénale

4. ACIDE URIQUE

4.1.Objet :
Il s’agit de la détermination du taux d’acide urique dans le plasma ou le sérum.

4.2. Conditionsde prélévement
+» Sang : Le prélévement se faita jeun dans un tube contenant un anticoagulant comme 1I’héparine ou
dans un tube sec. L’oxalate et le fluorure sont a proscrire car ils inhibent I’uricase.
¢ Urines : elles doivent étre collectées dans un récipient contenant un antiseptique
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4.3. Méthodesdedéter mination
+ Latechniqueenzymatique: elle utilise I'uricase qui décompose 1’acide urique en allantoine de carbone
avec production concomitante de peroxyde d’hydrogene. Le peroxyde d’hydrogene libéré est dosé par une
réaction mettant en jeu une péroxydase en présence d un accepteur d’électrons (amino -4-antipyrine) et d’un

chromophore dont le couplage fournit le produit final de la réaction, une quinonéine colorée ; mesurée a
560nm.

Acide urique +O, +2H,0 Allantoine + CO,+ H,0,

2H,0,+ H++TOOS + Amino4Phenazone --------------- Quinonéimine +4H,0
TOOS= acide hydroxy- 2 [N-éthylN-(m-tolyl)-amino]-3propanesulfonique-1

4.4. Performances:
La limite de linéarité est de 250mg/1, le seuil de détection est de 2mg/1 et le coefticient de variation 1%.

4.5. Mode opératoire

Dans les tubes, pipeter :

Iml de réactif et 25 ul pour I’eau distillée, 1’étalon et I’échantillon.
- Incuber a 37 °C pendant 5 mn
- lire au spectrophotometre a 560 mm contre le blanc.

4.6. Valeursusuelles

% Sang:Homme :40-75mg/lL -  Femme 30 - 60 mg/1
% Urines : Urines fraiches du matin : 370- 920mg/1

Urines de 24 Heures : 200-1000mg/24h

4.7. Interférences:
L’Hémoglobine, la bilirubine et ’acide ascorbique interférent sur les résultats.
Les médicaments notamment I’allopurinol, les anti vitamines K, le phénylbutazone, peuvent diminuer le taux
d’acide urique.
Les diurétiques et les salicylates peuvent augmenter le taux d’acide urique.

4.8. Variationsphysiopathologiques :
L’uricémie est variable selon le sexe (plus élevée chez ’homme que chez la femme).
En outre la suralimentation et I’obésité stimulent la purinosynthése et par conséquent I’augmentation de I’acide
urique. Il en est de méme des exercices physiques intenses.
e Augmentation: en cas de goutte, dans I’insuffisance rénale chronique, dans le diabéte insipide.

e Diminution: dans I’insuffisance hépatique séveére.
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5-CHOLESTEROL TOTAL

5.1. Objet :
I1's’agit de la détermination du taux de cholestérol dans le plasma ou le sérum.

5.2. Conditionsdepréévement :
Le prélévement se fait de préférence aprés un jetine de 12 heures dans un tube contenant un anticoagulant
comme I’héparine ou dans un tube sec.

5.3. Méthodesdedéter mination :
% Méhodeenzymatique : Le cholestérol est déterminé apres hydrolyse enzymatique par une hydrolyse
de ses esters par une estérase suivie d’une oxydation.
L’indicateur color¢ qu’est la quinone imine est formé a partir du peroxyde d’hydrogene et de la4-aminoantipyrine

en présence de phénol et de peroxydase.

ester de cholestérol + H,O cholestérol + acide gras
oxydase
cholestérol + O, cholesténe 3-one + H,0,
peroxydase
2 H,0,+ phénol + 4 aminoantipyrine -——————-- quinoneimine +4 H,O

5.4. Performances:
La limite de linéarité est de 8g/1, 1a limite de détection est de 0,001g/1, le coefficient de variation 0,5%.

5.5. Mode opératoire:
- Dans les tubes, pipeter 10 pl d’eau distillée, d’étalon, de sérum de contrdle et d’échantillon dans les tubes
correspondant et 1ml de réactif dans les différents types
- Homogénéiser
- Incuber 10 mn a température ambiante
- Lire au spectrophotométre a 500 nm contre le blanc réactif.

5.6. Valeursusuelles:
Homme : 1,30-2,60 g/1
Femme : 1,40-2,65g/1

5.7. Interférences:

Les produits tels que la vitamine C, thyroxine et méthyl dopa peuvent diminuer le taux de cholestérol.
L’aspirine, les diurétiques, et certains anti inflammatoires peuvent augmenter le taux de cholestérol.
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5.8. Variationsphysiopathologiques:

e Augmentation : dans les pathologies infecticuses (tuberculose grave) ou cancéreuses, les insuffisances
hépatiques, les carences (malnutrition), I’hyperthyroidie

e Diminution : dans le syndrome néphrotique, les pancréatites les myélomes mais également au cours
de la grossesse

6- CHOLESTEROL HDL
6.1. Objet :

I1's’agit de la détermination du taux de cholestérol HDL dans le plasma ou le sérum.

6.2. Conditionsde préevement :
Le prélévement se fait a jeun, dans un tube sec ou dans un tube contenant un anticoagulant comme I’héparine.

6.3. M éthodesdedéter mination :

« Méthodeaprésprécipitation :
Le cholestérol HDL est déterminé apres hydrolyse enzymatique et oxydation
Apres précipitation du LDL par I’acide phosphotungstique. Le dosage est effectu¢ suivant le méme principe
que le dosage du cholestérol total, en utilisant comme échantillon le surnageant obtenu apres précipitation.

% Méthodedirecte automatisee :
Le cholestérol LDL, le cholestérol VLDL et les chylomicrons sont hydrolysés par le cholestérol oxydase au
moyen d’une réaction enzymatique. Le détergent présent dans un des réactifs solubilise le cholestérol HDL de

I’échantillon. Le cholestérol HDL est quantifié spectrophotométriquement suivant les réactions ci-dessous :

Chol. estérase

cholestérol estérifie + H,O -=---=mm-mm------ cholestérol + acide gras
Chol.oxydase

cholestérol + 2 O, H,O cholesténone + H,O,

2 H,0,+ 4 aminoantipyrine + DSBmT ----------------- quinoneimine +4 H,O

DSBmT =N-N-bis(4-sulfobutil)-m- toluidine

6.4. Performancedesméthodes:
La limite de linéarité est de 2 g/, la limite de détection est de 0,015 g/, le coefficient de variation 0,75%.
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6.5. Mode opératoire:
- Dans les tubes, pipeter 50 pl d’eau distillée, d’étalon, de surnageant du sérum de contrdle et des échantillons
dans les tubes correspondants, et 500 Wl de réactif dans les différents tubes.
- Homogeénéiser
- Incuber 10 mn a température ambiante

- Lire au spectrophotomeétre a 500 nm contre le blanc réactif

6.6. Valeursusuelles:
Homme : 0,35-0,55 g/l
Femme : 0,45-0,65 g/l

6.7. Interférences:
Des taux €levés d’acides gras libres, de lipoprotéines dénaturées ou des taux élevés d’immunoglobulines
peuvent conduire a I’obtention de taux de cholestérol HDL faussement élevé.

6.8. Variationsphysiopathologiques:
e Augmentation dans les hyperalphalipoprotéinémies familiales, I’HTA, le diabéte
e Diminution dans les cardiopathies ischémiques.

7- CHOLESTEROL LDL :
7.1.Objet :

11 s’agit de la détermination du cholestérol LDL dans le plasma ou le sérum.

7.2. Conditionsde prélevement :
Le prélévement doit se faire loin des repas dans un tube contenant un anticoagulant comme I’héparine ou
dans un tube sec.

7.3. Méthodesdedéter mination :
% Méthode de dosage directe:
Laméthode fait appel a la solubilisation sélective du cholestérol LDL a I’aide d’un détergent non ionique et a
I’interaction d’un dérivé glucidique et de lipoprotéines.

| Détergent cholestérol estérase

Ester du cholestérol des HDL + O, ----------mmmnm-- Cholestérol + acides gras libres
| Cholesterol oxydase
Cholésterol LDL + O, Ad-cholesténone+ H, O,
2H,0, + amino-4 phénazone + HSDA + H+ + H20 -------------- dérivé coloré bleu-violet + SH20

L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a la concentration en cholestérol

LDL elle est mesurée par I’augmentation de I’absorbance a 583 nm.
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% Méthodedecalcul :
Le taux de cholestérol LDL peut étre déterminé suivant la formule de Friedwald
Elle permet de calculer le taux de LDL a partir du cholestérol total, du cholestérol HDL et des triglycérides.
Elle n’est applicable que siles TG <4 g/l
Formule : Les résultats exprimés en g/l : LDL Chol = Chol total - HDL Chol - TG/5

7.4. Performances:
Lalimite de linéarité estde 5,5 g/1, la limite de détection est de 0,03 g/l et le coefficient de variation est de
1,5 g/l

7.5.Modeopératoire:
Se référer au manuel de I’automate utilisé.

7.6. Valeursusuelles:
Homme : 1.10-1.60 g/
Femme : 1.00-1.50 g/l

7.7. Interférences:
L’aspect du prélévement peut interférer sur les résultats.

8.8. Variationsphysiopathologiques :
On note une augmentation dans les maladies athéromateuses et les hyperlipoprotéinémies de type Ila, IIb et
ML

8- TRIGLYCERIDES
8.1.Objet :

I1s’agit de la détermination du taux de triglycérides dans le plasma ou le sérum.

8.2. Conditionsdepréévement :
Le prélévement se fait a jeun, loin des repas dans un tube contenant un anticoagulant comme 1’héparine ou
dans un tube sec.

8.3. Méthodesdedéter mination :
Les triglycérides présents dans I’échantillon sont hydrolysés par une enzyme, la lipoprotéine lipase (LPL) en
acides gras et glycérol. Le glycérol est ensuite phosphorylé par I’ ATP en glycérol 3. Phosphate (G,P) en
présence de glycérol-Kinase (GK). Le glycérol 3 phosphate oxydé en présence de Glycérol 3 phosphate
Oxydase (G,P0) donne un dihydroxyyacétone phosphate et un peroxyde d’hydrogene.
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Ce dernier réagit avec le 4- chlorophénol et le 4 -aminoantipypirine en présence de peroxydase (POD) pour
donner un complexe coloré. L’absorbance de ce dernier a 500-520 nm est directement proportionnelle au
taux de triglycérides dans I’échantillon.

LPL
Triglycérides Glycérol + acides gras
GK
Glycérol + ATP ---------—--——-—- Glycérol-3-phosphate + ADP
Glycérol-3-phosphate dihydroxyacétone-phosphate + H,O
POD
2H,0 + amino-4 phenazone+ chloro-4-phénol ---------------- quinon€imine +4H,0

L’intensité de la coloration due ala quinonéimine est mesurée a 512nm. L’augmentation d’absorbance est

directement proportionnelle a la concentration de triglycérides dans 1’échantillon.

8.4. Performances:
La limite de linéarité est de 8,85g/1, le seuil de détection est de 0,035 g/l et le coefficient de variation est de
1,6%.

8.5. Modeopératoire:
- Dans les tubes pipeter 10 pl d’eau distillée, d’étalon, de contrdle et d’échantillon, et Iml de réactif
- Incuber pendant 5Smna 37° C
- Lire les absorbances de 1’étalon, du contrdle, des dosages contre le blanc entre 500 et 520 nm.

8.6. Valeursusuelles:
Homme : 0,45-1,75g/1
Femme : 0,35-1,40g/1

8.7. Interférences:
Des taux élevés de vitamine C, d’hémoglobine et de bilirubine peuvent interférer sur le taux de triglycérides en
entrainant une sous estimation.

8.8. Variationsphysiopathologiques:

La triglycéridémie varie en fonction de I’age, du sexe et €galement du régime alimentaire.
Des taux élevés de triglycérides sont observés dans les hypertriglycéridémies, le diabéte, les pancréatites.
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9-BILIRUBINE

9.1.Objet :
Cette procédure décrit les modalités techniques du dosage de la bilirubine totale et de la bilirubine conjuguée
(directe) au niveau du sang.

9.2. Conditionsdeprééevement :
Labilirubine est dosée chez un sujet a jeun depuis 10 heures environ. Le prélévement se fait sur le sérum ou le
plasma recueilli sur héparinate de lithium. Les spécimens peuvent étre congelés a moins 20°C pendant 3 mois.
I est conseillé d’éviter de traiter les échantillons hémolysés, contaminés ou ayant subi plus d une décongélation.
11 faut séparer le plus rapidement possible le sérum ou le plasma du culot globulaire (dans les 2 heures qui
suivent le prélévement). Le prélévement doit étre protégé de la lumicre. Il peut €tre conserve 8 heures a I’abri
de la lumiére a température ambiante.

9.3. M éthodesdedéter mination :

% Méthode spectrophotométriquedirecte :
L’absorbance du plasma, dilué¢ ou non dans un tampon phosphate est lue respectivement a 416 nm (pic
d’absorption de la bilirubine) et a 551 nm (ou I’absorption due a la turbidimétrie de ’hémoglobine est a la
méme qu’a416 nm).
Par différence, on obtient I’absorbance de la bilirubine et connaissant la dilution du plasma et le coefficient
d’absorbance molaire de la bilirubine, on en déduit la bilirubinémie.

% Méthodeutilisant unediazor éaction :
Labilirubine totale est dosée en présence de caféine selon une réaction de diazotation avec I’acide sulfanilique,
composé diazoté. Ce dernier réagit avec lamolécule de bilirubine pour donner deux fragments azodipyrroliques.
Cette réaction produit une azobilirubine bleue a pH alcalin et rouge a pH neutre ou acide. Elle est instantanée
avec la bilirubine dite directe, soluble dans I’eau. Le dosage de la bilirubine non conjuguée nécessite a I’aide
de substances solubilisantes telles que la caféine et le benzoate de sodium.

9.4. Performances:
Laméthode est linéaire jusqu’a 200 mg/1. Si la concentration en bilirubine est supérieure a cette valeur, il
faut recommencer le dosage sur I’échantillon dilué au 1/2 avec une solution de NaCl a 9g/I; en n’oubliant
pas de tenir compte de cette dilution avant de rendre le résultat qui sera multiplié par 2.
« Stabilité de la coloration : 60 minutes a 20°C-25°C.
Cv5%
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9.5. Mode opératoire:
[l faut S assurer avant emploi quelesréactifset |eséchantillons sont alatempérature ambiante pendant 10220
minutes.
* Longueursd ondes: 600 nm (Bilirubinetotae), 530 nm (Bilirubinedirecte)

o Z&rodel’ appareil : blanc échantillon

Réactifs
Cesont des coffretscommerciaisésdont il faut suivrele protocolefixé par lefabricant. Ils contiennent en
généra lesréactifssuivants:
» Réectif 1: Acidesulfanilique (5¢/1)
* Réactif 2: Nitritedesodium (1 g/1)
* Réactif revélateur 3:
- Caféine 50¢g/1
- Acétatede sodium 125g/1
- Benzoatedesodium 75¢g/1

* Réactif 4 : Tartrate de sodium et de potassum 1 75g/1
* Etalon (Eta) : titredonnépar lefabricantn= X xrng/1

L’ étalon doit étre conservéal’ abri delalumiére aprésavoir étéreconstitué.

Dosagedelabilirubinetotale

— Blanc Ech Ech BlancEta  Eta
Etalon — — 200ul —
Ech 200pl 200ul — —
Reéactif 1 300l 300l 300l 300l
Réactif 2 — 50ul — 50ul

- Homogéné ser, puisgjouter lesréactifssuivants

- Reéectif révélateur 3:1ml Iml Iml 1ml

- Homogénéiser et lai sser atempérature ambiante pendant 5 minutes. Ajouter leréactif 4.

-Réectif4: Iml Iml Iml 1ml

- Mélanger et lireles densités optiques (DO) des spécimensa 600 nm.

Calcul : Bilirubinetotale (mg/1) = DO échantillon- DO blanc échantillonx n/ DO éaon- DO blanc éadon
n= Concentration del’ é&aon bilirubineen mg/1.
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Laconcentration debilirubinetotale = (concentration de bilirubine directe ou conjuguée + concentration de
bilirubineindirecteoulibre)

Dosagedelabilirubinedirecte

E— BEch Ech BEt (=
Réactif 1 300pl 300ul 300ul 300ul
Réactif 2 50pl — 50ul
Réactif 3 — — 2ml 2ml

- Homogénéiser, puisgouter lesréactifssuivants:
Nacl a9g/l : 2ml  2ml 2ml 2ml
- Homogénéiser etintroduire:
Etalon: — — 200ul 200ul

Echantillon: 200ul 200 — —

- Méanger et attendre exactement 5 minutes, puislirelesdensités optiques (DO) des spécimensa530 nm.

