Série STL Biochimie génie biologique

EPREUVE PRATIQUE

1. CONTROLE MICROBIOLOGIQUE DE PROBIOTIQUES

Les préparations de probiotiques sont utiliséeggutivement comme additifs dans I'alimentation himaa
et également comme traitement symptomatique d’appless diarrhées.

La valeur commerciale d’un tel produit de santéé@gend pas seulement de la nature du probiotigjisgut
mais dépend également de sa concentration et dectioité métabolique.
Afin de garantir des produits sdrs et efficaceBedknts contréles sont mis en place dans les #bwes,
pour vérifier :

¢ les caractéristiques des souches sélectionnées,

¢ la qualité microbiologique en cours de production

¢ la conformité des produits finis.

1.1Contréle de I'identité d’une souche dd.actobacillus acidophilus

Au cours du contrdle qualité de la production dwabiotique, une galerie d’identification dactobacillus
a été ensemenceée en vue de vérifier son phénotype.

MATIERE D’ EUVRE

- Souche isolée deactobacillus acidophilus $ur milieu MRS incubé 48 heures a 30°C sous 5%@e
- Galerie API 50 CHLd&nnexe ) ensemencée avec la souche isolée et incubéeu8sta 30°C

- Barquette avec lames, lamelles, papier filtre blgapier fin blanc, tubes a hémolyse

- Pipettes Pasteur

- Tubes eau physiologique 1 mL

- Tableau d'identification API 50CHL a dispositionmdda salle
- Logiciel d’identification apiweB” sur un ordinateur de la salle
- Fiche d'utilisation du logiciel apiwél§ & disposition dans la salle

M ODE OPERATOIRE

- Vérifier la pureté de la souche.

- Controler sa morphologie par la réalisation d’'uaragn microscopique.
@ Présenter 'examen microscopique a un examinateur.

- Réaliser la lecture de la galerie API 50 CHL ad&de lannexe 1

COMPTE-RENDU

- Donner les résultats du contrdle de pureté eted@then microscopique.

- Compléter la fiche de résultats de la galerie ARTHL.

- Comparer le profil phénotypique obtenu au profiéatlu pour cette souche a l'aide du tableau
d'identification.

- En cas de discordance a plus de 85% d’au moinanaictere, vérifier I'identification de I'espéece en
utilisant le logiciel apveb™.
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1.2 Suivi de la production industrielle d’'une souche d&accharomyces boulardii

La production industrielle d’'un probiotique se fgénéralement en cuve fermée, par fermentation
discontinue. Le démarrage de la production néaeasiinoculum contenant au moins 80% de cellules
vivantes.

La relation entre I'absorbance mesurée et la bismpsut étre établie pour le suivi de la croissaioee
culture deSaccharomyces boulargiar mesure de I'absorbance a 650 nm La biomassa ésaluée par
méthode directe de numération en cellule de comeptag

MATIERE D’ EUVRE
- Suspension d8accharomyces boulardiéférencée « Sb Num » en bouillon de Sabouraud
- Tubes contenant 9 mL de bouillon Sabouraud
- Pipettes graduées stériles de 1 mL
- Systéme d’aspiration
- Lame de comptage Kova ® Slide a usage unignadxe 2
- Compteur de cellules
- Cuves de spectrophotomeétre
- Parafilm
- Spectrophotometre présent dans la salle
- Tube a hémolyse avec 1 mL de Bleu trypan a 0,4 %

PROTOCOLE

Réalisation d’une dilution de la suspension d8accharomyces boulardii
- Effectuer une dilution au 1/1de la suspension « Sb Num »
- Conserver la dilution dans de la glace pilée.

Mesure de I'absorbance a 650 nm
- Homogénéiser la dilution au 1/10 de la suspensiddb Num» au vortex.

- Mesurer immédiatement I'absorbance a 650 nm.
Donnée : Limite de linéarité : 0,8

Numération directe en cellule de comptage Kova ® e (annexe 3.
- Effectuer une mise en cellule dans chaquigule de comptage de la suspension diluée au 1/10

- Réaliser la numération pour chaque cupule.
Donnée: s = 0,5.10/mL de suspension « Sb Num »

Estimation du pourcentage de cellules vivantes apsécoloration au bleu trypan

- Mélanger dans un tube a hémolyse : 10 gouttesspeagion « Sb Num » et 5 gouttes de bleu trypan
a 0,4%.

