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	Micros 60

Mode d’utilisation simplifié




[image: image1.png]1. OBJET b uitinati

Ce mode opératoire décrit les différentes phases de l'utilisation de I'appareil micros 60)
affecté aux paramétres d’hématologie.

2. ETENDUE

Lutilisation de I'appareil est sous la responsabilité des techniciens habilités & travailler
sur cet appareil.

3. DOCUMENTS ASSOCIES

D1-PRO1 « Validation technique - Gestion des calibrations et des contrdles
qualité »

D2-PRO1 « Validation analytique »

D3 -INS 01 « Préparation des réactifs »

J1-PRO1 « Maintenance »

J1-PRO2 « Remplacement en cas de panne »

L2-PRO1 « Elimination des déchets »

K2 -INS 01 « Stockage des réactifs et des produits consommables »

Manuel(s) fournisseur

Est sous la responsabilité des techniciens habilités a travailler sur cet appareil.

4. DEROULEMENT DE L’ ACTIVITE
4.1. Identité de I’appareil

Nom : « MICROS 60 Fournisseur : « ABX »
N° de série : 905¢s60552
Nature de la connexion : Bidirectionnelle

1l s’agit d’un automate acheté par notre prédécesseur.
Mot de passe : 123

Principes généraux de l'appareil :

1l s’agit d’un analyseur d’hématologie qui réalise des approches formules. Nous
Jutilisons pour le dosage des plaquettes ou en urgence. Le reste de nos numérations
est réalisé au laboratoire des terreaux .

4.2. Principes de mise en route
Le matin, on allume I’appareil puis on attend 3 minutes que le start-up se fasse.

Passer en identification 901 deux fois un tube de la veille pour souiller I’appareil




[image: image2.png]Puis passage du controle que 'on a préalablement enregistré en CQ-NFP ,pour avoir
une étiquette code barre.

On valide le contrdle comme un patient et si les valeurs sont dans les fourchettes
fournisseur on peut démarrer la sétie.

4.3Modalités de préparation des réactifs.

11 faut juste vérifier le niveau des réactifs . Si un de ceux —ci est désamorcé il faut faire un
amorcage réactif.

4.4Modalités de préparation des échantillons

4.4.1. Critéres d'acceptabilité des échantillons
Les tubes doivent étre remplis au minimum avec 500 pl de sang total

Pour toutes les analyses réalisées sur cet automate, utiliser des tubes EDTA ou citraté et
dans ce cas rajouter 10% aux résultats obtenus.

Recommandations particuliéres :

On travaille sur sang total

4.5Modalités de calibration
4.5.1. Réalisation des calibrations
La calibration est réalisée a laide de sangs de calibration appelés MINOCAL .

La calibration contient les étapes suivante en partant du menu principal :
= Déplacer le curseur sur 3-calibration puis entet
= Déplacer le cutseur sur 1-calibration auto puis entet
= Curseur sur sbio puis enter
® Changer le lot de sang de calibration puis entet
= Changer le date d’expiration puis enter
= Changer les valeurs cibles puis enter

® Ne pas changer le nombre d’analyse programmé 2 5 cycles donc appuyer
sur ESC

= Passage des sangs de calibration comme on passe un patient en faisant
attention de ne pas trop secouer le flacon .A chaques passages si les valeurs sont

dans les limites acceptables appuyer sur entet smon ESC. Ainsi de suite jusqu’a ce
que les cinq passages solent validés.




[image: image3.png]® Si les caluculs statistiques sont dans les limites acceptables a savoir le
coefficient de variation dans les limites donnée dans le tableau ci-dessous :

PARAMETRES | GB | GR | HGB | HCT | PLT | VMP

CvV 25120 |15 2.0 50 [3.0

Et que le pourcentage de différence entre la cible et la valeur moyenne est inf 2 20% ,
alots la calibration est accepté et les résultats sont imprimés. Les coefficients calculés
sont directement enregistré dans la mémoite du calculateur et la calibration est terminé.

Si la calibration est rejetté on doit recommencer la procédure .