Calcul : Bilirubinedirecte (mg/1) = DO échantillon- DO blanc échantillon x n/ DO éalon- DO blanc étalon
n= Concentration del’ éalon bilirubineen mg/1.

9.6. Valeursusuelles:
Bilirubinetotale: 3a10mg/l (5al7imol)
Bilirubinedirecte: <3mg/1(<5imol)

9.7.Interférences:
L’ hémoglobine, lescaroténoides, lalipémieet lesprotéines sont susceptiblesd’ interférer lorsdu dosage.
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9.8. Variationsphysiopathologiques :
e Augmentation :
| ctereabilirubinelibre: Icterehémolytique, Anémie hémolytique héréditaire, Anémiehémolytiqueacquise,
| ctére par déficit deglycuro-conjugaison, Madadiede Gilbert, Mdadiede Crigler -Ngjar, Inhibition enzymatique
médicamenteuse.
| ctéreabilirubineconjuguée: Ictére par obstruction biliaire, Ictére par déficit enzymatiquedel’ excrétion
I ctéreabilirubinemixte (icterehépatocellulaire) : Hépatitesvirales, Cirrhose.

10- PROTEINES

10.1. Objet :
Cette procédure décrit lesmodalitéstechniques du dosage des proté nestotalesdansle sang, lesurineset le
liquidecéphdorachidien

10.2. Conditionsdepréléevement :

% Sang
Lesproténestotal es sont dosées chez un sujet ajeun depuis 10 heuresenviron. Le prélevement sefait sur le
sérumou le plasmarecueilli sur héparinate delithium. Les spécimens peuvent étre congelésamoins 20°C
pendant 3mois. Il est conseilléd’ éviter detraiter leséchantillonshémolysés, contaminésou ayant subi plus
d unedécongédation. I est recommandé de separer |e plusrapidement possiblele serum oule plasmadu cul ot
globulaire (dansles2 heuresqui suivent le préévement). Il faut éviter toute stase sanguine (garrot) qui risquede
donner deserreurspar exces.

% Urines
. Utiliser depréférencelerécipient fourni par lelaboratoire ou adéfaut un sceau neuf. Auréveil (par exemple
8 heures) vider latotalité delavessie danslestoilettes et noter sur le sceau ladate et I” heure de début du
recuel.
. Recueillir dansle sceautouteslesurinesdelajournée, delanuit et lespremiéresurinesdulendemain au révell.
. Conserver lesurinesdansun endroit frais, au mieux dansun réfrigérateur.
.Acheminer rapidement lesurinesrecuellliesaulaboratoire.
Auniveau desservicesdliniques, un échantillon desurinesde 24 heurespeut érepré evéet envoyéau laboratoire.
Ce préd evement doit étrefait chez un patient au repos, en dehorsd’ un effort important lesjours précédents.
Chez lafemme, laprotéinurie des 24 heures se mesurera en dehors de la période menstruelle (risque de
contamination desurines).

% LCR
Leprédévement duLCR est unactemédical. |l est réalisé par ponctionlombaire aprésexamen du fond d’ cal
(pour écarter une hypertension intracranienne, contreindicationformellealaPL). LeLCR nenécessiteun
traitement préalable qu’ en casde prél evement hémorragique. Lavaleur delaproténorrachieest danscecas
faussée par laprésence d’ hémoglobine et de proté nes plasmatiques.
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10.3. Méthodesdedéter mination :

% MéthodedeBiuret :
L esproté nes sériquesforment un complexe coloréen présence desselsdecuivreen milieualcalinsdonla
réaction debiuret. L’ intensité delacol oration viol ette obtenue (longueur d’ onde de 550 nm) est proportionnelle
alaconcentration en protéines.

% MéthodedeLOWRY :
Leréactif phospho-tungto-molybdique (réactif de Folin et Ciocalteu) donneavec laplupart des protéinesune
coloration bleue. L’ addition d' une certaine quantité de sulfate de cuivre augmentelasensbilité delaréaction.
L’ intensitédelacol oration bleue obtenue est quantifiée 2600 nm.

% Méthodeau rougedePyrogallol :
Lerougede pyrogallol combiné au molybdate de sodium forme un complexe coloré en rouge qui absorbea
460 nm. En milieu acide, lafixation de ce complexe sur lesgroupementsaminésdes protéinesdéeplacelepic
d absorption a600 nm. L’ intensité delacol oration mesurée 2600 nm (578-612 nm) est proportionnelleala
concentration en protéinesdansle spécimen.

« Méthodepar opacimétrie:
Lesproténessont précipitéesafroid par | acide sulfosalicylique en donnant un troubl e approximativement
proportionnel (longueur d’ onde 660 nm) aleur concentration dans|’ échantillon adoser. Cette technique est
rapide, facilemaisde sengibilité et de spécificité moyennes.

10.4. Performances:

« MéthodedeBiuret :
Lastabilitédelacoloration : 30 mna20°C, 25°C ou 10 mn a37°C. Laméthode est linéairejusqu’ a150g/l.
Si laconcentration desproté nesest supérieureacettevaleur, il faut recommencer ledosage sur I’ échantillon
diluéau2avec unesolution deNacl a9g/l, enn’ oubliant pasdetenir compte de cettedilution avant derendre
lerésultat qui seramultipliépar 2. Cetteméthode s applique difficilement ades solutionsdiluéesde protéines
(LCR, urineset liquides de ponction) et reste peu sensiblelorsquelaconcentration en protéinesest inférieure
a6g/l.LeCV estdel1,5%.

« Méthodeau rougedepyrogallol :
Laméthodeest linéairejusqu’ a6 g/l. Si laconcentration des protéines est supérieure acettevaleur, il faut
recommencer ledosage sur I’ échantillon diluéau2avec une solution de Nacl a9g/l enn’ oubliant pasdetenir
comptedecettedilution avant derendrelerésultat qui seramultiplié par 2. Lalimitededétectionest d’ environ
0,059/l etlecv de4 %.

10.5. Mode opératoire:
% MéthodedeBiuret :
[l faut S assurer avant emploi quelesréactifset |eséchantillons sont alatempérature ambiante pendant 10a20
minutes.
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Blanc réactif Etalon Echantillon

Echantillon 20pl
Etalon 20pl
Réactif Iml Iml 1mi

Méanger et lireles densités optiques des spécimens a550 nm apres 10 minutesd’ incubation 220°c—25°c.
Zéodel apparell : blancréactif
Cdcul : proténestotales(g/l) = DO échantillon/DO éaon* n
n=concentration del’ é&alon proténeseng/l.

% Méthodepar opacimétrie:
Cettetechnique est adaptée au dosage des proté nesdanslesurinesde 24h, leliquide céphal o-rachidien et les
liquidesd épanchement. Avant ledosage, lesliquidesd’ épanchement ou de ponction seront diluésau 1/50
dansNacl a0,9%. Il est souhaitable defairele dosage sur des échantillonsfraisnon décongel és.

Blancréactif Etalon Echantillon
Solution de Nacl 100 pl — o
Echantillon 100 pl
Etalon 100 pl
Réactif detravail 500ul 500ul 500ul

Mélanger et lirelesdensités optiques des spécimens apres 10 minutes d’ incubation a20°C —25°C. || faut
S assurer avant emploi quelesréactifs et les échantillons sont alatempérature ambiante pendant 10 220
minutes.

longueur d’'onde: 660 nm. Zérodel’ appareil :  blanc réactif

Calcul : protéinestotales(g/l) = DO échantillon/DO éalon* n

n=concentration del’ é&alon proténeseng/l.

% Méthodeau rougedepyrogallol

Blanc réactif Etaon Echantillon

Solution de Nacl 20 pl —_— —
Echantillon 20pl
Etalon 20pl
Réactif detravail Iml Iml 1ml

10.6. Valeur snormales

% S&rum:
Prématuré 40a60 g/l
Nouveau-né 50a70g/l
Adulte 65a80¢g/
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% Urines: <150mg/24 h
% LCR:0,15-0,30g/L

10.7. Interférences:
% MéthodedeBiuret :
L esspécimenslipémiques ou hémolysés peuvent conduire adesrésultats suréval ues.
« Méthodeau rougedepyrogallol :
L’ hémoglobine et |es sol utés de rempli ssage abase de gél atine entrai nent uneinterférence positive fréquente
chez lespatientsen réanimation.

10.8. Variationsphysiopathologiques :
s Sérumou Plasma
e Augmentation : Déshydratation, myéome, infections
e Diminution par :
- Défaut d’ apport ou desynthese : Atteinte hépatiquegrave, ma absorptionintestinde, malnutrition proténo-
cdorique
- Fuitenormaledeprotéines: Brllures, syndrome néphrotique, néphropathies
% Urines:
Chez lesujet normal il existe une protéinurie physiologiqueinférieurea0,15g/ 24 heures.
e Augmentation : Proténurieorthostatique, néphrites, amyloserénale, syndrome néphrotique
Une proté nurieimportante > 2g/j serencontre danslesglomérulonéphritesaigués, lessyndromesnéphrotiques
(diabéte, amylose, glomérul onéphrites chroniques), lemyé ome (protéinurie de Bence Jones).
Uneproté nuriemodérée < 2g/j serencontre apréseffort, danslaprotéinurie orthostatique (apparait en position
debout, disparait apresunenuit en position couchée)
% LCR : Méningites, syndromedeguillaim-barré, compression médullaire, mal de Pott, poliomyélite
agué
+« Liquided’ épanchement : Inflammation, Tuberculose

11- ALBUMINE

11.1. Objet :
Cette procédure décrit lesmodalitéstechniques du dosage del’ albuminedansle sang.

11.2. Conditionsdepréevement :

% Sang:
L’ abumine sérique est dosée chez un sujet ajeun depuis 10 heuresenviron. Leprél évement sefait sur lesérum
ou leplasmarecueilli sur héparinate delithium. Les spécimens peuvent érre congel ésamoins 20°C pendant 3
mois. Il est conseilléd’ éviter detraiter |es échantillons hémolyseés, contaminés ou ayant subi plusd’ une
décongélation. 1l est recommandé de séparer le plusrapidement possiblele sérum ou le plasmadu cul ot
globulaire (dansles2 heuresqui suivent le prél évement).
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11.3. Méhodesdedéter mination :
EnmilieutamponnéapH 4.2, le vert de bromocrésol se combineal’ albumine pour former un complexe
coloré. L' intensité delacol oration mesurée a630 nm (620-640 nm) est proportionnelle alaconcentration en
abuminedanslespécimen.

11.4. Perfor mances
Laméthodeest linéairejusgu’ 2100 g/l. Lalimitededétection est d’ environ 39/l etleCV est de2,5%.

11.5. Mode opératoire
Il faut s assurer avant emploi que lesréactifset |eséchantillons sont alatempérature ambiante pendant 10 a
20 minutes.

Blanc réactif Etalon Echantillon
Echantillon —_— 5ul
Etalon — 5ul —_—
Réactif 2,5ml 2,5ml 2,5ml

Méanger et lirelesdensités optiques des spécimensa630 nmdansles3min
Cdcul : dbumine(g/l) = DO échantillon/DO édon* n
N = concentration del’ é&aon abumineengll.

11.6. Valeursnormales:
% Sérum : 38-48¢/l

11.7. Interférences:
Lesplasmasrecueillissur héparinate delithium donnent desrésultats supérieursaceux obtenussur sérum. Des
médicaments commelesfibrates (clofibrate) donnent uneinterférence négative.

11.8. Variationsphysiopathologiques :

e Augmentation
Danslesdéshydratations, le Diabéteinsipide, lespertesrénales, les pertes digestives et | es pertes cutanées
(hypersudation)

e Diminution
DanslesHyperhydratations, leshémodilutions
Diminutionsdesynthésedel’ dbumine : danslesmaladiesdu foie(cirrhoses, hépatitesaigués), lessyndromes
inflammatoiresimportants, en casde dénutrition importante
Dans les pertes d’ albumine : maladies rénales (glomérulonéphrite, syndrome néphrotique), digestives
(entéropathies exsudatives, ma absorptions), cutanées (brilures, dermatites exfoliantes)
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12- FER SERIQUE

12.1. Objet :
Cette procédure décrit lesmodalités techniques du dosage du fer sérique

12.2. Conditionsde prélévement
Ledosagedufer srique est réalisé chez un sujet ajeun depuis 10 heuresenviron, sur le sérum en évitant toute
hémolyse. Leprélévement doit érefait toujoursalamémeheure pour le suivi desmaladescar letaux defer
sérique subit desvariationsnycthémérales. Legarrot doit étre peu serré. Le prél évement reste stabl e pendant
3joursa+4°C.
L’ utilisation dematériel plastiqueen chloruredepolyvinyle (PV C) est consaillésinonlematériel enverresera
traité par |’ acide chlorhydrique 2N puisrincéavec del’ eaudistillée.

12.3. Méhodesdedéter mination :

« Méthodeau bathophénantroline:
Apresrupturedelaliasonfer-trandferrine et déproténisation par I’ acidechlorhydriqueet I’ acidetrichloracétique,
lefer ferrique (Fe**) est réduit par I acide thioglycoliqueenfer ferreux (F€*). LesionsFe?* forment ensuiteun
complexe col oré avec labathophénantroline disulfonnée. Lacol oration mesurée 2535 nm (520-550) est
directement proportionnellealaconcentration enfer danslemilieu réactionnel.

% Méthodedirecteau Féréne:
Aprésrupturedelaliaisonfer-transferring, lefer ferrique (Fe#*) et réduit par I’ acide ascorbiqueenfer ferreux
(Fe*). LesionsFe* forment ensuite un complexe coloréavec le 3-(2-pyridyl)-5,-6 difuryl-1,-2,-4 triazine-
disulfonate (Férene). La coloration mesurée a 600 nm (580-6200) est directement proportionnelleala
concentration en fer dansle milieu réactionnel. Lathiourée contenue dans e réactif permet de prévenir
I"interférence dueau cuivre.

12.4. Performances:
% Méthodeau bathophénantroline:
Laméthodeest linéairejusqu’ a10 mg/l (179 umol/l). Lalimitededétectionest 0,2 mg/l (1,79 umol/L). Cv 3%
+ Méthode Directeau Férene:
Laméthodeest linéairejusqu’ a15 mg/l (268 umol/l). Lalimitede détection est 0,11 mg/l (1,79 umol/L). Cv
15 %.

12.5. Modeopératoire:
Ce sont des coffretscommercialisésdont il faut suivrele protocol efixé par lefabricant.

12.6. Valeursusuelles:
Homme: 0,7al1,6mg/1 Femme: 0,6al1,4mgl/l Nourrisson:1,6a2mg/1
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12.7. Interférences:
L’ hémoglobineentraineuneinterférencepositive, I’ EDTA, lesoxdateset lescitratesuneinterférence négative.
Il est recommandéd’ utiliser un matériel lavé soigneusement al’ HCL 0,1 N et bienrincer al’ eau deminéraisee.
Toute médication abase defer peut conduire aune augmentation defer sériquejusqu’ a2 a4 semainesapres
adminigration.

12.8. Variationsphysiopathologiques:
e Augmentation : Transfusions répétées, hémochromatose, anémies hémolytiques, hépatites, anémie
sdéroblastique.
e Diminution : Grossesse, anémieferriprive (manque d’ apport, mal absorption, déperdition)

13-CALCEMIE:

13.1. Objet :
Il s agit deladétermination du taux de cal cium dansleplasma, le serum et lesurines.

13.2. Conditionsdeprééevement :
« Sang: Leprdevement sefait ajeun dansun tubecontenant un anticoagulant commel’ héparineouun

danstube sec.
% Urines: dlesdoivent étre collectées dans un récipient propre décalcifié

Ca? + 0-CPC ---------m-m-m--- complexe calcium-0-CPC

L’ intensité delacoloration dével oppée est directement proportionnellealaconcentration en calcium. Elleest
déterminée par I’ augmentation del’ absorbance a552 nm.