- Reéaliser un état frais et observer au microscdjmbpectif x40.

- Estimer le pourcentage de cellules vivantes swthamp microscopique en différenciant les cellules
vivantes incolores et les cellules mortes cologgebleu.

COMPTE-RENDU

- Déterminer a partir des deux comptages, le nombtewdires pamL de suspension de
Saccharomyces boulardii.

- Etablir la relation entre la concentration celltgagt 0,1 unité d’absorbance a 650 nm.

- Estimer le nombre de cellules vivantes pour 10ies comptées.

- Conclure quant a l'utilisation de I'inoculum.
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1.3Recherche de contaminants au cours de la productiae Saccharomyces boulardii

Pour veérifier que la souche de productigaccharomyces boulardiiest pas contaminée par une autre
levure de production telle giaccharomyces cerevisiegénétiguement voisine, une technique
d'immunofluorescence directe est réalisée.

MATIERE D’ EUVRE

- Suspension d8accharomyces boulardigférencée « Sb IF »

- Flacon de tampon phosphate PBS pH 7,2

- Solution d’anticorps polyclonaux arfiaccharomyces boulardilarqués a l'isothiocyanate de fluorescéine
préte a 'emploi

- Solution de bleu Evans préte a I'emploi

- Boite de Laveran

- Compte-gouttes a usage unique

- Lamelle de recouvrement

- Porte-lame

- Solution de montage « Fluoprep® »

M ODE OPERATOIRE

- Reéaliser un frottis avec I'échantillon de levuraralyser.

- Fixer 5 minutes a 'alcool a froid.

- Recouvrir avec la solution d’anticorps aBiccharomyces boulardiiarqués a I'isothiocyanate de
fluorescéine.

- Incuber 30 minutes en atmosphere humide dans UtedmLaveran contenant un fond d’eau distillée a
I'obscurité.

- Rincer 3 fois avec une solution tampon phosphate. PB

- Recouvrir par une solution de bleu Evans pendami8Otes.

- Rincer rapidement avec la solution tampon phospPBt.

- Sécher a I'air sur le porte-lame.

- Couvrir le frottis avec de 2 gouttes de « Fluoprep@ poser une lamelle de montage.

- Observer au microscope a épifluorescence a I'abjetfd.

Données Au microscope a fluorescence,
0 Les cellules colorées par le bleu Evans apparatssmrges.

0 Les cellules marquées par l'isothiocyanate de #soéine apparaissent vertes.

@~ Présenter I'examen microscopique a un examinateur.

COMPTE-RENDU
- Décrire les observations microscopiques réalisées.
- Conclure quant a la pureté de la levure de praaluct

1.4Recherche et dénombrement de bactériophages au csude la production delactobacillus casei

Au cours de leur fabrication, les souches bactédsmle probiotiques peuvent étre contaminées gar de
bactériophages qui sont susceptibles d’altéreundditeé ou d’anéantir la production.

La recherche de bactériophages est réalisée quréleévement en cours de production de la souche de
Lactobacillus caseiCe prélevement a été centrifugé et les phagdgeacmerchés dans le surnageant.

MATIERE D’ EUVRE
- 5 boites de Pétri contenant une couche de géloke @& précoulée (7,5 g/L d’agar-agar)
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- 5tubes de 6 mL de gélose molle GM en surfusiob’°&€5

- 1 tube a hémolyse contenant 2 mL d’une soucheldermix phages noté « souche sensible »

- 1 tube a hémolyse contenant 2 mL de surnageaméttvpment déactobacillus caseinoté « surnageant Lc »
- 1 tube a hémolyse contenant 2 mL de diluant n@és«

- 1 microplaque stérile

- Pipettes automatiques sur un portoir

- Cones stériles

PROTOCOLE

Dilutions en microplaques
- Réaliser en microplaque quatre dilutions successivel/10 du « surnageant Lc ». Le volume
restant dans chaque cupule aprés dilution sei@8@eiL.
- MODE OPERATOIRE