4.5.2. Fréquence des calibrations
La calibration se fait 4 chaque changement de lot de contrdle MINOTROL

4.5.3 Tracabilité des calibrations

Les calibrations (suppott papier) sont rangées avec les valeurs du nouveau lot de

MINOTROL .Chaques mois on édite les récapitulatifs des contrdles journaliers avec Ccv
et écarts types 4 partir de BIOSYSTEME . Ceux-ci sont alots rangé avec la calibration et
les valeurs du controle.

Quand on change de lot de contréle la pochette entiére est archivé dans le classeur
Calibrtaion du Micros et gardé 5 ans.

4.8 Réalisation des analyses

4.8.1 Passage des tubes avec code barre
Passer chaque code barre devant la douchette

Si la douchette ne marche pas on tape le numéro suivant : DATE/50/N° du patient ,
ainsi le tube poutra étre validé comme si on avait lu le code barre.

4.8.2 Passage des tubes sans code barre
On tape les quatre derniets chiffres du tube en manuel
4.8.3 Passage des tubes en cas d’absence de connexion avec Pinformatique centrale

En cas de probléme de connexion entre Panalyseur et Vinformatique, passer les tubes en
identifiant avec le numéro de dossier puis les rentrer dans Pinformatique 2 partir du
résultat papier.




[image: image4.png]4.9 Principe de validation analytique

4.9.1 Critéres de repasse

of. fiche d’instruction D2 — INS 01 « Criteres de repasse d’un échantillon ».

4.9.2 Principe de validation analytique sut le systéme informatique du laboratoire
Valider le patient en :

-Saisie des résultats

-Validation automate

-MC micros

_Validation- identification auto

Les résultats s'affichent patient par patient pour les accepter taper F1 valid sinon refuser
le résultat en tapant sur F5 supprimer

Les résultats de la numération passeront en validation biologique

4.10 Arrét de fin de journée

Lotsque la série est terminée on effectue un ‘stand by’ et on éteint appareil

4.11 Modalités de maintenance

4.11.1 Maintenance interne
Joutnaliére : tingage pat la fonction ‘stand by’
Hebdomadaire : néant
Bi mensuelle :
= Passage de 3 tubes dejavel au 1 /10 ou de minoclair comme un patient

® nettoyage auto concentré avec du minoclair ( ref :0401005) ou de la javel
dilué au 1/10

" start-up




	Réalisation d’un frottis sanguin




1. Définitions

Un frottis est un étalement de cellules sur une lame de verre observable au microscope (ex : frottis cervico-vaginal, frottis sanguin).

Un frottis est une technique de préparation et non son analyse. Un frottis sanguin permet de réaliser un hémogramme.
2. Principe

La réalisation d’un frottis sanguin consiste à obtenir, sur une lame de verre, une couche unicellulaire d’éléments figurés du sang répartis sur tout le frottis et fixés dans l’aspect le plus proche de l’état physiologique.
3. Matériel

La réalisation d’un frottis sanguin nécessite : 
· une lame de verre propre, dégraissée et sèche
· une lamelle d’étirement : lamelle épaisse, plus étroite que les lames, à bords lisses ou à défaut une autre lame de verre propre 
· un tube contenant du sang capillaire ou veineux prélevé sur EDTA sec 
· un capillaire d’hématocrite ou une pipette 
· une paire de gants pour risque biologique 
· un conteneur pour DASRI (déchets d’activité de soins à risques infectieux)

4. Technique

• Déposer une goutte de sang à 1 cm du bord droit de la lame de verre posée horizontalement sur la paillasse :
[image: image27.wmf]








 goutte de sang

• Placer le bord de la lamelle d’étirement en contact avec la lame à gauche de la goutte :
[image: image28.wmf]







lamelle d’étirement ou autre lame
• Faire glisser la lamelle inclinée de 45°, de gauche à droite, vers la goutte de sang jusqu’à la toucher.
  Laisser le sang se répartir de façon homogène sur toute la largeur de la lamelle d’étirement.

adhésion du sang sur la lamelle
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• Pousser la lamelle d’un mouvement rapide et régulier, de droite à gauche, en maintenant la même inclinaison.
[image: image30.png]



• Sécher le frottis par déshydratation à température ambiante. 
• Identifier le frottis. 
• Nettoyer la lamelle d’étirement avec un papier imbibé de détergent si une série de frottis doit être

réalisée. 
• Eliminer les déchets souillés de sang dans le conteneur à DASRI. 
• Recycler les lames des frottis non conformes dans un bac contenant du détergent ainsi que la lamelle

d’étirement.