13.3. Méthode avec le bleu de méthylthymol :
Lecaciumdans|’ échantillon réagit avec e bleu de méthylthymol en milieuacalin, pour donner un complexe
coloré, mesuré au spectrophotométre.
C&* + bleu de méthylthymol --------------- complexecoloré

13.4. Performances:
Lalimitedelinéaritéest de200 mg/l, lalimite de détection est de 0,4 mg/l et e coefficient devariation 0,99%.
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13.5. Mode opératoire:
- Lesréactifs sont atempérature ambiante
- Pipeter danslestubes : 10 ul d'é&alon, decontroleet d’ échantillon danslestubes correspondantset 1ml de
réactif detravall
- Bien agiter et incuber 5 250 mn a20-25°C ou 37°C
- Lirel’ absorbancedel’ é&talon faceau blanca610 nm

13.6. Valeursderéférences:
+ Plasma, se&rum : 90 a105mg/I
« Urines : 100 2300 mg/24h

13.7. Interférences:
Destaux élevésdebilirubine, d hémoglobine et detriglycérides peuvent interférer sur le dosage.

13.8. Variationsphysiopathologiques :
Lacacémievarieenfonctiondel’ &ge, delamasse musculaire et durégimeaimentaire.

e Augmentation sanguine avec des pathologies comme les cancers, |”hyperparathyroidie,
I hypervitaminoseD

e Destaux devésdecaciuriesont notésdans|’ insuffisancerénae, I” hyperabsorptionintestind e et dans
I’hypercadcémie.

¢ Diminution sanguineau niveau descarences parathyroidiennes, au coursdel’ insuffisancerénde, en
cascarenceenvitamineD

e Unediminution urinaire dansl’insuffisanceréna e évoluéeet en casderachitisme

13.3. Méthodesdedéter mination :
% Méthodeavec!’ o-crésolphtaléne-complexon :
L esionscal cium réagissent avec (o-cpc) en milieu alcalin pour former un complexecoloréenviolet.
L’ addition de8-hydroxyquinol éne permet d éviter lesinterférencesdu magnesium et dufer.

Ca? +0-CPC ---------m-m-m-- complexe calcium-0-CPC
L’ intensité delacol oration dével oppée est directement proportionnellealaconcentration en calcium. Elle
est déterminéepar I’ augmentation de |’ absorbance as552nm.
« Méthodeaveclebleu deméthylthymoaol :
Lecaciumdans!’ échantillon réagit avec e bleu de méthylthymol en milieuacalin, pour donner un complexe
coloré, mesuré au spectrophotometre,
C&* + bleu de méthylthymol ----------- complexecoloré
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13.4. Performances:
Lalimitedelinéaritéest de 200 mg/l, lalimitede détection est de 0,4 mg/l et le coefficient devariation 0,99%.

13.5. Mode opératoire:
- Lesréactifs sont atempérature ambiante
- Pipeter danslestubes10ul d étalon, decontroleet d’ échantillon danslestubes correspondantset 1ml de
réectif detravail
- Bien agiter et incuber 5 250 mn a20-25°C ou 37°C
- Lirel’ absorbancedel’ étalon face au blanc 4610 nm

13.6. Valeursderéférences:
% Plasma, s&rum : 902105 mg/l
% Urines : 100 2300 mg/24h

13.7. Interférences:
Destaux dehilirubineéevés, d hémoglobine et detriglycérides peuvent interférer sur le dosage.

13.8. Variationsphysiopathologiques :
Lacalcemievarieenfonctiondel’ &ge, delamassemusculaireet durégimeaimentaire.

e Augmentation sanguine avec des pathologies comme les cancers, |’ hyperparathyroidie,
I hypervitaminoseD

o Destaux devésdecaciuriesont notésdans|’ insuffisancerénae, I” hyperabsorptionintestinde et dans
I hypercacémie.

e Diminution sanguineau niveau descarences parathyroidiennes, au coursdel’ insuffisancerénde, en
casdecarenceenvitamineD

e Unediminution urinaire dansl’insuffisanceréna e évoluée et en casderachitisme

14- MAGNESEMIE

14.1. Objet :
Il S agit deladétermination du taux de magnésium dansleplasma, le serum et dansles urines.

14.2. Conditionsdeprélévement :

% Sang : lepréevement sefait ajeun dansun tube contenant un anticoagulant commel’ héparine ou
dansun tube sec.

++ Urines: ellesdoivent étre collectées dansun récipient propre.
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14.3. Méthodesdedéter mination :
« Méthodecolorimétriqueaveclechlorophosphonazolll (CPZ I11) :
LeCPZIII selieau magnésium et entraine une augmentation de |’ absorbance a659 nm. L acide éthylene-di
(oxy-éthylénenitrilo) tétracétique sert ainhiber lafixation du caciumsur le CPZ 1I1.

Mg™ + CPZ Il ------------ complexe Mg-CPZIlI
Lesinterférencesd’ absorbance non spécifique sont réduitespar I’ addition d EDTA qui éiminele magnésium
du complexemagnésium-CPZ 111 et permet une détermination exacte du blanc échantillon.

Mg-CPZ + EDTA ----—rrreemmmm - Mg-EDTA + CPZII|
Ladifférenced absorbance entrele complexe magnesium-CPZI 1| et lecomplexetraitépar I’ EDTA correspond
al’ absorbance due au magnesium seul.

% Méthodecolorimétriqueaveclecalmagite:

L esionsmagnésium réagissent en milieu acalin avec e camagite pour donner un complexe coloré qui
absorbea 520 nm.

14.4. Performances:
Lalimitedelinéarité est de 12,5mmol/l, lalimitede détection est de0,095mmol/l, et le coéfficient devariation
est 5,2%.

14.5. Mode opér atoire :
- Lai sser reposer atempérature ambiantelesréactifs pendant au moins 30 minutes.
- Pipeter danslestubes: 10ul d'étalon, de controle et d’ échantillon danslestubes correspondantset 1ml de
réactif detravail (camagite+ diéthylamine) danslesdifférentstubes
- Bien agiter et incuber 2 mn atempérature ambiante
- Lirel’ absorbancedel’ éd on face au blanc a520nm

14.6 .Valeursusuelles:
« Sérum, plasma: 18- 21mg/l
« Urines: 24 - 240mg/24H

14.7. Interférences:

Lesanticoagulantscommel’ EDTA, lecitrate ou I’ oxal ate de méme quel” hémolyse peuvent interférer sur le
dosage du magnésium.
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14.8. Variationsphysiopathologiques :
L’ effort physique peut fairevarier letaux de magnésium dansle sang.
e Augmentation dansl’insuffisancerénaeet I’ hypoparathyroidie
e Diminution en casde spasmophilie et demalabsorption digestive

15- PHOSPHOREMIE :

15.1. Objet :
Il s agit deladétermination du taux de phosphore dansle plasma, le sérum oulesurines.

15.2. Conditionsdepréévement :
« Sang : Leprédevement sefait ajeun dansun tube untube sec.
%+ Urines: elesdoivent ére collectéesdans un récipient propre

15.3. Méhodesdedéter mination :
L esionsphosphore contenus dans|’ échantillon réagi ssent avec |e molybdate en milieu acide pour donner un
complexe coloré, mesuré au spectrophotométrie a340 nm.

Phosphate + molybdate d ammonium ------------------ Phosphomolybdate non réduit

15.4. Perfor mances:

Lalimitedelinéaritéest de 150 mg/l, lalimite de détection est de’5 mg/l et le coefficient devariation est de
1,2%.

15.5. Mode opératoire:
- Lesréactifs sont atempérature ambiante
- Pipeter danslestubes: 10ul d’ éalon, decontrole et d’ échantillon danslestubes correspondantset 1ml de
réactif detravail (blanc réactif + molybdate) danslestubes
- Bien agiter et incuber 10mna20-25°Cou5mna37°C
- Lirel’ absorbancedel’ étalon face au blanc 2340 nm

15.6. Valeursusuelles:
% Sérum :Adulte: 25450 mg/l Nourrisson : 50470 mg/l
++ Urines: 650-1400 mg/24H

15.7. Interférences:
Laprésencedescomposéstelsqueleslipides, labilirubineet I hémogl obine (hémolyse) peuvent interférer sur
ledosage.
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15.8. Variationsphysiopathologiques :
e Augmentation danslespathologiestellesquel’ insuffisancerénae, I’ hypoparathyroidie.
e Diminution en cashyperparathyroidiedechimiothérapie.

16- SODIUM, POTASSIUM, CHLORE

16.1. Objet :
Il s agit deladétermination desions Sodium, Potassium et Chlorure dansle plasmaou le sérum.

16.2. Conditionsdepréévement :
% Sang: Leprélévement sefait apresun jeline de 12 heures sur tube sec ou éventuel lement sur tube
contenant commeanticoagulant del” héparinate delithium. Legarrot est utilise defagon exceptionnelle.
¢ Urinesde 24H : collectées dansun bocal propre

16.3. M é&hodesdedéter mination :

% La photométriedeflamme:
Sous|’ action delaflamme, une partie desions passe dansun état excité, le retour al’ éat fondamental des
électronsdelacouche externe s effectue avec émission caractéristique del’ ion en présence.
Laphotométrie deflammerepose sur lefait quel’ intensité del’ émission est proportionnelle aux nombres
d atomesretrouvésal’ éat initid.
Lalumiéreémiseest donc proportionnellealaconcentration del’ échantillon.

+ Laméthodepotentiométrique:
Elleest basée sur I’ utilisation d’ éectrodes sél ectivesaux différentsionsal’ aided’ échantillonsdiluésou non.
Onmesureladdp créée par laprésence desionsdanslasolution.
Lamesure peut étreréalisée soit directement sur |’ échantillon non dilué (potentiométrie directe), soit aprés
dilution del’ échantillon (potentiométrieindirecte)
Ledispositif delapotentiometrie secomporte commeunepile:
- L’ électrode deréférence donne un potentiel stable
- L' dectrode de mesure est uneéectrodedont le potentiel vachanger enfonctiondel’ activitédel’ion adoser.
Lamesure sefait comparativement aune sol ution éal on (standard). Laddp mesurée aux bornesdu systéme
estfonctiondel’ activitédel’ionamesurer.

16.4. Performances:
La limitedelinéarité pour lesodium, le potassium et |e chlore sont respectivement de 250,30 et 250 mmol/I.
Leslimitesde détection sont de 20, 0,2 et 20 mmol/Il. Lescoefficientsde variation sont 0,26%, 0,44% et
1,2%.
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16.5. Mode opératoire:
- Fairelesdilutions nécessaires pour tous|es échantillons
- Allumer | apparell
- Suivreleprotocoled' utilisation du photométre
- Cdibrer I’ apparelil
- Utiliser un sérum de contrdle en début de série
- Passer leséchantillonsunaun
Pour laméthode potentiométrique les échantillons sont utilisés soit diluésou non, ce sont desmodul esintégrés
le plussouvent au niveau desautomates.

16.6. Valeursusuelles:
% Sang: Na: 135a145mEqg/L

K: 38a4.9mEgL
Cl: 98-106 mEg/L

+« Urines: Na: 50- 220 mEqg/24H
K : 25- 130 mEq/ 24H

Cl : 50-220 mEqg/24H

16.7. Interférences:
Na: L hydrazine, lesdiurétiqueset laméthyl dopapeuvent interférer sur letaux deNa
K : Certainsantihypertenseurs: diurétiques (surtout thiazidiques), bloquants
AmphotéricineB, méthicilline, pénicilline G tétracyclines, corticoides
Glucose, insuline ou potassium en perfusion peuvent interférer

16.8. Variationsphysiopathologiques :

Lestresset I’ émotion peuvent influencer letaux desions

e Hyponatrémies: Na< 135 mEg/L
- Déshydratation extracellulaire : vomissements, diarrhées, brilures étendues
- Rétention d’ eau, oedemes
- Surdosage en diurétiques
- Insuffisancerénal eimportante
- Hyperprotidemie, hyperlipidémie, ou hyperglycémie

e Hypernatrémies: Na> 145 mEg/L
Souvent liéeaunediminution delaquantitéd’ eau dans|’ organisme entrainant lasensation de soif :
- Déficit hydrique par diarrhées, vomissements, sudation, pertesrespiratoires
- Diurese osmotique, diabeteins pide, comahyperosmolaire du diabétique
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o Hypokaliémies: K <3,5mEq/l :
- Diarrhée
- Apportsinsuffisants: anorexie, alcoolisme
- Troublesdel’ équilibre acido-basique
- Traitement prolongé par lesdiurétiques
- Néphropathieinterdtitielle
o Hyperkdiémies: K>52mEq/l :
- Insuffisancerénde
- Diurétiqueshyperkaiémiants
- Insuffisance cortico-surrénal e, maadied’ Addison, hypoa dostéronisme
- Apportsexcessifsde potassium en perfusion
- Acidocétosediabétique
e Hypochlorémie:
- Pertesdigestives, rénaes.
- Insuffisance cardiague, rénae, hépatique; cadémes.
e Hyperchlorémie:
- Déshydratation (pertes digestives), perted’ eau importante, sudation.
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ENZYMES

A.LES TRANSAMINASES

1. Objet :
Il s"agit de la détermination de I’aspartate amino transférase (ASAT) et de ’alanine aminotransférase (ALAT).

2. Conditions de prélévement :
Le prélévement se fait préférentiellement sur tube sec chez un sujet a jeun.

3. Méthodes de détermination :

% ASAT
ASAT

Glutamate + oxaloacétate -------------—---- Arpartate + cetoglutarate
Malate DH
Oxalo acétate + NADH, H* L- malate + NAD"*
< ALAT ALAT
Alamine + cétoglutarate ---------—-- glutamate + Pyrurate
LDH
Pyrurate + NADH H* ——-—mmmmmemeeee e Lactate + NAD*

La vitesse initiale de formation du NAD+ est directement proportionnelle a I’activité catalytique de 1’ ASAT ou

de I’ALAT. Elle est mesurée par la diminution de I’absorbance 4 340nm.

4. Performances:

< ASAT : Lalimite de linéarité est de 700UL/L, la limite de détection est de 1,5UI/L et le coefficient de
variation 1,4%

% ALAT : Lalimite de linéarité est de 700UI/1, la limite de détection est de 1,5UI/, le coefficient de
variation 1%

5. Mode opératoire :
Il faut s’assurer avant emploi que les réactifs et les échantillons sont a la température ambiante pendant 10320
minutes. Mélanger 100 ul d’échantillon et 1ml de réacrif, lire les absorbances 4 405 nm (400 nm-420 nm)
toutes les minutes pendant 3 minutes
Activité (U/L) =Facteur * ADO/mn
Le facteur est donné par le fabricant
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6. Valeursusuedlles:
TGO <30Ul/l a37°C
TGP >45Ul/l a37°C

7.Interférences:
Lesanticonvulsvants, lesmédicamentstoxiquespour lefoie peuvent interférer sur ledosage destransaminases.

8. Variationsphysiopathologiques::
ASAT est augmenté dansles|ésionshépatiques, musculaireset cardiaques
ALAT >45Ul/l esttémoind uneatteintedu foie.

B- PHOSPHATASEALCALINES

1.Objet :
Cette procédure décrit lesmodal itéstechniques de ladéterminati on des activités enzymatiques des
phosphatasesalcalines.

2. ConditionsdePréevement :

Lepréévement sefait chez un sujet ajeun depuis 10 heuresenviron. Ledosagepeut érefait sur dusérumou
du plasmarecueilli dansuntube contenant del’ héparinate delithium. Leséchantillons peuvent étrecongelésa
moins 20°C pendant 3mois. || est conseillé dene pastraiter leséchantillonshémolysés, contaminésou ayant
subi plusd’ unedécongéation. 1l faut éviter lesanticoagulantscommel’ oxalate, lecitrateoul’ EDTA. Il est
recommandé de séparer |e plus rapidement possiblele sérum oule plasmadu culot globulaire (dansles 2
heuresqui suivent le prélévement). Lesérum oule plasma peuvent étre conservés 3joursa+4°c dansun tube
bouchée.

3. Méthodesdedétermination :
Enmilieuacain, lesPAL cataysent |’ hydrolyse du p-nitrophényl phosphate en p nitrophénol et phosphate. La
vitessed’ apparition du p-nitophénol, suivie par lavariation d’ absorbance 2405 nm est proportionnellea
I activité des PAL dansle spécimen.

4. Performances:
Laméthodeest linéairejusgu’ 21200 Ul/1. Lalimite de détection est 30 Ul/I, le coefficient devariation 1,5%.

5. Mode opératoire:
|| faut s assurer avant emploi quelesréactifset leséchantillonssont alatempérature ambiante pendant 10220
minutes. I ntroduire dansune cuvethermostatée de 1 cm detrajet optique, 1 ml deréactif, laisser latempérature
s équilibrer a37 °C puisgouter 10 pl de spécimen. Méanger et apres1 minute, lirelesabsorbancesa405nm
(400 nm - 420 nm) toutes|es minutes pendant 3 minutes
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Echantillon 20ul

Solutiondetravail 1ml

Cdcul : activite PAL (U/L)=Facteur * ADO/mn
Lefacteur est donné par lefabricant

6. Valeursusuelles:

PAL 25°C 30°c 37°c
Enfant : <400U/L <500U/L <650U/L
Adulte: <190U/L  <230U/L < 300U/L

7. Interférences:
Lestriglycérides (>10g/), I’ hémoglobine (>16g¢/l) et labilirubine (150 mg/l) peuvent interférer lors dela
déterminationdel’ activité.