Ensemencement des géloses pour dénombrement
- Pour chaque dilution du « surnageant Lc », enseenem® boite de Pétri contenant une couche de
gélose molle GM précoulée en procédant de la fagoante:
o Ajouter dans un tube contenant 6 mL de gélose neollsurfusion notée GM
60 pL de dilution du « surnageant Lc »
60 pL de culture de la souche sensible au phage rosouche sensible »
o Homogénéiser.
o Verser rapidement le contenu du tube dans une BeiReétri contenant une couche de
gélose molle GM pré-coulée.
o Laisser solidifier.
0 Incuber 24 heures a température optimale.
- Reéaliser un témoin « souche sensible ».
- Incuber 24 heures a température optimale.

- A partir des boites fournies, préalablement enseées et incubées 24 heures a température optimale
- Dénombrer les plages de lyse sur les boites camten#ére 15 et 200 plages de lyse.

COMPTE-RENDU

- Présenter le tableau de dilution.

- Présenter 'ensemble des résultats du dénombresnastforme d’un tableau.

- Donner le nombre de bactériophages par mL de seamagle culture deactobacilluscasei.On
considére qu’une plage de lyse correspond a utiaghage.

- Conclure guant a la qualité de la production.
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2. SUIVI D 'UN PATIENT ATTEINT DE DIABETE DE TYPE 2

Une alimentation trop riche en glucides et en Bgigeut entrainer, a long terme, un diabéte de2ype
Rééquilibrer ou modifier la composition de la flangestinale par I'utilisation de probiotiques prait
constituer un complément thérapeutique suscepdilaniter le développement de la pathologie. Dans
cadre du suivi d’'un patient atteint de diabeteyge 2, un bilan lipidique est réalisé une fois aar

L’ annexe 3présente les résultats d’un bilan réalisé en fé2040 chez un jeune patient atteint d’'un diabete
de type 2 dont 'enquéte alimentaire avait révélé alimentation quotidienne trop riche en lipid&s.vu
des résultats, le médecin lui avait conseillé @imé adapté et lui avait prescrit un bilan de caleta faire
au mois de mai 2010.
Les résultats partiels de ce bilan sont préseratgs thnnexe 3et seront complétés par le dosage d’autres
métabolites :

- triglycérides (TG)

- cholestérol total (CT), cholestérol HDL (C-HDL),atbstérol LDL (C-LDL).

2.1.Dosage enzymatique des triglycérides sériques

La méthode de dosage des triglycérides « TG »réseptée dans la fiche technique figuranaarexe 4

MATIERE D’ EUVRE

- Sérum du patient noté « Sé-P »

- Sérum controle noté « Sé-Ctrl »

- Solution étalon (réactif R1)

- Solution de travail (réactif R3 repris par R2)

M ODE OPERATOIRE

Effectuer le dosage des triglycérides dans lesrditloms suivants :
- sérum du patient,
- sérum contréle.

@ Le « ticket » donnant les absorbances lues au sppghotometre sera signé par I'examinateur et joint
a la copie.

COMPTE RENDU
- Se reporter adinnexe 5

2.2. Dosage enzymatique du cholestérol sérique

Le cholestérol sérique fait partie de la structlees lipoprotéines : chylomicrons, HDL (high density
lipoprotein), LDL (low density lipoprotein), VLDLVery low density lipoprotein).
Il est présent sous forme estérifiee ou non egerif

Le principe du dosage du cholestérol et de seérdiftes formes est présenté damsmriexe 6
- Le cholestérol total est dosé directement danériens du patient.
- Le cholestérol-HDL est dosé sur le surnageant gpeaspitation des VLDL et des LDL.
- Le cholestérol-VLDL est calculé selon la formuleaamexe 6
- Le cholestérol-LDL est calculé a partir de la fotende Friedewald donnée annexe 6 ou
déterminé a partir du lipoprotéinogramme.
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MATIERE D’ EUVRE

- Sérum du patient noté « Sé-P »

- Surnageant obtenu apres précipitation du sérunatienp noté « Surnageant »
- Sérum contréle noté « Sé-Ctrl »

- Solution de travail notée «Cholestérol RTU »

- Solution étalon notée ktalon chol »

PROTOCOLE

» Précipitation des VLDL et des LDL (étape déja réakée)

@ Le surnageant fourni a été obtenu apres précipiter selon le protocole qui figure ci-dessous :.
Dans un tube a centrifuger, introduire : sérum 050

réactif précipitant 50 pL
Mélanger. Attendre 10 min. Centrifuger 15 min a®@nin.