5. Résultats
5.1. Critères d’un bon frottis
[image: image5.png]|

« de bonne taille (1/2 a 3/4 de la lame)
« goutte étalée en entier
« régulier, de bonne densité

« distant des bords de la lame donc accessible en tout point
a I’observation microscopique
« 4 I’extrémité arrondie





5.2. Causes d’erreurs
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	Etude des cellules sanguines sur frottis sanguin colorés




1. Étude morphologique des hématies
Cette étude consiste en l’examen des hématies dans une zone où elles sont bien séparées et non déformées par l’étalement (en général vers la fin du frottis).

Cette étude complète les données de l’hémogramme permettant le dépistage éventuel d’anomalies morphologiques orientant le diagnostic des anémies.
La population érythrocytaire normale est homogène, ce qui peut s’apprécier d’après 3 critères :

· la forme : disques biconcaves se présentant sur les frottis sur leur face arrondie. 
· la taille : s’écartant très peu du diamètre moyen de 7,2 μm. 
· la coloration : liée au contenu en hémoglobine, éventuellement variable d’une lame à l’autre, mais

sur une même lame toutes les hématies doivent avoir la même coloration avec une petite dépression centrale correspondant à la partie moins épaisse (concave).

Toute population érythrocytaire qui ne correspond pas à ces 3 critères est pathologique et les anomalies seront classées selon ces critères.
1.1. Anomalies de forme

Anomalies assez spécifiques de certains types d’anémies : 
- sphérocyte : hématie de petit diamètre (< 6 μm), dont l’épaisseur est d’environ 3 μm, mais dont le volume est normal : elle est biconvexe et se rapproche de la forme sphérique (anomalie de l’ankirine). Sur frottis coloré au MGG, il apparaît plus petit (microcyte) et fortement coloré (hyperchrome) ; l’hyperchromie s’explique par l’absence de dépression centrale car VGM et CCMH sont normaux.

- ovalocyte ou elliptocyte : hématie de forme ovalaire, allongée (anomalie de la spectrine) de volume diminué (VGM < 50 à 70 μm3). Il peut apparaître légèrement hyperchrome.

- drépanocyte : hématie falciforme (en faucille), allongée aux extrémités pointues. Sa longueur varie de 10 à 20 μm et sa largeur de 2 à 4 μm. Il renferme de l’hémoglobine anormale : HbS.

Anomalies moins spécifiques et pouvant se voir dans différents types d’anémies : 
- schizocytes : fragments d’hématies caractérisant des formes rares d’anémie par

hémolyse mécanique 
- poïkilocytes : mélange d’hématies de formes variées, aberrantes (forme de poire, de

massue, de raquette avec des contours irréguliers)
- cellule-cible ou codocyte , particulièrement fréquentes dans les thalassémies
- acanthocyte : hématie crénelée, rencontrée dans une maladie héréditaire caractérisée par l’absence de ß-lipoprotéines.
1.2. Anomalies de taille
Elles concernent le diamètre et l’épaisseur de l’hématie qui peuvent varier ainsi que le volume qui en dépend. On distingue :
1.2.1. Macrocytes ou mégalocytes

Leur diamètre est supérieur à la normale (8 à 10 μm), l’épaisseur et le volume également (VGM > 100 μm3). La cellule garde sa forme normale car le rapport de l’épaisseur et du diamètre est conservé.

Certains macrocytes plus volumineux (12 à 15 μm) sont des mégalocytes: hématies anormales observées lors de carence en vitamine B12 (cobalamine) ou en folates (vitamines B9) ; le mégalocyte sur frottis ne présente pas de dépression centrale, son épaisseur étant très augmentée.
1.2.2. Microcytes

Toutes les dimensions de l’hématie sont diminuées, mais la forme biconcave est conservée.

Au cours d’une anémie microcytaire, la forme hypochromique est fréquente (TCMH et/ou CCMH inférieures à la normale).
1.2.3. Anisocytose

Ce terme désigne la présence simultanée dans le sang d’hématies de diverses tailles.
1.3. Anomalies de coloration
On distingue : 

· hypochromie : cas d’hématies de teinte plus pâle, pauvres en hémoglobine (CCMH

abaissée), souvent microcytaires (VGM abaissé) 

· hyperchromie : terme impropre ; l’hématie étant normalement saturée en Hb, la CCMH ne

peut être augmentée. Ce terme désigne les hématies de teinte plus foncée que la normale (macrocyte ou sphérocyte).