8. Variationsphysiopathologiques:
e Augmentation :
Affectionshépatobiliares : Obstruction biliaires, calcul du cholédoque, cancer delatéte du pancréas
Affectionsosseuses : Rachitisme, Ostéomalacie, Ma adie de Paget
Affection néoplasiques.

C-GAMMA GLUTAMYL TRANSPEPTIDASE (GGT)
1. Objet :
Cette procédure décrit lesmodalitéstechniques de ladétermination des activitésenzymatiques de la&dGT.

2. Conditionsdepréevement :
Lepréévement sefait chez un sujet ajeun depuis 10 heuresenviron. Il peut étre constitué de sérum ou de
plasmarecuellli sur héparinatedelithium. Leséchantillonspeuvent étre congel ésamoins 20°C pendant 3mois.
Il est conselllé denepastraiter leséchantillonshémolysés, contaminésou ayant subi plusd’ une décongéation.
|| est recommandé de séparer le plusrapidement possiblele sérum ou le plasmadu culot globulaire (dansles
2 heuresqui suivent le prélévement). Le sérum ou le plasmapeuvent étre conserveés 3 joursa+4°c dansun
tube bouché.

3. Méthodesdedétermination :
Meéthode utilisant le L &glutamyl-4 nitranilide : ladétermination deladGT est réalisée en mode cinétique
colorimétriqueutilisant le &glutamyl-4 nitranilide. LadGT catalyselaréaction suivante :
glutamyl-4 nitranilide+ gltcylglycine ------------------- glu-glycylglycine+ 4 nitraniline
Lavitessedeformation dela4 nitranilinequi correspond al’ activitédeladGT est déterminée en mesurant
I’ augmentation d' absorbance 2405 nm.
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4. Performances:
Laméhodeest linéairejusqu’ a320 Ul/1, lalimite de détection est 4 UI/L, le coefficient de variation 5%.

5.Modeopératoire:
|| faut s assurer avant emploi quelesréactifset leséchantillonssont alatempérature ambiante pendant 10220
minutes
- Introduire dans une cuvethermostatée de 1 cm detrajet optique, 1 ml deréactif
- Laisser latempérature s équilibrer a37 °C puisgouter 50 ul de spécimen.
- Méanger et aprés 1 minute, lireles absorbances a405 nm (400 nm-420 nm) toutes|es minutes pendant 3
minutes
Echantillon 50ul
Solutiondetravail 1ml
Calcul : activité PAL (U/L)=Facteur * ADO/mn. Lefacteur est donné par lefabricant.

6.Valeursusuelles
Hommes: 15- 80 UI/L
Femmes: 10- 50 Ul/L

7. Interférences
L’ acideascorbique, I' hémoglobineet 1abilirubine (150 mg/l) peuvent interférer lors deladétermination de
I'activité.

8. Variationsphysiopathologiques::

«» Causeshépatiques:
Hépatitesvira esou microbiennes, Hépatitetoxique ou médicamenteuse, Cirrhosehépatiqued origined coolique
ou médicamenteuse, Mdadiedesvoieshiliaires (souvent associ éeauneaugmentation desphosphatasesa caines)

¢ Causesnon hépatiques :
Alcoolismechronique (spécificité a80%), Infarctus du myocarde, I nsuffisance cardiaque, Insuffisancerénale
aigué, Syndrome néphrotique, Accident vasculaire cérébral, Mal adies neurol ogiques, Epilepsie, Cancer du
sein, Mé@anome, Obésité, Prisedemédicaments (somniféres, barbituriques, antidiabétiques, pilulecontraceptive,
médicaments antihypertenseurs) , Diabete (stéatose), Hypertriglycéridémie, Hyperthyroidie.
5a10 % des personnes ont destaux €l eves sans cause retrouvee.
NB : Letaux deGammaGT (GGT) est considéré comme un marqueur fiabledel’ intoxication a coolique.
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D-AMYLASEMIE
1. Objet :
Cette procédure décrit les modalités techniques de la détermination des activités enzymatiques de I’'amylasémie.

2. Conditions de prélévement :
Le prélévement se fait chez un sujet  jeun depuis 10 heures environ. Les échantillons peuvent étre constitués
de sérum non hémolysé ou de plasma recueilli sur héparinate de lithium. Ces spécimens peuvent étre congelés
amoins 20°C pendant 3 mois. I est recommandé de séparer le plus rapidement possible le sérum ou le plasma
du culot globulaire (dans les 2 heures qui suivent le prélévement). Le sérum ou le plasma peuvent étre conservés
3 jours & +4°c dans un tube bouché.

3. Méthodes de détermination :

% Méthode utilisant le 2 choro-4-nitrophényl malto trioside (CNPG3):
Le principe de cette méthode met a profit la réaction d’hydrolyse ci-dessous catalysée par ’amylase. Elle est
réalisée en mode cinétique

10 CNPG3 ~ae 9 CNP + CNPG2 +9G3 + G

La vitesse de formation du CNP qui correspond a Iactivité de I’amylase est déterminée en mesurant
"augmentation d’absorbance 4 405 nm.
CNP (Chloro-nitro-phénol) ; G3 (maltotriose) ; G (glucose)

> Meéthode utilisant le Maltotétraose (UV) :

L’activité de I"amylase peut étre mesurée par une méthode UV en cinétique utilisant comme substrat le
maltotétraose suivant :

hydrolase

Maltotétraose + H20 ——— > 2 maltoses

o amylase

Maltose + phosphate ——— > Glucose+D glucose-1-P

phosphoglucomutase

D ghicose-1-p -———— > glucose-6-P
G6PDH
D glucose-6-P +NAD+ — > 6-P-gluconate + NADH, H+

La vitesse de formation du NADH est proportionelle 4 I’activité catalytique de |’alpha amylase; elle est suivie
a la longueur d’onde de 340 nm.

4. Performances :
Laméthode CNPG3 est linéaire jusqu’a 2000 UL/1, la limite de détection est 6 UL/, le coefficient de variation
3,5%.
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5. Modeopératoire:
I faut S assurer avant emploi quelesréactifset leséchantillonssont alatempérature ambiante pendant 10220
minutes. | ntroduire dansune cuve thermostatée de 1 cm detrgjet optique, 1 ml deréactif ; laisser latempérature
S équilibrer a37 °C puisajouter 25 pl de spécimen. Méanger et aprés 30 secondes, lirelesabsorbancesa
405 nm (400 nm - 420 nm) toutesles 30 spendant 90 s.
Cdcul : activite PAL (U/L)=Facteur * ADO/mn
Lefacteur est donné par lefabricant.

6. Valeursusuelles:
Sérum : 20-80UI/L
Urines: 24-400Ul/24 h

7.Interférences:
Lesanticoagulantscommel’ oxaate, EDTA, citrate peuvent interférer

8. Variationsphysiopathologiques
e Augmentations
- Pancréatiteaigue hémorragique
- Pancréatites chroniques et cancers du pancréas
- Parotidites
- Autresaffections : perforationsd’ ul céresgastro-duodénauix, occlusionsintestind eshautes, lithiasehbiliaire

ANALYSESQUALITATIVESDESURINES

1.Objet :
Cette procédure décrit lesmodalitéstechniques delarecherche de substances au niveau desurines.

2. Conditionsdepréévement :
Lacollectedesurinessefait e plussouvent aumilieu du jet dansun réci pient propre (aucunetrace de détergent)
et identifiéau nom du patient. 1l est recommandéapreslamiction, traiter I’ urine au plusvite (dansles 2 heures).
Si lesurinesont été conserveées au frigo, attendrelaremise atempérature ambiante (environ 30 minutes).

3. Méthodesdedétermination :
Letest secomposed’ une bandel ette présentant des zonesréactives de chimie seche permettant de rechercher
dans|’ urinelaprésence qualitative et/ou semi-quantitative de différentsparametrestel squele pH, les protéines
(albumine), leglucose, lescorps cétoniques, et le poids spécifique (densité).
Lamiseen évidencedu pH est possiblegrécealaprésence de plus eursindicateurs chromogéenesavec comme
vaeur seuil : 5,0.
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Larecherchedel’ abumineest basée sur laprésenced’ unindicateur de couleur qui vireapartir d une valeur
seuil de60mg/L.

Pour ce qui est du glucose, samise en évidence est réalisée par laméthode glucose-oxydase/ peroxydase
avec commeseuil dedétection 0,4 g/L (2,2 mmol/L)

L adétection des corps cétoniques est basée sur le principe delaréaction col orimétrique de L égal avec comme
valeur seuil 0,05¢g/L (0,5mmoal/L).

Enfinle poids spécifique mesureladensité par détection delaconcentration desionsdel’ urineavec comme
valeur seuil 1,000 kg/L

4. Performances:
- PH : seuil dedétection: 5
- Glucose : seuil dedétection: 0,4 g/l
- Albumine : seuil de détection: 60 mg/l
- Corpscétoniques : seuil dedétection: 0,05g/l
- Densité : seuil dedétection: 1 kg/l

5. Modeopératoire:
. Vérifier ladate de péremption desbandel ettes réactives.
. Procéder aun recuell aseptique desurinesdu patient.
. Effectuer unlavage simpledes mainsou effectuer un traitement hygiénique desmainspar frictionsavec une
solution hydro-alcoolique
. Mettre des gantsnon stériles pour se protéger d’ éventuelles projections.
. Prélever desurinesavec laseringue stérile.
. Déposer quelquesgouttesd’ urines sur chague réactif delabandel ette.
. Tamponner lerebord delabande ette sur lacompresse pour éliminer I’ excesd' urine.
. Maintenir |abandel ette horizontal ement pour éviter leméange desréactifs. Attendre 1 minute.
. Comparer lesrésultats obtenus avec laréegl ette comparative.
. Conserver lesurinesaufraiss ellesne sont pas utiliséesdans|’immediat
. Jeter lematérie et lesgants.
. Transmission : heured’ analyse, aspect et odeur des urines, résultats obtenus.

6. Valeursusuelles:

Il s'agit de recherche qualitative. Chez le sujet sain, ces substances peuvent étre présentes mais a des
concentrationsinférieuresaux valeursseuils.
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7. Interférences:
Lesoxydantsforts (eau de javel, liqueur de Dakin), les salicylés (Vitamine C) peuvent interférer sur la
déterminationdelaglycosurie.
L’ acide phényl pyruvique, I’ dphaméthyl dopapeuvent interférer dansladétermination descorps céoniques.

8. Variationsphysiopathologiques::
- pH : en complément d’ autres parametres.
- Dengité: symptdbmed’ infection urinaire.
- Glucose: dépistage et contrdle du diabéte sucré ou d’ une hyperglycémie.
- Corpsceétoniques: anomaliesdu métabolisme, danger de céto-acidose, témoin d’ une hyperglycémie.
- Albumine: symptdme d’ une maladie desreins et desvoiesurinaires, évaluation delafonctionrénale:
insuffisancerénde.
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ANALYSES DE

BACTERIOLOGIE



Paquet Minimum d’activités en Bactériologie

Pour les Laboratoires de niveau Pour les Laboratoires de niveau
pé&iphérique intermédiaire

1. Pour lesmaladiesapotentidl épidémique: 1. Pour lesmaladies apotentiel épidémique

Choléra: Choléra:
Examen macroscopique Examen macroscopique
Examen microscopique Examen microscopique
Ensemencement demilieudetransport (EPHA, I solement et | dentification
CayBlair) Antibiogramme
Méningiteceérébro-spinale: Acheminement des souchesau L aboratoire
Examen macroscopique National de Référence
Examen microscopique M éningite cér ébro-spinale:
Recherched antigenessolubles (agglutination Examen macroscopique
aulatex) Examen microscopique
Ensemencement demilieudetransport (Trans- Recherched antigénessolubles(agglutination
Isolate, ...) aulatex)
Shigellose: Isolement et | dentification
Examen macroscopique Antibiogramme
Examen microscopique Acheminement des souchesau L aboratoire
Ensemencement demilieu detransport (Cary National de Référence
Blair) Shigellose:
Examen macroscopique

Examen microscopique

2. Autresrecherches en Bactériologie teolerment et | dentification

Danslesurines:

. Antibiogramme

§$$ mﬁgﬁg IqCLuee Achemi nemer]t (':I&s souchesau Laboratoire
Danslepus: National de Référence

Examen macroscopique L. .

Examen microscopique 2. Autresrecherches en Bactériologie
Dansles sécr étions broncho-pulmonaires: Urines:

Examen macroscopique Examen macroscopique

Examen microscopique Examen microscopique
Dans les sécrétions ORL : Dénombrement desgermesurinaires

Examen macroscopique | dentification

Examen microscopique Antibiogramme
Sécréionsgénitales(voir manuel duprogramme  Pus:
deluttecontreles|ST) Examen macroscopique

Examen macroscopique Examen microscopique

Examen microscopique | solement, identification

Antibiogramme
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Sécr étionsbroncho-pulmonaires:
Examen macroscopique
Examenmicroscopique
| solement, identification
Antibiogramme

SécrétionsORL
Examen macroscopique
Examenmicroscopique
| solement, identification
Antibiogramme

Sécr éionsgénitales(voir manuel du programme

deluttecontreles|ST)
Examen macroscopique
Examenmicroscopique
| solement, identification
Antibiogramme

Sang:
Hémoculture

Sérologies:
SérodiagnogticdeWidal et Félix
Sérodiagnostic des streptococcies : ASLO,
ASDOR-B
Sérologiesyphilitique (voir manuel du
programmedelutte contrelesIST)

Pour les Laboratoires de niveau
national

1. Pour lesmaladies apotentiel épidémique
Choléra:

Examen macroscopique

Examen microscopique

| solement et Identification

Antibiogramme

Acheminement dessouchesau L aboratoire

National de Référence
Méningitecérébro-spinale:

Examen macroscopique

Examen microscopique

Recherched antigenessolubles (agglutination

aulatex)

| solement et Identification

Antibiogramme

Acheminement dessouchesau L aboratoire

National de Référence

Shigellose:
Examen macroscopique
Examen microscopique
I solement et | dentification
Antibiogramme
Acheminement dessouchesau L aboratoire
National de Référence

2. Pour les autres recherches en
Bactériologie
Urines:
Examen macroscopique
Examen microscopique
Dénombrement desgermesurinaires
| dentification
Antibiogramme
Pus:
Examen macroscopique
Examen microscopique
| solement, identification
Antibiogramme
Sécr éionsbroncho-pulmonaires:
Examen macroscopique
Examen microscopique
| solement, identification
Antibiogramme
SécrétionsORL :
Examen macroscopique
Examen microscopique
| solement, identification
Antibiogramme
Sécr étionsgenitales(voir manuel du programme
deluttecontrelesIST)
Examen macroscopique
Examen microscopique
| solement, identification
Antibiogramme
Sang : Hémoculture
Sérologies:
SérodiagnosticdeWida et Félix
Sérodiagnostic des streptococcies : ASLO,
ASDOR-B
Sérologiesyphilitique (voir manuel du
programme delutte contrelesIST)
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1. Diagnostic des maladies a potentiel épidémique

1.1. Choléra
< Prééevement

En casde suspicion decholéra, les selles sont prél evées chez le patient qui est conscient, dansun pot propre
hermétiquement fermé.
Chez le maadefatigué ou avec destroubles delaconscience, un écouvillonnagerectd est réalisé.

Pot de coproculture

% Transport

Leprédévement estimmédiatement acheminéau laboratoire. Si letransport et différé, lessellesdoivent étre
ensemencéesdansun milieu Cary Blair.

% Examen macroscopique

L’ examen macroscopiqueapprécieal’ cal nul’ aspect dessellesqui, danslescastypiques, sont liquidiennes,
ressemblant adel’ eau deriz ou présentant d’ autres aspects.

%+ Examen microscopique

Il s agit surtout d' unexamen al’ état frais (une goutte de sdllesentrelame et lamelle observée al’ objectif X40)
pour rechercher essentiellement une mobilité suspecte desbactéries, asavoir desbacillestrésmobilesgracea
uneciliature polaire, comparablesades étoilesfilantes.

Aprescoloration de Gram, lesvibrions se présentent sousforme de bacillesaGram négatif droitsou incurvés
(envirgule).
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% Aspect en virgule des vibrions
\ apres coloration de Gram

Py
NB : Leslaboratoires périphériques qui ne peuvent pas procéder alaculture doivent :

- rendrelesrésultats obtenus aprés examens macroscopi que et microscopique ;
- ensemencer un milieu detransport (Cary Blair) et I’ envoyer au laboratoirerégiona ou
national leplusproche.