» Dosage du cholestérol

Introduire dans une cuve de spectrophotométre :
10 pL d’échantillon (Sé-P, Surnageant, Sé-Ctrlidatahol)
1 mL de solution de travail.

Mélanger.

Incuber 10 minutes a 20-25°C.

Mesurer I'absorbance a 500 nm.

@ Le « ticket » donnant les absorbances lues au spgttotometre sera signé par I'examinateur et joint
a la copie.

Données :
Stabilité de la coloration = 1 heure a 20-25°C
Limite de linéarité = 18 mmol/L

COMPTE RENDU
- Se reporter adinnexe 7

2.3.Lipoprotéinogramme

Pour caractériser une hyperlipidémie éventuelteetrminer son typ@nnexe 9) I'endocrinologue prescrit
un lipoprotéinogramme permettant d’affiner la détieation du taux de cholestérol-LDL.

ORGANISATION

@ Se rendre au poste d’électrophorese, selon 'ordeepassage défini au préalable, afin de réalisereu
des étapes de I'électrophorése.

MATIERE D’ EUVRE

@ ’ensemble du matériel et des réactifs nécessagesrouve au poste d’électrophorése.
- Sérum du patient noté « Sé-P »
- Sérum contrdle Sébia notéCirl-electro »

- Gel d’'agarose « Hydragel lipo K20 » de SEBIA
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Tampon de migration « Hydragel Lipo » SEBIA
Colorant Noir Soudan SEBIA
Solution de lavage SEBIA

Générateur et cuves de migration
Applicateur et porte-applicateur K20
Incubateur-sécheur

Accessoires et bacs pour coloration
Densitométre

M ODE OPERATOIRE

- Reéaliser en présence d’'un examinateur une des séidpd’électrophorése en opérant comme
l'indique la fiche technique « HYDRAGEL — LIPO » 8&BIA de lannexe 8sur :
0 le sérum du patient
0 le sérum contréle
- Effectuer la lecture au densitomeétre en présend@wduateur.

COMPTE RENDU

- Rapport d’'analyses
o Interpréter le lipoprotéinogramme obtenu pour keisecontrole.
o Exploiter les résultats du lipoprotéinogramme diigmd a I'aide de knnexe 9
- Conclure sur le type d’hyperlipidémie du patient.
- Compte tenu des facteurs de risque du patientsetloiectifs thérapeutiques présentéammexe 3
indiquer si le bilan du patient correspond aux ciffe thérapeutiques.
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ANNEXE 1 - Page 1

Galerie api® 50 CHL

Extrait de la fiche technique api® 50 CHL de BioMéx®

La galerie est destinée a I'identification du gdraetobacilluset bactéries apparentés.

PRINCIPE

Le milieu "API 50 CHL Medium" permet I'étude deflrmentation des 49 sucres de la galerie AP1 50 CH.
Le microorganisme a tester est mis en suspensias ldamilieu "API 50 CHL Medium" puis inoculé dans
chaque tube de la galerie. Pendant I'incubatiorcatabolisme des glucides produit des acides arges
qui provoquent le virage de lindicateur de pH. Liésultats obtenus constituent le profil biochingiqu
permettant I'identification du microorganisme adadu logiciel d’identification.