· anisochromie : terme désignant la présence simultanée dans le sang d’hématies d’intensité de coloration variable.
1.4. Anomalies d’évolution

On distingue : 
· corps de Jolly : inclusion d’environ 1 μm, colorée en violet sur frottis au MGG (restes

nucléaires). Présence dans le sang même en petite quantité est pathologique (anémie grave).

· anneau de Cabot : fin élément érythrocytaire ayant la forme d’un anneau, d’un huit ou d’une raquette, coloré en rouge violacé (restes d’enveloppe nucléaire ou de fuseau mitotique ? observé en cas d’anémies graves)

· hématie ponctuée : hématie avec des granulations arrondies et basophiles (condensation anormale de ribosomes, anomalie dans la synthèse d’Hb, anémie au plomb notamment)

· hématie polychromatophile : hématie de teinte rose-gris qui est un réticulocyte (voir coloration au bleu de crésyl brillant).
La morphologie des érythrocytes doit être analysée pour tout hémogramme. Lorsqu’elle n’est pas précisée dans la réponse c’est en général qu’elle est normale. Toute anomalie doit être mentionnée et son importance précisée (appréciation qualitative : + si elle est minime, à +++ si elle est très marquée).
2. Étude morphologique des thrombocytes
L’étude morphologique de thrombocytes sur frottis sanguin coloré montre :

· des agrégats plaquettaires si le prélèvement est capillaire

· des plaquettes petites et isolées si le prélèvement est veineux sur anticoagulant (EDTA)
Elle peut détecter des anomalies plaquettaires, rares, et nécessitant l’étude des fonctions plaquettaires. En pratique, ce sont les anomalies quantitatives des plaquettes qui sont de loin les plus fréquentes.
3. Étude morphologique des leucocytes
Contrairement aux hématies, la population leucocytaire est très hétérogène, rassemblant des cellules fonctionnellement et morphologiquement très différentes.

La formule leucocytaire fait le décompte de cette hétérogénéité. Elle se fait soit sur frottis au microscope soit sur des appareils automatiques. La formule obtenue à l’aide des automates ne concerne que les éléments normaux. Dès que des éléments anormaux sont détectés, l’automate génère des alarmes spécifiques du type d’anomalie, ce qui conduit à faire un étalement (manuel ou par l’automate) pour établir la formule leucocytaire sur une lame colorée et observée au microscope.
Le résultat du décompte est exprimé en pourcentage, mais les valeurs de référence pour apprécier les anomalies pathologiques doivent être les taux en valeur absolue de cellules circulantes par unité de volume. Ils se calculent en multipliant le pourcentage de chaque catégorie leucocytaire par la numération leucocytaire.

	Lignée
	Variation
	Nom
	Exemples d’étiologie

	Polynucléaires neutrophiles
	Augmentation > 8G/L
	Polynucléose
	Inflammation, infection bactérienne

	
	Diminution 0,5 – 1 G/L
	Neutropénie
	Allergie médicamenteuse, hémopathie

	
	Diminution < 0,5 G/L
	Agranulocytose
	

	Lymphocytes
	Augmentation > 4G/L
	Lymphocytose
	Infection virale, LLC, lymphocytose de stress

	
	Diminution < 1 G/L
	Lymphopénie
	Inflammation avec polynucléose, infection virale (VIH)

	Monocytes
	Augmentation > 1G/L
	Monocytose
	Inflammation

	Polynucléaires éosinophiles
	Augmentation > 0,8G/L
	Éosinophilie
	Parasitose, allergie, asthme

	Plaquettes
	Augmentation > 450G/L
	Thrombocytose
	Post chirurgie, inflammation, splénectomie

	
	Diminution < 150 G/L
	Thrombopénie
	Aggrégation plaquettaire aberrante à l’EDTA (fausse thrombopénie), hypersplénisme, hémopathie