Milieu de Cary Blair
(gélose semi solide)

% |solement

Laculturedessellespour larecherchedeMibrio cholerae est effectuée sur deux typesdemilieux :
- milieud enrichissement, qui est un bouillon permettant une culture abondante et rapide desvibrions;
I’ Eau Peptonée HypersdéeAlcdine (EPHA) est en générd utilisée. Aprésensemencement, il estincubé
a37°C pendant 4 h puisrepiquésur milieu d'isolement.
- milieux d'isolement, qui peuvent &resdectifsou non, permettent d’ obtenir descoloniescaractéristiques :
e surgdosenutritiveacaine (GNA), lescoloniesdevibrionssont detaille moyenne, asurface
lisse, transparentes, avec descontoursréguliers;;

o Sur gélose TCBS(Thiosulfate Citrate Bile Saccharose), les colonies sont moyennesou grosses, lisses, a
contoursréguliers, de couleur jaune du fait delafermentation du saccharose.
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Aspect des colonies de V. cholerae sur GNA (a droite) et sur TCBS (a gauche)

< ldentification

Elleest réalisée sur les col onies suspectes apres vérification delamorphol ogie et delamobilitéal’ examen
microscopique (bacillestrésmobiles par ciliature polaire, aGram négetif incurves).
Elleest réalisée en deux étapes :
- I dentification biochimique

o test al’ oxydase (qui doit étre positif)

o ensemencement d’ unegaeried identificationminimae:
Kligler-Hana;
Mannitol-Mohilité;
Citratede Smmons;
Urée-Indole;
Eau peptonéesansindole ;
Eau peptonéenitratée.

SRR NE N NN

Lesprincipaux caractéres biochimiquesde Vibrio cholerae sont:
4 Glucose (+) fermentésansgaz ;
Lactose(-) oulent avectest al’ ONPG (+) ;
SH2(-) ;
Uréase(-)/Indole(+) ;
Nitrate réductase (+) ;
Catalase(+) ;
v Oxydase (+)

ANRNENENEN

Laclassiquesensibilité au compose O/129 ' est plusun test spécifiqueacausedelacirculation deplusenplus
fréquente de souchesrésistantes.
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- | dentification immunologique

L' agglutination sur lameal’ aided’ untest au latex per met de déterminer le sérogroupe et le sé&rotype :
v lessérogroupes O1 et 0139 sont responsablesd’ épidémies;
4 le sérogroupe O1 comptetrois sérotypes : Ogawa, Inabaet Hikojima.

Agglutination sur lame
(sérogroupage)

RS T -

NB : Encasd’ épidémie, une démarche plus rapide comme celles décrite ci-dessous, est adoptée. En effet,
lorsguel’ épidémieest confirmée, lesanalyses de selles sont réalisees chez 1 malade sur 10.

% Enrichissement

Apréslesexamens macroscopi que et microscopique, un milieu d enrichissement est ensemencésur tubeet
incubé pendant 3 heures.

- A partir du 1* tube:
e repiquer un 2¢tube contenant del’ EPHA ;
o réisoler parallelement sur milieux d’ isolement (GNA, TCBS).

- Aubout detroisheures supplémentaires, répéter laméme opération apartir du 2°tubed EPHA.

- Apres16 al8heures, réaliser sur les colonies suspectesisol ées sur GNA
e Unexamenmicroscopique ;
e untestal oxydase;
o |estestsd agglutinations.
NB : - adéfaut de GNA, lagélose Mueller Hinton peut étre utilisée.
- letest d’ aggl utination nedoit pas étre effectué sur lescoloniesde TCBS.

% Antibiogramme

Il et réalise sur géose Mueller Hinton (MH), selon latechnique décrite plusloin.
Lesantibiotiquessuivantsdoivent éretestéspour lasurveillance et pour desbesoinsthéragpeutiques: amoxicilline,
tétracycline, doxycycline, chloramphénicol, cotrimoxazole, furazolidone, érythromycine, norfloxacine.

% Acheminement dessouchesau labor atoirenational der éférence

Lessouchesidentifiéeset isoléesen culture pure seront acheminées au L aboratoire National de R&éférence sur
milieu de conservation approprié, conformément aLix reglesd’ expédition des échantillonsinfectieux.
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1.2. Diagnostic des méningites bactériennes
% Préévement

Leliquidecéphaorachidien (LCR) est préevé par ponctionlombaire (actemédical aréaiser par un médecin).
Leprélévement est recueilli danstroistubes stérilesdont un est destinéal’ examen bactériol ogique.

«» Trangport

LeL CR doit rapidement étre acheminéau | aboratoire, |es bactéries généra ement responsablesde méningites
étant fragiles.
Aulaboratoire, letube peut étre conservé a37°C en attendant d’ étretraité.

< Examen macroscopique:

L’ aspect du LCR est notédés|’ arrivéedel’ échantillon.
Il peut &reclair, louche, trouble, purulent, hématique, xanthochromique.
Un LCR clair n’exclut pas une méningite :
- casdesméningitespurulentesau début ;
- casdesméningites décapitées par uneantibiothérapiepréalable;
- casdesméningitestuberculeuses, viraes, parasitaires...

+« Examen microscopique

|| permet une éude cytol ogique et bactériologique :
- Lacytologiequantitative est effectuée sur leLCR total par dénombrement sur celluledeMaassez ou
deKovaqui permet de déterminer lenombrede cellule par millimétre cubede L CR. Cenombre est
égal ala3/mmidansun LCR norma ;

- Lacytologiequditative, réaiséesur leculot de centrifugation, préciselanature des cellules présentes
(polynucléaires, lymphocytes...) ;
- Unfrottisest réalise apartir du cul ot de centrifugation pour une coloration de Gram. L’ examen au
mi croscope peut mettre en évidence desbactéries
e diplocoquesaGram négatif en« graindecafé »;
e diplocoquesaGram positif lancéolés, encapsulés;
e bacillesaGram négatif polymorphes, ...

+ Recherche d’ antigenes solubles (agglutination au latex) :

Elle permet un diagnostic rapide delaméningite grace auntest d’ aggl utination effectué sur le surnageant de
centrifugation, suivant lesdirectivesformul ées par lefabricant delatrousse utilisée.

NB : lesrésultats obtenus par |es |aboratoires qui ne réalisent paslaculture, sont rendus apres examens
macroscopique et microscopique, cytologie quantitative et qualitative et test d’ agglutination. Lerestede
I échantillon de L CR est misdansun milieu detrangport td quele Trans-| solate(TI) puisacheminéau L aboratoire
Régional ou National leplusproche.
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M éningocoque Pneumocoque Haemophilusinfluenzae

Aspect microscopique de bactéries pouvant étre retrouvees dansle LCR

Milieu de transport diphasique :

Trans-l solate

+« Cultureet identification de Neisseriameningitidis
LeL CR est ensemenceé sur milieux enrichis, puisincubés sousatmosphére enrichieen CO2, des|’ arrivéedu
prélévemen.

- Isolement de Neisseria meningitidis (agent de méningite épidemique) :
Inoculation du LCR total sur desmilieux riches (Mueller Hinton et G&l oseau Sang Cuit GSC, additionnéede
méangepolyvitaminique);

- ldentification de Neisseriameningitidis:

e Recherched oxydasesur lescoloniessuspectes;

e Ensemencement d unegalerie (GalerieAPI NH pour Neisseria et Haemophilus, Galerie
Neisseria4 heures).

Lesprincipaux caracteresd'identification de Neisseria meningitidissont : diplocoquesaGram négatif, aérobie
stricte, oxydase (+), maltose (+), glucose (+).

L estestsd’ aggl utination permettent de confirmer et de déterminer le sérogroupe (A, B, C, Y, W135,...)

+« Antibiogramme

Lasensibilité des souches aux antibiotiques suivants sera particuliérement surveillée : chloramphénicol,
cotrimoxazole, aminopénicilline, céphal osporinesde 3* génération.
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g i . pos.
Colonies de Neisseria meningitidis Test d’ oxydase

sur gélose au sang cuit

++ Acheminement dessouchesau L aboratoireNational de Référence:

Lessouchesidentifiéeset isoléesen culture pure seront envoyées au L aboratoire Nationa de Référence sur
milieu de conservation approprié, conformément aLix reglesd’ expédition deséchantillonsinfectieux.

1.3. Diagnostic des Shigelloses
s Prélévement

Lessellessont recueilliesdans des pots propres.
% Transport

Leprélevement est immeédiatement acheminéau laboratoires letransport est différé, lessellesdoivent étre
ensemencéesdansunmilieu Cary Blair.

¢ Examen macr oscopique

|| permet de vérifier laconsistance desselles, laprésencedeglaire, de sang ou de mucus.

Selles sanglantes, suspectes de shigellose
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% Examen microscopique:

En casde shigellose, 1aprésence de nombreux polynucl éairesest notéeainsi qu’ un désequilibredelaflore
avec une prédominance de bacillesimmobiles. Enoutre, cet examen permet d’ écarter laprésenced’ amibe.

NB : Leslaboratoires périphériques qui ne peuvent pas procéder alaculturerendent lesrésultats obtenus ;
puis, ensemencent un milieu detransport (Cary Blair) qui seraenvoyéau Laboratoire Régiona ouNational le
plusproche.

« |solement et |dentification

L’ ensemencement est réalisé sur milieux séectifs (exemples : gél ose Hektoen, gél ose Salmonelle-Shigelle)
incubésa37°C. Au bout de 24 heures, les col onies suspectes (L actose, SH2-) sont ensemencées sur milieu
Urée-Indoleentubes(3a5).

Culture sur gélose Hektoen

Aprés18a24 heuresd' incubation, les souches uréase (-) sont misesen culturesur unegaeried’ identification
entubes(Kligler-Hgna, mannitol-mobilité).

Lesprincipaux caractéresdes shigelles sont : bacillesa Gram négatif, immobiles, AAF, catalase (+) sauf
Shigella dysenteriae-1, uréase (-), fermentent le glucose sans production de gaz, H2S (-), ne se dével oppent
passur mililieu Citratede S mmons.

Caracteres différentiels des especes de Shigella

Caractéres | S dysenteriae | S flexneri S. boydii S. onnei
Mannitol () (+) (+) (+)
Indole ) v v Q)
ONPG v ¢ v (+)
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Shigelladysenteriae est laseul e espece qui renferme un sérotype épidémiogene, Shigella dysenteriae-1.
+« Antibiogramme

Tester lesantibiotiquessuivants : amoxicilline, acide naidixique, cotrimoxazol e, tétracycline.
% Acheminement dessouchesau L abor atoire National de Référence :

Lessouchesidentifiéeset isoléesen culture pure seront envoyées au L aboratoire National de Référence sur
milieu de conservation (exemplele MH), conformement aux reglesd’ expédition deséchantillonsinfectieux.

2. Etudesdesautresproduits pathologiquesen Bactériologie

2.1. Examen cyto-bacteriologique des urines (ECBU)
< Prélevement
Conditions
e  Recuelllir depréférence, lesurinesdu matin, avant toute miction ou prélever adéfaut,
lesurinesatout moment, aprésunerétention d’ au moins2 heures ;
e Chezlemaadesoussonde, éviter deprélever directement danslapoche : clamper la
tubulure et ponctionner en amont du clampage aprés un nettoyage soigneux ;
o  Prdeveridédement avant toute antibiothérapie;
e  Respecter uneasepsierigoureuse.
+« Technique
- Chezl’adulteet legrand enfant : au coursd’ unemiction physiologique, il faut nettoyer lemeéat
urinaire, rejeter les premieresgouttesd’ urineset recueillir lemilieu dejet dansun pot stérile.
- Chezlenourrisson et lepetit enfant : Appliquer une poche adhésive stérile autour desorganes
génitaux externeset lachanger toutes|es 30 minutesen |’ absence demiction.
- Encasderétentionaigued urines, lerecueil desurinessefait par sondagevésical ou par
ponction sus pubienne

% Transport

- Procéder aunenvoi immédiat del’ échantillon au laboratoire avec unefichede

renseignementscorrectement remplie.
- Lesurinespeuvent auss étre conservéesa+4°C pendant 2 heures.
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+ Examen macr oscopique
Il permet d' apprécier al’ aal nul’ aspect desurines: claires, troubles, purulentes, hématiques.

o > =8 Ur||

gy
W

Urines claires 2 Urines troubles

Aspect macroscopique des urines

+« Examen microscopique

- L'examenal’ &at fraisest effectuésur lesurinestotal es et permet une appréciation quantitative ou semi

quantitative desleucocytes, deshématies, des cellules épithélia es (en nombre/champ ou en croix). Cet
examen permet également de vérifier laprésence de cristaux, delevures, de parasites (Trichomonas
vaginalis, caufsdebilharzies), et de préciser lamorphol ogie et lamobilité desbactéries.

ol 7 f
- Phosphate

»

Oxalate de
calcium

Cystine

Exemples de cristaux pouvant étre retrouvés dans les urines
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- Lacoloration de Gram est effectuée sur un frottisréalisé apartir du culot de centrifugation. Elle
apportedesinformations supplémentaires sur les caractéres morphol ogiques des bactéries. Elle permet
demieux apprécier laflorebactérienneet d’ orienter lechoix demilieux deculture.

X Culture et dénombrement des germes urinaires

Ellesefait sur desmilieux permettant un déenombrement desgermesurinairespour déterminer leseuil d' infection.
Il existe plusieursméthodes dont celle delalame gélosée qui consisteaimmerger lalamede DGU dansles
urines, puisal’incuber a37°C pendant 24 heures. Lalecture consisteraacomparer ladensité descolonies
bactériennes obtenue aux modé esfournisdanslatrousse. Uneinfection dutractusurinaire est retenuelorsgue
le DGU donne un résultat supérieur ou égal a10° bactéries/ ml avec|’isolement d’ une souche pureet la
présencedeleucocyturie.

s

Desméthodesaternatives peuvent étre utilisées, s leslames gél osées ne sont pasdisponibles.
La méthode la plus couramment utilisée est celle de la dilution avec une anse calibrée de 10 pl :
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- 10l d' urinestotales sont diluéesdans 1 ml d' eau physiologique, puis 10 pl deladilution sont étaéssur une

géoseCLED.
- apres 24h d'incubation, le nombre de colonies présentes ala surface de lagél ose est dénombré et les

criteresdelecture suivants sont observés
. absence de colonies= DGU<10* bactéries/ml.
. entre1 et 9 colonies = 10*<DGU<10° bactéries/ml.
" plusde9 colonies= DGU>10° bactéries/ml

o | dentification

A partir descoloniesisolées, unega eried identification est ensemencée pour éudier lescaracteresbiochimiques.
L’ identification est parfois compl étée par destestsimmunol ogi ques avec des sérums aggl utinants.

% Antibiogramme

L esantibiotiquessont choisisenfonction del’ especeidentifiée. Lesantibiotiqueséiminéssousformeactive
par voieurinairefont toujourspartiedelaliste.
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2.2. EtudedesPus et liquidesd’ épanchement

% Introduction
Lebut est dedétecter I’ agent étiol ogique d’ un épanchement.
Il existedifférentstypesdefoyersinfectieux suppures.
Foyerssuperficids : plaieschirurgical es, médical esou traumatiques, escarres, briluresetc. ;
Foyersprofonds : abceés (collection de pusdans une cavité), furoncles, anthrax, abcés desvisceres;;
Phlegmons : inflammation | ocalisée non collectée (prél évement souvent impaossible), adénites ;
Foyersdesséreuses:
= Pleurésies: purulente, sérofibreuses ;
= Péritonite purulente, ascite ;
= Péricardite : purulente, séreuse
= Synovite: purulente, séreuse

% Préevement
- Indications
= Seuleslescollectionsferméessont prélevées;;
= Lespusdeplaiesouvertessont inexploitableset ne doivent pasétre préleves.
- Techniques

= Nettoyer lapeauavecdel’acool ;
= Préeverlepusal’ aded uneseringue;
= Inciserlacollection avec unbistouri et prélever le pusavec une pipette Pasteur ou un
écowvillon
- Transport et conservation

=  Trangporterimmédiatement lepusaulaboratoire ;
= Utiliser desmilieux detransport/conservation, S nécessaire (grandedistance) ;
=  Trangporter lepusal’ abri del’ oxygéne (s germesanaérobiesarechercher).