REACTIFS

- Galerie AP150 CH
- Ampoule API 50 CHL Medium

COMPOSITION DU MILIEU

API 50 CHL Polypeptone 10 g

Medium (origine bovine/porcine)

10 mi Extrait de levure 5g
Tween 80 1mi
Phosphate dipotassique 2g
Acétate de sodium 5g
Citrate diammonique 2g
Sulfate de magnésium 0,20 g
Sulfate de manganése 0,059
Bromocrésoel Pourpre 0,17 g
Eau déminéralisée 1000 ml
pH:86,7-7,1

MODE OPERATOIRE
Sélection des colonies
- Vérifier la pureté de la souche
- Cultiver la souche sur milieu MRS gélosé 24 H 2C36u 37°C en anaérobiose
- Vérifier son appartenance aux bactéries lactiquieacilles Gram +, catalase -, non sporulés,
anaérobies (stricts ou facultatifs), cultivant sulieu MRS

Préparation de 'inoculum et inoculation de la galée : voir annexe 1 — page 2

LECTURE ET INTERPRETATION

Lecture de la galerie

On recherche dans chaque tube l'acidification pitedgui se traduit par un virage au jaune du paige
bromocrésol contenu dans le milieu.

Pour le test esculine (tube N°25), on observe amgément de couleur du pourpre au noir.

Une feuille de résultats des tests est fournie.

Interprétation

Le profil biochimique ainsi obtenu permet d'ideietifia souche a 'aide du tableau d’identificatetfou du
logiciel d’identification apiveb™.
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ANNEXE 1 — Page 2

METHODOLOGIE / PROCEDURE / METHODIK / TECNICA / PROCEDIMENTO /

AIAAIKAZIA | METOD / METODYKA

Gélose MRS/MRS agar/Terreno MRS/Medio MRS/Meio MRS /
Ayap MRS/Agar MRS
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ANNEXE 2

Lame a usage unigue pour la numération cellulaire.

Extrait de la fiche technigue Kova®Slide (Boehringe

1. Caractéristiques

Chaque lame comporte 10 cupules individuelles|Begruadrillée.
Le volume de suspension retenu sur la grille edt de (1 mmi)
La grille comporte 9 cases, chacune d’entre eti@st &subdivisée en 9 petits carrés.

rd /

2. Schéma d’'une cupule

3. Mode opératoire

» Introduire la suspension cellulaire dans une cuadlaide d’'une pipette Pasteur.
» Laisser sédimenter 5 minutes puis observer au sgope.
* Ne compter que les cellules situées a l'intérieag chrrés.

Exemple : Dans I'exemple figuré ci-dessous on ¢eraellules dans le carré central ; les cellidesheval sur les
traits de la grille ne sont pas prises en compte.

A la suite du bourgeonnement, les
cellules peuvent rester accolées. Si
elles ont la méme taille, elles sont
considérées comme deux entités.

4. Régles de comptage des cellules

- Pour les suspensions cellulaires peu abondanteslleites, compter le nombre total N de cellulesésds sur
toute la grille et correspondant & 1 puL

- Pour les suspensions cellulaires moyennement decm®pter le nombre n de cellules situées dansase
de 9 petits carrés. On obtient le nombre total Naliles par uL en multipliant par 10 :
N=nx10

- Pour les suspensions cellulaires denses, comptemidre n de cellules situées a I'intérieur d’utitpearré.

On obtient le nombre total N de cellules par ploeritipliant par 100 :
N =nx 100
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ANNEXE 3

NOM :

A compléter et a rendre avec la copie

Prénom :

Réf :

Feuille de Résultats d’analyses du patient : biochiie sanquine a compléter

Analyses Valeurs de référence Resultats Résultats
Date : 11/02/10 Date : 20/05/10
Glveémie A ieun 0,70 — 1,05 g/L 1,41 g/L 1,41 g/L
y : 3,88 — 5,83 mmol/L 7,83 mmol/L 7,83 mmol/L
Triglycérides 0,44 -1,84 g/L 3,20 g/L
TG 0,50 — 2,10 mmol/L 3,66 mmol/L
Cholestérol total 1,50 -2,30 g/L 2,88 g/L
CT 3,87 — 5,95 mmol/L 7,45 mmol/L
Cholestérol-HDL 0,45 g/L
C-HDL 1,16 mmol/L
Rapport (CT/C-HDL) < 6,00 6,40
Cholestérol-VLDL
C-VLDL (Calcul) <0309/ 0.51glL
Cholestérol-LDL Voir recommandations 1,92 g/L
C-LDL (calcul) AFSSAPS 4,96 mmol/L

- Prise en charge diététique :
» Reégime a débuter sile C-LDL > 1,60 g/L

RECOMMANDATION AFSSAPSET SOCIETE FRANCAISE D’ ATHEROSCLEROSE

- Objectifs thérapeutiques a atteindre :
» Siaucun facteur de risque associé
* Si 1 facteur de risque associé
» Si 2 facteurs de risques associés

e Si 3 facteurs de risques associés et plus

il faut : @£R,20 g/L
il faut : C-LDL,20 g/L
il faut : C-I<DL,60 g/L

il:feutDL < 1,30 g/L
Les facteurs de risques associés sont :

hypertension artérielle, diabéte, tabagisme, ad&ué familiaux de maladie coronaire, homme >|50
ans, femme > 60 ans

Aspect du sérum : lactescent
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ANNEXE 4 — Page 1

Dosage des triglycérides par méthode enzymatique @oint final

Extrait de la fiche technique « Triglycérides Enafimque PAP 150 » bioMérieux®

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST (1, 2, 3, 4)

Les triglycérides sont des lipides, esters de glycerol et
d'acides gras, lies aux proteines sous forme de
lipoprotéines.  lls  entrent principalement dans  la
composition des chylomicrons secretes par les
enterocytes et des lipoprotéines de basse densite
synthétisées par le foie (VLDL).

Des concentrations en triglycérides éleves sont associés
a differentes pathologies (maladies cardiovasculaires,
perturbation des paramétres de I'hémostase, diabéte,
hyperlipidémies alcoolo dépendantes, syndrome
néphrotique, hypertriglycéridémies de type | et IV. ). Des
concentrations faibles peuvent é&tre rencontrés lors
d’atteinte hepatique ou de malnutrition.

Le dosage des triglycérides est utilisé pour dépister ces
pathologies et faire le diagnostic et le suivi du traitement.

PRINCIPE

Les triglycerides sont doses en utlisant la séquence
lipase — glycérokinase — glycérol-3-phosphate oxydase —
peroxydase - chromogéne (5) :

lipase

Triglycérides —————=  glycérol + acides gras

olycerokinase  giycerolphosphate

+ ADF

Glycerol + ATP

Glycérol-3-phosphate glycerol-S-phosph;ate

+ 05

H202 . phosphate

oxydase dihydroxyacétone

L'eau oxygénée formee est dosée selon une réaction de
type TRINDER (6).

Hz0z + parachlorophénol
+ amino-4-antipyrine

peroxydase quinonéimine
—=> +2 H:0+HCI

L'intensite de la coloration (quinongimine) mesuree est
proportionnelle a la quantité de friglycérides présente
dans I'echantillon.

Code SFBC : KB

PRESENTATION ET COMPOSITION DU COFFRET (150 tests)

Réactif 1 R1 Glycérol 2,29 mmol/l ou 2 g/l de triglycérides
Etalon (PM movyen des triglycérides = 875)
1% 8 ml (liquide)
Réactif 2 R2 Tampon Tris pH 7.,6" 100 mmaol/l
Tampon Farachlorophénol 2.7 mmaol/l
2 % 90 ml (liquide) Magnesium 4 mmol/l
Réactif 3 (repris par R2) R3 Tampon base protéique (origine bovine)
Enzymes Amino-4-antipyrine 0,4 mmol/l
6 x 25 ml (lyophilisg) Lipase = 1000 LA
Glycérokinase =200 Ui
Glycérol 3 phosphate oxydase = 2000 i
Peroxydase =200 UN
ATP 0,8 mmolil
1 notice

* Ce réactif contient 1% de Tris. Une fiche de données de sécurité est disponible sur demande.
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ANNEXE 4 — Page 2

VALEURS ATTENDUES (4, 8)

Ces valeurs sont données a fitre indicatif, 1l est
recommande & chaque laboratoire d'établir ses propres
valeurs de référence sur une population rigoureusement

MODE OPERATOIRE MANUEL

Préparation du réactif
Reprendre le contenu d'un flacon de Reactif 3 par 25 ml

de Reactif 2 (agitation douce).

selectionnée.