«  Technologieau L aboratoire
- Examen macroscopique
=  Noter laconsi stancedu pus

v Purulent ;
v Séreux, citrin (exsudat, transsudat).
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=  Noter lacouleur du pus
v Bleue (faisant penser au bacille pyocyanique) ;
v Chocolat (faisant penser au pneumocoque).

=  Noter |’ odeur du pus

v Trésfétide (évoquant lesanaérobies).
- Examen microscopique
= Coloration de May Grunwald Giemsa
v Polynucl éaires dtérés (bactériespyogenes) ;

v Lymphocytes(virus, BK)
v Absencedecellules (exsudat, transsudat).

= Coloration deGram : orientele choix desmilieux deculture

v Noter lagquditédelaflore (monomicrobienneou polymicrobienne);
v Noter laguantitédelaflore (abondance desgermes).

Culture

. Milieux

v Géloseau sang fraisou au sang cuit ;
v Bouillon thioglycolate ou bouillon coaur-cervelle.

" Rechercheparticuliere
v Anagrobies(ensemencer lemilieu de Rosenow, lemilieude Schaedler...) ;
v BK (ensemencer lagé ose de L 6wenstein-Jensen).
- Résultats et interprétation

= Floremonomicrobienne (C'estI’idédl) ;

= Florepolymicrobienne (en casde pleurésieou de péritonite), lorsqu’il yaune association
de germesanaérobies et de germesagrobies.
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Caractéristiques des liquides pleuraux

Composition Aspect macroscopiquedu liquide
du liguide Clair Clair Louche | Purulent Hématique
Cellules/mm3 <500 > 500 > 500 > 2000 -
L ymphocytes + +++ Rares +
Neutrophiles + Rares +++ +++++ +
Germes 0 0 0 ++ +ou0
Culture - BK + +
Proténe g/l <20 > 20 > 20 > 50 >20
Interprétation  Transsudat (tultz)érscjl?l?)tse) F',?; :Jg:te E:f;ég: Exsudat
Caractéristiques des liquides articulaires
Liquide Normal Septique | Tuberculose |nflammation
Aspect Clar Trouble Trouble
Coagulaion spontanée Non Oui Qui Qui
Leucocyted mm3 <200 50000- 200000 25000 5000-50000
Neutrophil es % <25% >80% Variable
GS/GL X 100° <50% <50%
Culture Négative Variable BK Négaive
Dosage des protéines: sansintérét

* Rapport glucose sanguin/glucosedansleliquidex 100
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/ Produit pathologique

Examen macroscopique
- Séreux, purulent
- Crémeux, fluide
- Epai s, granuleux

- Fétides
A
/ Collections Plaies

-Fluidifier
- Homogénéiser

Nepas mettre en culture

y

y

E xamen microscopique

Culture
- Milieux classiques
- Milieux spéciaux

Cytologie

- Céllules pharyngées
- Cellules bronchiques
- Céellules alvéolaires

y

| Coloration de Gram Coloration de Ziehl-Neelsen

Examen cytobactériologique des pus et liquides d’ épanchement
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2.3. Sécr étions broncho-pulmonaires

+ Introduction
Lebut del’ &udeest de «rechercher I agent étiol ogique d’ uneinfection agermesbana sdesvoiesrespiratoires
inférieures.
< Indications
Infectionsrespiratoiresinférieures.

X TechniquesdePréévements

= Expectorations

v lematinaurévell, apréstoilette bucco-dentaire ;
v’ préévement physiologique aprésun effort detoux.

= Sécrétionsprélevéesavec desinstruments

v’ aspirationtranstrachéde

v’ aspiraionbronchique

v' brossagebronchique

v' lavagebroncho-avéolaire(LBA)

- Transport et conservation

Transport immédiat au laboratoire (< 30mn)
Ne pas conserver

- Préévementscomplémentaires

Hémoculture
Sérum sanguin (recherche d’ antigénes solubles)

o Technologieau Laboratoire
" Examen macr oscopique

Expectorations muqueuses, muco-purulentes, purulentes,
hémoptoiques etc. ;
Aspectsdesliquidesd aspiration

" Examen microscopique
Fluidifier, homogéné ser
Cytologie aprés coloration de May Grunwald Giemsa
v Cdlulespharyngées<25/champ (s >25/champ rejeter I” échantillon);
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v L eucocytes

> 25/champ : échantillon bon
< 25 + flore monomorphe : échantillon bon
< 25 + flore polymorphe : rejeter |’ échantillon
v’ Autrescdlules: bronchiques, dvéolaires

= Examen bactériologique apréscoloration deGram
- floremonomorphe+ PN > 25/ champ : mettre en culture
- prédominanced’ ungerme+ PN > 25/champ : mettreen culture
- autressituations: nepasmettreen culture.

= Culture
- Toujoursensemencer GSO et GSC +facteursdecroissance ;

- Utiliser d autresmilieux en fonction du Gram.
- Technique: Diluer lesprédévementsau 1/1000 ;

Appliquer laméthode des cadrans.

" Résultats
Devant des bactéries pathogenes spécifiques

v’ Bronchopathies
- S pneumoniae, H. influenzae, S. aureus;;
- B. catarrhalis, N. mucosa ;
- Bacille pyocyanique, entérobactéries

v" Pneumopathies
- Pneumonie (S pneumoniae)
- Abceés (K. pneumoniae, S. aureus, anagrobies)
- Pneumopathies atypiques : M. pneumoniae, Chlamydia, Legionella pneumophila
v' Utiliser d’ autresmilieux enfonction du Gram.
I nter prétation nécessaire
v' Expectorationset aspirations non protégées
- Seuil : 10" bactéries/ ml deprélevement
- Bactériecommensde : 10° bactéries/ml
- Signification douteuse : 10° bactériessml Cytologie> 25 leucocytesml depré évement
v" Aspirationsbronchiques protégées, trans-trachéaes

- Seuil : 10° bactéries/ ml deprédevement ;
- Présencedecdlulesbronchiqueset pulmonaires.
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2.4. Sécrétions ORL

« Introduction

=  Composition delasphére ORL

- bouche, nez, sinus

- odlle

- pharynx ougorge
Intérét delaquestion : Rechercher desagentsétiol ogiquesdesangines et des otitesmoyennesaigués (OMA)
nonfistulisées.

«+ Prélévement du pharynx (gorge)

- Indicationsdu prélévement degorge

- tout épisoded angine

- anginesarépetition chez unenfant

- recherchede porteur sain de bactéries pathogenes spécifiques (BPS)
- Techniquedeprélévement

- Utiliser unécouvillon stérile et un abaisse-langue

- Noter I’ aspect anatomo-cliniquedel’ angine

- Frotter 2 écouvillons sur lesamygdal es, lamuqueuse du pharynx, souslesfausses

membranes

- Transport et conservation

- transportimmédiat, sansdéai (risque de dessechement)

- milieux detransport-conservation disponibles

- humidifier lesprélévementss cultureretardée

+» Examen au laboratoire

" Examen microscopique
- Colorationde Gram

v' Apprécier laquditéet|I’abondancedelaflore;
v Essayer d'isoler legerme prédominant.

- Coloration au bleu deméthylene, pour apprécier laprésencedelevures, lacytologie

€tc.
=  Culture
- Choix desmilieux
v Géosesau sangfrais+acidendidixique ;
v Géoseau sang cuit + complexevitaminique ;

v Bouillond enrichissement : streptosdl, BGT
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v Milieux spéciaux : au sérumde boauf coagulé ; Hoyle
- Ensemencement par laméthode des quadrants

Recherches particulieres

- Neisseriagonorrhoeae, Treponema ;
- Candidaalbicans;
- Herpessimplexvirus
v Géosesau sangfrais+acidendidixique ;
v Géloseau sang cuit + complexevitaminique ;
v Bouillond enrichissement : streptosd, BGT ;
v Milieux spéciaux au serum de boauf coagulé ; Hoyle
Résultats

Anginesrougesou érythémato-pultacées

v/ S pyogenes, S pneumoniae, Streptocoque du groupe C, Streptocoque du groupe
G

v Saphylococcusaureus, H. influenzae ;

v' Candidaalbicans

v" Virus=50%

Anginespseudomembraneuses

v Corynebacteriumdiphteriae
v Saphyl ococcusaureus
v EBV (mononucléoseinfectieuse)

Anginesulcéro-nécrotiques

v Anginede Vincent : association de 2 germes
v Chancre syphilitique : Treponema pallidum

Anginesvésiculeusesd’ originevirale
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Prélevement de gorge

Types d’angines ;

Microscopie

Fiii

- Erythémateuse
- Pseudomembraneuse
- Ulcéro-nécrotique
Bleu de G
méthyléne ram
A 4
Culture e
- Qualité flore
- Quantité flore
v
Gélose sang frais Gélose sang cuit + FC G¢lose Sabouraud

Examen du prélévement de
gorge au laboratoire

- Isolement

- Identification
- Antibiogramme
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s Préévement depusd’oreille

» Indications
Otitemoyenneaigué+++
Otiteinterne+
Furoncledu conduit auditif externe
Nepasprélever
: plaiedu conduit auditif externe
: otite suppurée spontanément

= Techniquesdepréévements

- Otiteexterne : ponction defuroncle

- Otitemoyenneaigué (OMA) : faireune paracentese (actemeédical) ;
: nettoyer le CAE (antisepsie) ;
: poser un spéculum etinciser ;
- aspirer lepus.

= Transport et conservation

- Transportimmédiat del’ échantillon aulaboratoire
- transport dansun milieu detransport-conservation

= Examenaulaboratoire
v Examen macroscopique
- Sécrétionsfluides, purulentes
- Odeur : fétides (anaérobies)

v' Examenmicroscopique
- Coloration deGram : floremonomicrobienne
- Bleudeméthyléne : levures, cytologieetc.
v' Culture
Milieux : GSO, GSC + complexevitaminique
Technique : méhode desquadrants

» Résultats
- OMA : S pneumoniae, Sreptococcus spp., S. aureus, H. influenzae,

Entérobactéries, bacille pyocyanique
- Otiteexterne(furoncle) : S aureus
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s Autrespréléevements (ORL et oculaire)
- Ponction desinus

. Indications : Snusitesaiguésou chroniques;
»=  technique: ponction-lavage, écouvillonnagemést ;
"  examenmacroscopique;
=  Examenmicroscopique : flore souvent mixte (aérobie-anagrobie), parfois
monomicrobienne;
Milieux deculture : dépendent delaflore;
=  Germes: S pneumoniae, H. influenzae, S. aureus, streptocoques,
bactériesanaérobies...

« Préevement buccal et nasal

. Indications: |&pre, ozéne, rhinosclérome, portage ;

»  Technique: écowvillonnage;

*  Examenmacroscopique;

=  Examenmicroscopique: Gram, Ziehl-Neglsen

=  Milieux deculture: fonction dugermerecherché

=  Gemes: M.leprae, K. rhinoscleromatis, K. ozenae, bactéries pathogenes
strictes(BPS), en portage....

« Préevement oculaire

Indications : conjonctivites

Technique : écouvillonnageau niveau del’ angleinternedu cul desaclacrymd,
delaconjonctive papébrae

Examen macroscopique ;

. Examen microscopique apréscoloration de Gram;

Milieux deculture enfonction du germerecherché ;

Germes : Chlamydia trachomatis, Moraxella, pneumocoque, gonocoque, Haemophilus,
Saphylococcusaureus...
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2.5. Hémoculture

«* Introduction

Il s agit derechercher un agent étiologiquedansle sang lorsd’ uneinfection.
Lesang est normalement stérile et laprésence de bactériesdansle sang peut signifier :
- unebactériémie : déchargestransitoires de bactéries dansle sang pouvant ére physiologique
(apréslesrepas) ou pathologique (apartir d unfoyer infectieux) ;
- une septicémie : décharges répétées de bactéries dans|e sang avec fievretresélevée. les
causesfréquentessont : I’ endocardite, lathrombophl ébite, lafievretyphoide.
Lesindicationsdel’ hémoculturesont :
- toutefiévreinexpliquée chez un cardiague, unefemme enceinte, unimmunodéprime;
- tableau desepticémie;
- hypothermie.

< Préévement

" Condition : avant toute antibiothérapie ;
" Moment : aux picsfébriles, loindesrepas;;
. Rythme : hémoculturetoutesles6 heures
. Technique
- Lieudeprélévement : tout territoire veineux disponible ;
- Modede pré evement
v badigeonner lapeaual’acoadl ;
v poser ungarrot ;
v ponctionner laveineavec uneseringuestérile;
v recueillir 10 ml desang chez |’ adulte, 5ml chez|’ enfant et 1 ml chezle nouveau-né

= Miseen culturedu sang (hémoculture)
- Milieudeculture : bouillon coaur cervelle (BCC), bouillontrypticasesoja(BTS), tc.
- Techniquedeculture

v Nettoyer le capuchon du ballon d’ hémoculture avec del’ acool iode ;

v Disposer d' uneflamme : bec bunsen notamment ;

v Injecter lesang dansle balon sansl’ ouvrir au traversdu capuchon en letenant
leplusprespossibledelaflamme;

v Etiqueter le ballon en précisant I’ heure et la date de prélevement, puis

I acheminer au laboratoire, accompagnéd’ un bulletin d’ anayse correctement rempli.

% Transport-conservation
- Transport immédiat aulaboratoire
- Conservation=incubationa+37°C
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«» Examen au Laboratoire

I ncubation et surveillance

» incubation enatmosphéreagrobie a+ 37°C
= examiner lesballonstouslesjours
Traitement d’ unehémoculturepositive

» |eballondevient troubleen2-3jours

» fareunexamenal’ éat fraiset apresunecoloration de Gram
»  repiquer systématiquement sur géloseau sang et gl ose MH

= ensamencer unegderied identification

= rédiser unantibiogramme

Traitement d’unehémoculture

= garder lesballonsnon suspectspendant 7a10jours
*  repiquer systématiquement sur gél oseau sang
» g culturenégative, rendrelesrésultatsau bout des7al10jours

Recherchesparticulieres

=  médulloculture
v fievretyphoide, brucellose
v'tuberculosemiliaire
= Utilisationdemilieux spéciaux danslediagnogtic delaborrdlioseet delaleptospirose

I nter prétation desrésultats
» Hémoculturepositive
L ediagnostic bactériol ogique est siir en présence de bactéries pathogenes spécifiquescomme

v'Salmonellatyphi

v Sreptococcus pneumoniae
v'Neisseriameningitidis
v'Brucella

En présence de bactéries pathogenes opportunistes, le diagnostic vareposer sur

I’isolement dansplusieursbalonssuccessifs:

v d lacultureest positive dansun seul ballon, ladistinction seradifficile entre
unesouillure et unebactériémie;

v' laprésencedeplusieursgermesdansun ballon signifie soit une souillure, soit
uneinfections lemalade est cathétérisé, ouimmunodéprime.
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» Hémoculturenégative

v' Absenced infection bactérienne ;

Absenced infection bactériennedusang ;
Hémoculturerédiséetardivement durant I’ évolution delamaadie ;
Malade sousantibiothérapie;
v" Quantitédesang prélevéeinsuffisante ;

v Milieux ou conditions de culturesinappropriées

Déai d observationtrop court

NURNI

Ballon d’hémoculture

Incubation-observation a

+37°C en atmosphére - —
aéro/anaérobie Hempcglture_posnve
délai: 2-3jours

y

Hémocultur e négative
délai: 7jours

Cas particuliers . Examen
microscopique

A

Identification

- - galerie
- Etat frais -recherched’Ag
- Gram - ABG

y

Interprétation desr ésultats

Schéma de I’ hémoculture o _ o
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2.6. Sérologies
s Sérodiagnostic de Widal et Félix

C' est lediagnosticindirect ou sérol ogique des salmonell oses par larecherche d’ anticorps spécifiquesdes
antigénesO, H, Vi de Salmondlla Typhi, Salmonella Paratyphi A , B, C, Salmonella Enteritidiset Salmonella
Typhimurium.

- Indications

Diagnostic desfiévrestyphoide et paratyphoides.