Stabilité dans le flacon d’origine mmol/| g/l mg/dl
+ | mois a 2-8°C. Adulte
* G jours a 20-25°C. s Homme 0,50a210 044a184 |438a1838
o » Femme 040a150 | 0,35a1,31 | 35041313
Réalisation du test
_ i ) Adolescent de
Longueur d'onde : 505 nm (492 a 550 nm) 14 3 19 ans
Zero de l'appareil : blanc réactif s garcon 0404180 | 0354158 |350a157,5
- s fille 045a145 0,39a127 |394a126,9
Blanc réactif [ Etalon Dosage
Enfant de
Etalon - 10 p! - 104 14 ans
Echantillon - - 10 pl e gargon 0,35a1,50 031a131 |306a1313
Reactif 3 repris 1T ml 1 mi 1 mil s fille 040a155 | 0354136 | 35041356
Melanger. Enfant de
Photométrer aprés une incubation de : 4adans
e 5 minutes a 37°C, * garcon 0354120 | 0,3141,05 | 30,64 1050
« 10 minutes a 20-25°C. . fille 0404125 | 0,35a1,09 | 35041094
_ N . . R Enfant de
Stabilité de la coloration : 30 minutes a 20-25°C. 0a4ans
Stabilité de la calibration : Effectuer une calibration et * garcon 0,35a1,10 | 0312096 | 30,64a96,3
un contréle & chaque série de dosages. » fille 0,35a1,20 | 0,31a1,05 | 30,6 41050
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ANNEXE 5

A compléter et a rendre avec la copie

NOM : Prénom : Réf :

Feuille de résultats du dosage des triglycérides pamméthode enzymatique en point final

1. Compléter le tableau suivant :

Blanc Etalon Controle Patient

Volume de solution étalon

Volume de sérum controle

—+

Volume de sérum du patien

Volume de réactif 3 repris

Mélanger, incuber 10 minutes a 20-25°C

Absorbancea ..........

2. Calculer la concentration en triglycérides duwsecontrble et interpréter le résultat.
Données :
Valeur cible = 1,49 mmol/L, limites de confiancd 31 a 1,67 mmol/L.

3. Calculer la concentration en triglycérides dwsedu patient. Interpréter.
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ANNEXE 6

Dosage du cholestérol par méthode enzymatique enipbfinal

Extrait de la fiche technique bioMérieux® « Chodesl RTU »

PRINCIPE

* Le dosage du cholestérol totalCT » nécessite :

- l'utilisation d’'un agent tensioactif pour libérer tholestérol des lipoprotéines,

- l'utilisation d’une cholestérol estérase pour hygser le cholestérol estérifié et libérer le chtdesl.

Le cholestérol est dosé grace a la séquence di#oréaenzymatiques suivante :

cholestérol oxyda peroxydase Produit
cholestérot > H0, > :
/’ coloré
chromogene

0o, cholesténone

* Le dosage du cholestérol présent dans les KIQEHDL » est réalisé selon le méme principe apres
précipitation des LDL et des VLDL.

» La concentration en cholestérol présent dans Id3lV& C-VLDL » est déterminée par calcul :
C-VLDL = TG(mmol/L) / 2,2

» La concentration en cholestérol présent dans lds«D-LDL » est déterminée par calcul :

Formule de Friedewald
C-LDL = [CT dosé] — [C-HDL dosé] — [C-VLDL calculé]

A Attention:

Si la concentration en TG est > a 3,9 mmol/L la foule de Friedewald n’est pas valable, le
calcul est impossible. Le lipoprotéinogramme egiralindispensable pour caractériser
I'hyperlipidémie.