- Préévement
. Sang veineux chez un patient ajeun
" Sérumrecuellli aprescentrifugation

- Réactifs

Sérumsagglutinantsdetroistypes:
. s&rums contenant des antigenes O = Ag somatiques, dénaturésal’ acool
TO-AO-BO-CO
" serums contenant desAntigenesH = Ag flagellaires, dénaturésau formol
TH-AH-BH-CH-ENH -TMH

. sérums contenant desAntigenesVi = Ag capsulaires, dénaturésal’ alcool de S

Typhi, S Paratyphi C, S Dublin
- Principe
Réaction d’ agglutination entreAg et Ac (Sérum aétudier et suspens ons antigéniques)
- Technique

Elleest réalisée en deux temps

" Détecter laprésence desanticorpsanti O, H et Vi aux dilutions 1/100° et 1/200°;
" Procéder au titrage de cesAnticorps
- Détectiondesanticorps

v Saumdiluéau 1/100° + suspensionsantigéniques ;
v’ S&umdiluéau 1/200° + suspensionsantigéniques ;
v Centrifugation-Chiquenaude-L ecture :
p Dégagement defumée=résultat négatif ;
Présenced’ agglutinats (grains) = résultat positif
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- Titrage

Dilutionsdu sérum positif ;
Dilutionscroissantesderaison 2 : 1/400, 1/800, 1/1600°
Centrifugation-Chiquenaude-Lecture :

Titrefinal =inversedeladernieredilution postive
Exemple: s dilutiona1/400° positive Titre : 400 Ul/ml

AN NI NN

Titrage du sérum par dilution

- Interpréation

Elle permet de préciser |e sérotype de Salmonel le en cause et dedéterminer I’ évolution delamaladie, gréce
al’ éudedelacinétique desanticorps.

- Agglutinines O : gpparaissent versle8®jour, montent puisatteignent letitre de 400.
I1s disparaissent aprés 2 a 3 semaines
Si letaux est > 100 : infection récente ou en cours
- AgglutininesH : apparai ssent entrele 10° et 12¢jour, attelgnent rapidement letitrede 800 21600, mais
persistent atitrefaible pendant plusieursmoisvoire années
Ellessont retrouvées seules lorsd’ uneinfection ancienneou d’ uneinfection récente avec antibiothérapie précoce.
Leur association avecl’ Ag O signe uneinfection récente ou en cours.
»  Lesérodiagnostic est normaement positif pour un sérotypede Salmonella
»  Posshilitédecommunautéantigénique entredifférents sérotypes : co-agglutination
=  Unesérologienégativen’ diminepasune Sdmonellose
= Controleau bout de2 a3 semaines : évolution destaux

NB : Manque desensibilité et de spécificité
Il existedesfaux positifs : paudisme, dysglobulinémie, typhusexanthématique.
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Titre dua 5é Cinétigue des agglutinines

171600 &

Agglutinines anti-H

11800

11400

Agglutnines anti-0
11200

1 2 3 A S 6 7

Cinétigue des anticorps durant la salmonellose

s Sé&odiagnostic des streptococcies: ASLO
L esstreptocoques séerétent des substances anti géni ques gppe éestoxines qui induisent laproduction d anticorps
anti-toxines spécifiquespar I’ organismeinfecté.
Larecherche de cesanticorps dansle sérum du sujet atteint et leur dosage permettent un sérodiagnostic.
En pratique, larecherche laplus couramment demandée est | e dosage des anticorps antistreptolysines O
(ASLO).

- But
Recherched’ anticorpsantistreptolysine O dansle sé&rum humain.
- Principe
C’ est untest basé sur uneréaction d’ agglutination sur carte.
Leréactif est un antigéne congtitué de particulesdelatex polystyrenerecouvertes de streptolysine O.
En présence d anticorpsanti-streptolysines O dansle serumtest€, il seformeuneagglutination visibleal’ odl
nu.
- Matériel nécessaire
= Unetroussequi comprend leréactif, un contréle positif, un contrélenégatif, destigettes,
unecarted agglutination (latrousse est conservéa+4°C) ;
= Unagitateur mécanique (nonindispensable) ;

- Modeopératoire

=  Sortirlesréactifset leslaisser alatempératureambiante ;
=  Prélever lesangdu patient, centrifuger et recueillir lesérum ;
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»  Al'aded unecartesur laguelledescercles sont individuaisés, déposer 50ul desérum
atester dans un cercle et une goutte de chague contrdle positif et négatif dansles
autrescercles

= Agiterleréactif ASLO et gjouter une goutte sur le coté de chaque échantillon ;

» Méanger, al’ aided unetigette ausage unique, defagon arecouvrir toutelasurface
du cercle (changer detigette pour chaque cercle)

= Agiter lacartea100 tours/mn ou imprimer manuellement un mouvement derotation
pendant 2 minutes

» Lirelerésultat obtenu.

- Lectureet Interprétation
Absenced agglutination : réaction négative= absence d’ anticorpsantistreptolysine O
Présenced’ agglutination : réaction positive = présenced’ anticorpsantistreptolysine O
= Uneréeaction positivetraduit untaux > au seuil depositivité du réactif utilisé ;
= Tout sérum positif doit étretitré ;
= Pour titrer, on procédeadesdilutions sériéesde2 a2 (1/2,1/4,1/8 etc...)
» Letauxfina seradéfini comme étant laplusgrandedilution qui donne uneréaction
positive (sérum positif aladilution VA : titre=A x seuil
exemple : un sérum positif aladilution 1/8 correspond auntitre de 8 x 200 soit 1600
Ul/ml.
v Untaux d’ ASL O < ou=200UI/ml est considéré commenormal chez lesujet
arican.
4 Untaux > 200UI/ml signeuneinfection récente.

SR

Macrométhode (tubes)

Microméthode (plaque)
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1. Principe

L eprincipe cong ste aplacer une culture de bactéries en présence du ou des antibiotiques atester et aobserver
les conséguences sur le développement et lasurviede celle-ci.

Lorsqu’ undisqued antibiotiqueest déposealasurfaced unegéoseenun point donné, il diffuseen déterminant
un gradient de concentrations inversement proportionnelles aladistance depuislasource. Une bactérie
ensemencéealasurface delagé ose seraen contact avec lesdifférentes concentrations d’ antibiotique. Pour
toute concentration supérieure alaCMI (concentration minimaleinhibitrice), sacroissance serainhibée.
L’inhibition est matérialisée par unezone stérilecirculairetout autour du disque appeléezoned' inhibition. La
valeur du diametred’ inhibition lue peut étre convertieen CMI en se servant des courbes de concordance.

2. Procédure

Les techniques utilisées sont réalisées dans des conditions strictement standardisées pour assurer la
reproductibilité. Toutes|es étapes sont d’ égaleimportance et doivent étre soigneusement réalisees. Uneerreur
sur |’ une des étapesvainfluencer négativement lesrésultats.

2.1. Préparation du matériel et produitsrequis

Tousles équipements, matérids, consommables et réactifsnécessaires pour larédisation de

I” antibiogramme doivent étre disponibles (voir annexe)

2.2. Milieux utilisés

Lesmilieux sont choisisenfonction dela famille, du genre et del’ espéce bactérienne commeindiquéssur le
tableau suivant :

Germeé&udié Milieu utilisé
Entéradbacté&ies
Pseudomonas
BacillesaGram Mudler Hinton
négatif non
fermentaires
Vibrio

» Mudler Hinton hypersaépaur teser I'oxacillineet rechercher les
SARM (incubation 37°C)
» MHsimplepour tede | oxecillinea la tenpérature ambiante (30°C) au

Sgphylocoques
gphyloqu laaXoxitine30uga37°C.
» MHsimplepaour les autres antibiotiques
Sr,eptocoques Mueller Hinton additionné de 5%de sang de mouton ou de cheval
Meningoaoque
Haemaphilus . . . .
Neiseria Gdossau sang cuit supplémentée
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2.3. Préparation del’inocum
Une culturefraiche de 24 heures bien identifiée, obtenue apartir d’ une colonietypique est
ensemencéelaveille sur le milieu approprié.

%~ Préever 142 coloniesenfonction del’ espéce bactérienneatester, al’ aided’ uneanse stérile.

&~ Mdanger lescoloniespréevéesal,5ml o eau physiologique stérile al’ aide d’ un agitateur
typevortex ou adéfaut une pipette Pasteur stérile;

¥~ Mesurer laturbidité delasuspension al’aided’un densitométre ou un étalon Mac
Farland

&~ Ajuster ladensitédelasuspension en ajoutant soit un fragment de colonie, soit del’ eau
physiologique

¢~ Pourl’éaonMacFarland :

Homogénéiser |etube étalon, au moment dele comparer alasuspension atester.
Placer lesdeux tubes cote acote et les éclairer delamémefacon ;

2.4Dilution del’inoculum

: s Dilution i
Famille Densité & | . Concentration
bactéienne obtenir rution Suspenson Eau del’inoculum
physiologique
E ntérobactérie 0,5McF | 1/100 1 mi 9mi 10° UFC
Pseudomonas 0,5McF | 1/100 0,1 ml 9mi 10® UFC
Staphylocoque 0,5McF 1/100 1ml 9ml 10° UFC
Streptocoques 0,5 McF 1/10 10" UFC
Entérocoques 0,5McF 1/100 0,1 ml 9 ml 10° UFC
Pneumocoque 0,5McF | 1/10 10° UFC
Haemophilus 0,5McF 1/10 1ml 9ml 10’ UFC
Neisseria 0,5McF | Pasde ]
meningitidis o : 10° UFC
dilution Nepasdiluer
Gonocoque 1 McF
Vibrio 1/100
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Facteursinfluencant la préparation de l’inoculum

¥~ Absence de pureté de la souche (Présence d’une souillure) ;

¥~ Inoculum non standardisé dont la densité peut provoquer de fausses résistances.

2.5. Ensemencement desboitesde pétri
Laisser les boites de pétri a la température ambiante, couvercle fermé pendant quelques minutes

¥~ Sortir I’écouvillon stérile de son emballage juste avant son utilisation ;

¥~ Tremper 1’écouvillon stérile sec dans I’inoculum ;

%~ Eliminer I’excés d’inoculum en sortant 1’écouvillon du tube tout en I’essorant
doucement sur les parois, au dessus du niveau du liquide

5~ Ensemencer en stries serrées, sur toute la surface de la gélose en tournant la boite

trois fois, de 60° ;

&~ Passer I’écouvillon sur le bord de la gélose.

Antibiogramme /4 o\
o)

Colonies
Isoleas

By
9

Y

Préparer inoculum

Culture pure de 24h
)

Ensemencer par stries serrées dans
trois sens en tournant la boite de 1/3
de tour chaque fois

|Ensemencemenﬂ avec un écouvillon introduit dans la

suspension inoculum diluée.
A
.J_\
~

Orientation
des stries

1* temps

4

4

2*™temps A 35™ temps A

Orientation

des str'eg

Orientation

ies stries

Préparation de I'inoculum et technique d ensemencement des boites de Pétri
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2.6. Choix des disques d’antibiotique
Le choix des disques d’ ATB est fonction de la famille, du genre et de I’espéce bactérienne 4 étudier (voir
annexe).

2.7. Application des disques d’antibiotique
Ramener les disques d’antibiotique a la température ambiante avant de les utiliser. Vérifier la charge et la date
de péremption de chaque disque a utiliser. La disposition des disques d’antibiotique se fait soit avec un
distributeur de disques d’antibiotique, soit 4 ’aide de pinces stériles.

¥~ Disposer les disques a une distance de 30 mm 1’un de I’autre et 4 une distance de
15 mm du bord de 1a boite de pétri
» Au maximum 6 disques dans une boite de pétri ronde de ® 90 mm ;
» Au maximum 16 disques dans une boite de pétri carré de 120 x120 mm.
¥~ Disposer les disques selon la classification en famille des antibiotiques, pour
faciliter la lecture interprétative;
@

Sassurer que les disques ont bien adhéré a la gélose en appuyant doucement au
dessus de chacun d’eux avec une pointe de pince stérile pour assurer un contact
uniforme avec la gélose;

Laisser pré-diffuser pendant 10 mn avant d’incuber.

NB : Ne pas déplacer un disque déja appliqué, ni sur Ia gélose, ni sur une autre gélose

2.8. Incubation des boites de pétri
Les conditions d’incubation doivent étre respectées et systématiquement controlées.

= Incuber les boites de pétri & 37°C, couvercle en bas pendant 24  48h

%~ Contrédler que I’atmosphére d’incubation ((humidité, enrichissement en CO,), en
fonction du germe étudié, est bien respecté

Facteurs influencant les conditions d’incubation
Durée d’incubation trop longue.
Température d’incubation instable (non contrdlée).
Non respect des températures d’incubation (baisse de température
consécutive a I’ouverture fréquente des étuves)

Non respect des atmospheres particulieres (humidité, CO;...).
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2.9. Mesure des diamétres d’inhibition
Les résultats sont interprétés en fonction des diameétres critiques inscrits sur les abaques.

& Préparer le matériel et les outils nécessaires a la lecture des résultats (pied a
coulisse ou régle, abaque de lecture des résultats, fiches d’enregistrement des
résultats ; |

T~ Mesurer les @ des zones d’inhibition en mm pour chaque antibiotique ;

®”  Reporter les diamétres d’inhibition pour chaque antibiotique, sur la fiche de
réponse et les comparer aux valeurs critiques |

& |

Comparer les valeurs des ® mesurés a celles indiquées sur la fiche portant les ®
critiques, pour classer les bactéries en S,IouR:

> si ® < ® concentration critique supérieure (CCs) : souche catégorisée R

» si ® > @ concentration critique inférieure (CCi) : souche catégorisée S

» si CCi <® mesuré < CCs : souche catégorisée intermédiaire I

Mesure des diamétres d’inhibition (CA-SFM)
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3. Mise en évidence des phénotypes de résistance acquise

3.1. Recherche de B-lactamase a spectre élargi (BLSE)

atiquement une B-lactamase & spectre élargi sur toute souche

Disposition des disques d’antibiotique pour la recherche de BLSE

AMC : amoxicilline + acide clavulanique - CTX : céfotaxime qui peut étre remplacé par ceftriaxone (CRO)
CAZ : ceftazidime - AZT : aztreonam - FEP : cefepime
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CRO AMC ATM CTX

CAZ

Détection d'une synergie : image en “Bouchon de champagne’ (fléches bleues)
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3.2. Mise en évidence des staphylocoquesr ésistant a la méticilline (SRM)
Laméticillino-résistance est recherchéeal’ aided’ un disque d’ oxacilline 30ig ou d’ un disgue de cefoxitine
30ig. Elleest dueal’ acquisition d’ un gene chromosomiquemecA qui code pour unemodification desprotéines
liant lapénicilline (PLP) en PLP2a, dont I’ affinité pour les B-lactaminesest fortement affaiblie.

3.3. Mise en évidence d’une béta-lactamase chez Haemophilus influenzae
Leprincipereposesur I utilisation d’ une B-lactamine chromogeéniquequi change de col oration gpréshydrolyse.

Test a la céfinase
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4. Controle de qualité

4.1. Contrdledesmilieux deculture
Préparer lesgél oses selon lesindications du fabricant.
L’ épaisseur delagé osedoit érede4 mm £ 0,5 mm : approximativement 25 ml pour une boitede 90 mmde
diamétre, 31 ml pour une boite de 100 mm dediamétre, 71 ml pour une boite de 150 mm de diametre et 40
mL pour une boite carréede 100 mm de c6té.
L esboites ne doivent pas étre desséchées.

4.2. Controledesdisquesd’ antibiotiques
Ladécharge desdisgues conduit adeszonesd' inhibition réduites et constitue une source d’ erreur habituelle.
Doncil faut :
* Commander desdisgues dont les charges correspondent acellesrecommandées par leréférentiel
* Conserver lesdisques dans des conteneursfermés avec un dessiccateur et al’ abori delalumiere (certains
produitscommelemétronidazole, |e chloramphénicol et lesfuoroquinolonessont inactivésen casd’ exposition
prolongéealalumiere)
* Conserver lescartouchesen coursd' utilisation a4° C (au réfrigérateur)
* Conserver lestock dedisguesa-20°C sauf indication contraire du fabricant. Si celan’ est paspossible
conserver lesdisquesaunetempératureinférieurea8°C
* Nepas utiliser dedisgues périmes.
* Pour éviter lacondensation, laisser lesdisquesrevenir alatempératureambiante avant d’ ouvrir lescartouches.

4.3. Contrdledelatechnique
Chague semaine des souches deréférencesdoivent étre testées dansles mémes conditions queles souches
isol éesdeséchantillonsbiologiques.
Il existe uneliste de souches deréférencesdont lelaboratoire doit disposer (voir annexe). Lesprofilsde
sensi bilité de ces souches deréférence sé ectionnées aux diff érentsanti bi otiques sont parfaitement connus.
Lesdiametresdeszonesd' inhibition doivent éreinscritssur desfichesdecontréledequalité. Lesmesuresdes
diamétresd' inhibition seront soigneusement prises, et comparéesaux valeurscritiques décrites.
L esantibiogrammeseffectués au laboratoire sont validés s |es souches deréférence donnent desrésultats qui
correspondent aux valeursciblesfournies.
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5. Lecture interprétative des résultats
Lalectureinterprétative de!’ antibiogramme est basée sur laconnai ssance des phénotypes de sensibilité
naturelle et des phénotypes derésistance acquise desgermes.