REACTIFS UTILISES

- Solution de travail cholestérol: Tampon MOPS pH 7 20 mmol/L
Phénol 15 mmol/L
Cholate de sodium 3,7 mmol/L
Chlorure de magnésium 20 mmol/L
Agent tensioactif >0,1%
Amino-4-antipyrine 0,5 mmol/L
Peroxydase > 1000 UI/L
Cholestérol oxydase > 200 UI/L
Cholestérol estérase > 125 UI/L

- Réactif précipitant cholestérol Acide phosphotungstique 40 g/L
Chlorure de magnésium hexahydraté 100 g/L
pH 6,2

- Solution étalon Cholestérol 5,17 mmol/L
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ANNEXE 7

A compléter et a rendre avec la copie

NOM : Prénom : Réf :

Feuille de résultats du dosage du cholestérol paréthode enzymatique en point final

1. Compléter le tableau suivant :

Patient Patient

Blanc Etalon Controle CT C-HDL

Volume de solution
étalon

Volume de sérum
contrble

Volume de sérum du
patient

Volume de surnageant

Solution de travail

Mélanger, incuber 10 minutes a 20-25°C

Absorbancea ..........

2. Calculer la concentration en cholestérol du sérantrdle et interpréter le résultat.

Données :
Valeur cible = 3,89 mmol/L, limites de confianc859 a 4,19 mmol/L.

3. Déterminer les concentrations sériques pour lesnpatres suivants : CT, C-HDL, C-LDL, a I'aide de
I'annexe 6.
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ANNEXE 8

Electrophorese des lipoprotéines

Extraits de la fiche technigue SEBIA

TECHNIQUE

MIGRATION

1.

2.
L 2
4

&

o ®

10.
11.

12.

Poser le porte-applicateur HYDRAGEL K20 a plat sur la paillasse (Fig. 1) et relever le chariot porte-applicateur.

Déposer 120 pL d'eau distillee ou déminéralisée sur le plateau du porte-applicateur dans le tiers inférieur du cadre sérigraphie.
Sortir le gel de son emballage.

Eliminer rapidement I'excés de liquide en surface, en effleurant le gel avec un papier-filtre fin.

ATTENTION : Ne surtout pas laisser le papier-filtre en contact prolongé avec le gel pour éviter sa déshydratation.

Placer le gel (face orientée vers le haut) sur le plateau du porte-applicateur contre la barretie, a l'intérieur du cadre sérigraphie (Fig. 2).

Donner une forme concave au gel (Fig. 2) et le dérouler sur le plateau jusqu'au contact de la goutte d'eau qui doit se répartir sur toute la

largeur du gel. Relever légérement le gel pour eliminer les bulles d'air éventuellement piégées, puis dérouler totalement le gel au contact du

plateau. La goutte d'eau doit s'étaler sous toute la surface du film.

Abaisser le chariot porte-applicateur jusgu’en position intermédiaire, la manette située sur le céte du porte-applicateur en position haute.

Poser un applicateur a plat sur la paillasse, numérotations (puits) vers le haut (Fig. 3).

Déposer 10 pL de sérum pur dans chague puits. Le chargement de I'applicateur ne doit pas excéder 2 minutes.

- L'applicateur doit &tre utilisé immeédiatement aprés le chargement.

- Pour un dép6t différé (8 heures maximum), placer I'applicateur dans la chambre humide dents vers le haut (en manipulant I'applicateur par
la protection en plastique), placer la chambre humide au réfrigérateur et ne placer le gel sur le porte-applicateur HYDRAGEL K20 qu’au
moment de ['utilisation.

Voir la notice de la chambre humide pour les insiructions d utilisation.

Eliminer la protection des dents de I'applicateur.
Placer I'applicateur en position n® 4 sur le porte-applicateur.
IMPORTANT : Les numérotations de I'applicateur sont toujours dirigées vers l'opérateur (Fig. 4).

Abaisser le chariot porte-applicateur jusqu'en butée, a 'aide de la manetie du porte-applicateur pour amener I'applicateur au contact du gel.
NE PAS FORCER LA DESCENTE DU CHARIOT.

13. Apres 7 minutes 30 secondes d'application, tourner la manette du porte-applicateur pour relever I'applicateur et le jeter.

14 Dlarnnr ln anl dane la fonea AlAlactranbharden enlan la nalaritA indiaoAn eore bl anl bhae Ao anl cARA ~rathadioon
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