Utilité dela lectureinter prétative de |’ antibiogramme
“F~  Vérifier lacohérence entre le germe et |’ antibiogramme correspondant

Corriger laréponse brute de |’ antibiogramme par |a transformation d un résultat de
catégorie « sensible » en catégorie « intermédiaire » ou « résistant », en raison d’ un
risque d’ échec thérapeutique ;

Mettre en évidence les résistances acquises ;

&~ Détecter les phénotypes de résistance impossibles ou hautement improbabl es;
»  Vérifier I'identification du germe ;

» Controler lapureté del’inoculum ;

& Généraliser des résultats a des antibiotiques non testés.

5.1. Résistances naturelles
Lareésistance naturelle est caractéristique d’ une espece bactérienne. Elle délimite le spectre naturel de
I antibiotique et congtitueuneaideal’ identification. Ellesetraduit habituellement par desCMI supérieuresala
valeur critique basse de concentration (¢) del’ antibiotique concerné.
a) Bacillesa Gram négatif non exigeants
PénicillineG oxacilline, macrolides, kétolides, lincosamides, streptogramines, acidefusidique, glycopeptides,
oxazolidinones, lipopeptides.
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Entérobectéries

TIC/
PP

AMC

CG

FOX MA CXM GM TET | QOL FT

Klebsdlasp
C. kosi

C. freundii

E doacae

E aaragenes

H. dve

S narcesomns
P. mirahlis
P.wdgaris Ppemeri

||| 0 UV XD

|00 D

|00 D

M. morganii

P. duartii

P. rettgeri
Y. enterocolitica

O V|00 D

O V|0 =D

O V|0 0| D

Py}
|DV|W|®W W D
|| >W| 0 D

R: résistance naturelle; AM: aminopénicillines; AMC: amoxicilline + acide clavulanique;
TIC: ticarcilline; PIP: pipéracilline; FOX: céfoxitine; MA: céfamandole; CXM: céfuroxime;
GM: gentamicine; TET: tétracyclines, COL: calistine, polymyxine B; FT: nitrofuranes;

C1G: céphalosporines 1%¢ génération

b) Autresbactéries

Espéces bactériennes

Rés gancesnaturdles

Pseudomonas aer ugi nosa

aminopeénicillines, céphalosporines 1%e
gérération, céfotaxi me, ceftriaxone,
ertapéneme, kanamycine, tétracyclines,
chloramphénicol, triméthoprime, quinolones

Haemophilusinfluenzae

macrolides (cycle & 16 atomes : spiramycine,
josamycine, midécamycine), lincosamides

Saphylococcusaureus

mécilli nam, aztreonam, quinolones, colistine

Sreptococcus (dont S. pneumoni ae)

aminogl ycosides (bas niveau), péfloxacine

Neisseria meningitidis

triméthoprime, glycopeptides. lincosamides,
colistire, polymyxine B
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L ecture prématurée des résultats ;
Erreur de mesure des diamétres d’ inhibition

Facteursinfluencant la lecture desrésultats

M éconnaissance des phénotypes sauvages
o Sensibilité naturelle ;
o Résigtance naturelle;
M éconnaissance des résistances acquises.

Phénotypesder ésistance natur elledes Entér obactériesaux B-lactamines

L es entérobactéries sont naturellement résistantes aux pénicillines G et M. En fonction des résistances
supplémentairesaux 3-lactamines, elles sont classéesen cing groupes

Phénotypes de résistance naturelle des entérobactéries aux B-lactamines

Groupesd’ Entérobactéries Groupel Groupell Groupelll GroupelV GroupeV
Escherichia coli Klebsiella Sop | Enterobacter
Proteus mirabilis cloacae | Yersinia Proteus
Principales entérobactéries | Salmonella enterica| Citrobacter Enterobacter | enterocolitica vulgaris
rencontrés en milieu Shigella spp koseri aerogenes
hospitalier Yersinia pseudotu- Serratia Proteus
berculosis marcescens penneri
Citrobacter
freundii
Morganella
Providencia
Aminopénicillines S R R R R
Carboxypénicillines S R S R R
Uréidopénicillines S I/R S IIR S
C1G S S R R R
C2G S S R S R
C3G S S S S S
Carbapénémes S S S S S
M écanismes de résistance Absence de Pénicillinase Céphalospori- | Pénicillinase +
B-lactamase abas niveau nase a bas Céphalospori- |Céfuroximase
niveau nase
R" : Résistance aux aminopénicillinesassociéesou non aux inhibiteur sde b-lactamase
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5.2. Résistances acquises
L esbactéries présentent desrési stances acqui ses sel on différentsmécanismes. Lalectureinterprétative permet
demettre en évidenceles phénotypesderésistance acquis.
a) Entérobactéries
Lemécanismeleplusfréguent est lasécrétion d’ enzymesinactivatrices. Pour chaque grouped entérobactéries,
il existe desphénotypesacquis

Phénotype de résistance du groupe | aux béta-lactamines

Antibiotiques mar queurs P:;&‘/’;ése PBN" | PHN' | cass® | TRI® | CHN" | BLSE"
Aminopénicillines S R R R R R R
Aminopénicillines+IBL S S IIR R R R R
Car boxypénidillines S R R S R R R
Ur eidopénidillines S IR I/R S R S R
CI1G S | IIR R S R R
C2G S S SR S S R R
C3G S S S S S R R
C3G+IBL S S S S S R S
C4AG S S S S S R R
Céphamycines S S S SR S S S
Car bapénémes S S S S S S S

1PBN : Pénicillinase abas niveau

2PHN : Pénicillinase ahaut niveau

8 Case : Céphalosporinase a bas niveau

4TRI : Pénicillinase résistante aux inhibiteurs des B-lactamases

5 CHN : Céphal osporinase & haut niveau

6 BL SE : B-lactamase aspectre élargi

*IBL : Les inhibiteurs des B-lactamases n’ inhibent pas |es céphal osporinases qui sont néanmoins des B-lactamases
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Phénotype de résistance du groupe || aux béta-lactamines

Antibiaiques marqueur s

PBN

Souche sauvage

PHN

BLSE

Aminopénicilline

AminopénicillinetI BL

Car baxypénicillines

Jlwn| =D

Ur eidopénicillines

Ci1G

|0 (V| V|D

C2G

C3G

C3G+IBL

C4G

Céphamycines

Car bapénemes

mlnnlnlnnlon

mwnlnln|n

nwln|l|Aln|D|] D000

Phénotype de résistance du groupe | 1 aux béta-lactamines

Antibiatiques marqueur s Caseinductible PHN BLSE CHN
Souche sauvage
Aminopénicilline R R R R
Aminopénicilline+I BL S R R R
Car baxypénidllines S R R R
Ur eidopénicillines S R R R
Ci1G S R R R
C2G R R R R
C3G S S R R
C3G+IBL S S S R
C4G S S R S
Céphamycines SR SR S/IR R
Car bapénémes S S S S
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Phénotype de résistance acquise du groupe |V aux béta-lactamines

Antibiotiques mar queurs P;T:;;Ee BL SE
Aminopénicilline R R
AminopénicillineH BL R R
Carboxypénicillines R R
Ureidopénicillines I/R R
C1G R R
c2G S R
C3G S R
C3G+IBL S S
C4G S S
Céphamycines SR SR
Carbapénéemes S S

Phénotype de résistance du groupe V aux béta-lactamines

Antibiotiques mar queurs P::L?\f)%ze chr omF:)Zf)emique BLSE
Aminopeénicilline R R R
Aminopénicilline+IBL S R R
Car boxypénicillines R S R
Ureidopénidillines S R R
C1G R R R
C2G R R R
C3G (CRO, CTX) S R R
C3G (CAZ) S S R
C3G (ATM) S R R
Céphamycines S S S
Car bapénémes S S S
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Phénotypes de résistance acquise aux aminosides

Phénotype Enzyme Gentamidne Tobramycine Nétilmicine Amikacine
G AAC(3)-I R S S S
A APH(3)-VI S S S R
GT AAC(3)-VI R R S S
TA ANT (4 ")-11 S R S R

AAC (2)-1
GTN AAC (3)-V R R R S
KTG AAC2 ) R R S S
KTAN AACE ) S R R R
KTGN AAC(3)-II R R R S
KTGAN | mperm. R R R R
Assoc. enz

Phénotype de résistance acquise aux quinolones

) Acide Norfloxacineou  of|joxacine ou
Phenaype nalidixique péfloxacine oy ofioxadine
| ( sauvage) R S S

I R S S
Il R I/R S
v R R R

Le résultat obtenu avec le disque d' acide ralidixique est vadable pour toutes les
guinolones de premiere génération. La réponse va croissante des quinolones de
premiere génération aux fluoroguinolones les plus récentes.

Si une ouche est ndble au norfloxacine, dle est sensible a I'ensemble des

Phénotypes derésistances aux quinolones

fluoroguinolones

Si lasouche eg régstante au norfloxacine, les autres fluoroguinolones doivent ére
testées
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b) Saphylococcus aureus

Interprétation des phénotypes pour les Staphylocoques

Détection d | luctrices de Pénicilli

& Mesurer le diametre d’inhibition autour du disque de PéniG

» @ >20 mm : souche pénicillinase (-) = souche sauvage
» @ <20 mm : souche pénicillinase (+)
Interprétation : les souches résistantes a la PéniG sont également

résistantes aux amino, carboxy et ureido-pénicillines mais sensibles aux
pénicillines associés aux inhibiteurs des béta-lactamases

Détection des souches méticillino-résistantes

Mesurer le diametre d’inhibition autour du disque d’oxacilline
¥ ® >20 mm : souche méticillino-sensible

r  ® <20 mm : souche méticillino-résistante

Mesurer le diameétre d’inhibition autour de céfoxitine
@ >27 mm : souche méticillino-sensible

b ® <25 mm : souche méticillino-résistante

Toutes les souches résistantes a I’oxacilline - résistance homogene ou hétérogeéne (présence de microcolonies
dans la zone d’inhibition) - doivent étre considérées comme résistantes a toutes les pénicillines associées ou
non a des inhibiteurs de 3-lactamases, aux céphalosporines et aux carbapénémes.

30°C 37°C
Staphylococcusaureusrésistant a la méticilline (disque d’oxacilline Spg)
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Phénotypes Saphylocoque et aminosides

Phénotypes Kanamycine Tobramycine Gentanydne
Amikacine Nétilmicine
Sauvage S S S
K R S S
KT R S S
KIG R R R

NB : Une souche résistante a la gentamicine est résistante a toutes les aminosides

Phénotypes Saphylocoques et macrolides

Phénotype Erythromycine Lincomycine Pristinamycine Conséquence
Résistance a
MLS inductible R S S Iérythromycine et a

I’ azythromycine

Résistance atous les

lid
MLS constitutif R R S TTRErOlices
(lincomycine,
clindamycine)
Résistance isolée a la
L S R S . :
lincomycine
Résistance isolée a
Erm R S S

I”érythromycine

c) Pseudomonas aeruginosa

Interprétation des phénotypes pour Pseudomonas

" Toutes les souches de Pseudomonas sensibles & la Gentamicine (GM), sont
sensibles a toutes les autres aminosides sauf la Kanamycine.

®~  Toutes les souches de Pseudomonas résistantes a I'Amikacine sont résistantes

a toutes les aminosides
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d) Streptococcus pneumoniae

Interprétation des phénotypes pour Sreptococcus pneumoniae

@ Les bactéries du_genre Streptococeus sont naturell ¢ résistantes. & |

niveau aux aminosides

¥~ La sensibilité des streptocoques & la pénicilline G est évaluée avec un disque
d’oxacilline de 5 pg (OXA-5) selon les critéres suivants :

- diametre OXA-5 > 26 mm : souche sensible a pénicilline G. Cette interprétation est
prédictive de ’activité des autres f-lactamines dans leur spectre.

- diametre OXA-5 <26 mm : souche I ou R a pénicilline G.

&~ Devant toute souche de sensibilité diminuée (OXA-5 < 26 mm), il y a lieu de
déterminer la CMI de I’ampicilline, de I’amoxicilline ou du céfotaxime

€) Haemophilus et Neisseria

Interprétation des phénotypes pour Haemophiluset Neisseria

= La production de béta-lactamase détectée par une technique chromogénique dés
I’isolement, confére la résistance aux amino-, carboxy- et uréidopénicillines.

L’activité des ces béta-lactamines est restaurée lors de 1’association avec un inhibiteur
de béta-lactamases.

T~ La détection d’une sensibilité diminuée aux béta-lactamines (souches non productrices
de béta-lactamase) peut se faire a I’aide d’un disque d’ampicilline de 2 pg (diamétre <
20 mm) ou, a défaut, d’un disque de céfalotine 30ug (diametre < 17 mm).
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f) Neisseria

Interprétation des phénotypes pour Neisseria

" La détection d’une sensibilité diminuée aux pénicillines est effectuée en routine a
I’aide d’un disque d’oxacilline (5 pg) selon les critéres suivants : OXA 5 pug >18
mm, souche sensible aux pénicillines ; OXA 5 ug <18 mm, sensibilité diminuée a

la pénicilline G et/ou amoxicilline a confirmer par la détermination des CMI

¥~ Pour les autres antibiotiques: faire la CMI
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ANNEXES

Annexel : Equipementset produitsnécessaires

Souchespuresfraichesde 24h ;
Incubateurs

Jarresd’incubation

Génerateur de CO,

Milieux deculture;

Disquesd’ ATB ;

*® & 6 & o oo o

Densitométre ou éalon deturbidité
McFarland ;

¢ Ecouwvillonsstériles;

¢ PipettesPasteur stériles;

¢ Boitesde pétri rondesde diamétre (O) 90

mmou carréde O 120mm ;

¢ Tubesavisstérilescontenant 10 ml
d eauphysologique;
Tubesahémolysestériles;
Agitateur typevortex ;

Eau physiologique(microdoses) ;
Applicateur dedisquesd ATB ou

* & o o

pinces;

¢ Piedacoulisseouregle;

¢ Fichesd enregistrement desrésultats
d antibiogramme

¢ Abaguedelecturedesrésultats

d antibiogrammes

Annexe 2 : Souchesderéférence

Escherichiacoli : ATCC 25922
Pseudomonasaeruginosa: ATCC 27853
Haemophilus infuenzae: NCTC 8468

Enterococcus faecalis: ATCC 29212
Sreptococcus pneumoniae:  ATCC 49619

Saphylococcusaureus: ATCC 29213

(NCTC 12241 ; CIP 76.24)
(NCTC 12903 ; CIP 76110)
(CIP 54.94)

(NCTC 12697 ; CIP103214)
(NCTC 12977 ; CIP 104340)
(NCTC 12973 ; CIP103429)
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Annexe 3: antibiotiquesatester selon labactérie

Enté obactéries

» Bé&aladtamines sauf exception (AMX ou AM, AMC, TIC, AP, IPM, CF/CI1G,
C2G, CRO'C3G, CAZ/IC3G, ATM, CEP ou CEF/C3G) ;

Aminosides(TOB, GM, NET, AN)

Quinoloneset fluoroqui nolones (NA, PEF ou NOR, CIP)

Phénicalés (C) ;

Fofomydne (FOS) :

Cotrimoxazole (SXT).

Coligine

- T 2w W v v

Staphyl ococcus aureus

Béalactamines (P, OX, FOX) ;
Aminosides (K, TOB, GM)

Quinoloneset fluoroqui nolones (PEF ou CIP)
Phénicalés (C) ;

Cydines (TE)

MLS(E, L, PT)

Cotrimoxazole (SXT)

Glycopeptides(VA)

Dives (FCS, FA)

v v W v v v v v

Sreptocococcus pneumoni ae

Bé&alactamines(P, AM, CRO, OX)
Aminosides (K, GM)

Phénicalés (C) ;

Cydines (DO)

MLS(E, L, PT)

Cotrimoxazole (SXT)

Fluoroquinol ones (CIP)
Glycopeptides(VA)

Dives (FCS, FA)

- T v W v v W v v
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Pseudomonas aerugnosa

» B&aladamines(TIC, AP, TCC PTZ, IRV, CAZ, ATM, CEP ou CH-)
b Aminosdes(K, TOB, GV, NET, AN)

) Quindloneset fluoroguindones (PE-, AP

) Phéncdes (O);

) Paypaatides (CS

Haemophilusinfluenzeet Ne ssaria

B&aladamnes(AM, AMC, CROICG)
Aminosdes(K, TOB, GV, NET, AN)
Huoroguindones (AP

Phénicdés (O);

Cydines(TE)

Catrinoxazde (SXT)

e . S . .
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