	Coloration de May-Grünwald Giemsa




I. Matériel indispensable
.bac à coloration

.pipette en verre de 5 ou 10 ml à écoulement total graduée en ml

.éprouvette graduée

II. Préparation extemporanée du colorant de Giemsa
A. La solution de Giemsa ne doit être utilisée qu’après dilution à 15% dans de l’eau

La qualité de l’eau influence considérablement la qualité de la coloration : si l’eau du robinet ne con-

vient pas 2 solutions se présentent :

1. essayer avec de l’eau de boisson en bouteille (eau de source)

2. utiliser de l’eau tamponnée pH 7,0 (voir mode de  préparation ci-après au §.III)

B. La dilution de Giemsa doit être faite au moins 1 fois par jour.

Ne préparer que la quantité minimum nécessaire

III. La coloration
On peut procéder de 2 façons :

.soit par immersion des frottis en position verticale dans des pots de Borel. 

En ce cas il faut 3 pots : 1 pour le May-Grünwald, 1 pour l’eau tamponnée, 1 pour le Giemsa dilué.

.soit par recouvrement : en ce cas enlever le May-Grünwald avant de recouvrir avec l’eau tamponnée ; puis bien enlever l’eau tamponnée avant de recouvrir avec le Giemsa dilué. 

Quelle que soit la façon retenue les durées de contact sont les suivantes : 

	May-Grünwald . . . . .    3 minutes

Eau neutre   . . . . . . .    3 minutes

Giemsa dilué . . . . . . .  20 minutes




.Rincer les lames à l'eau du robinet

.Laisser sècher à température ambiante.

III. Préparation de l’eau tamponnée à pH 7
Dans un ballon jaugé (ou, à défaut, une bouteille) de 1 litre introduire :

PO4H2K anhydre   . . . . . . .   1 g

PO4HNa2, 12 H2O . . . . . . .    3 g

H2O

QSP            1 litre

Remarques :
1. Si on dispose de flacons de 10 à 30 ml bouchant à vis on peut préparer plusieurs flacons dans les quels on pèse directement le phosphate monopotassique (1 g) et le phosphate disodique (3 g). Au moment où on aura besoin de préparer la solution il suffira de verser ce mélange en poudre dans 1 litre d’eau. 
2. Il est possible de trouver le tampon pH 7,0 dans le commerce. Voir paragraphe V « Les produits commerciaux »
IV. Stabilité et conservation des produits
.Le colorant de May-Grünwald et le colorant de Giemsa : dans leur flacon d’origine et à température 

ambiante, si possible à l’obscurité.

.L’eau tamponnée : 

.si possible dans un réfrigérateur ; ½ heure à 1 heure avant usage verser la quantité  nécessaire dans

 un récipient et laisser revenir à la température ambiante

.à défaut de réfrigérateur conserver à l’obscurité dans l’endroit le moins chaud de la pièce

.vérifier tous les jours qu’il n’y a pas de flocons ou de précipité dans le flacon.

.La solution diluée de Giemsa : 

.conserver à l’obscurité dans l’endroit le moins chaud de la  pièce

.la durée de conservation –qui n’excède pas 10 heures- varie selon la qualité de l’eau  utilisée pour 

 préparer l’eau tamponnée 

V. Les produits commerciaux
	Produit


	Distributeur
	Conditionnement
	Référence
	Prix 2011

F CFA

	May-Grünwald RAL solution
	
	
	
	

	Giemsa RAL solution
	
	
	
	

	Autres conditionnements



	Giemsa RAL solution
	
	
	
	

	Tampon pH 7,0 (dose pour 1 litre)
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	Les paramètres érythrocytaires




I. Volume globulaire moyen
VGM = Hte x 10 femtolitres

GR

.Hte : Hématocrite exprimé en %

.GR  : Nombre de globules rouges/µl divisé par 1 million

Exemple : Hte = 45%
GR  = 5.000.000/µl
VGM = 45 x 10 = 90 femtolitres

5

.Une anémie avec VGM situé entre 82 et 97 fl est dite normocytaire

.Une anémie avec VGM < 82 fl est dite microcytaire

.Une anémie avec VGM > 97 fl est dite macrocytaire

II. Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
TCMH = Hb x 10  picogrammes

GR

Hb : Hémoglobine exprimé en grammes pour 100 ml

GR : Nombre de globules rouges par µl divisé par 1 million
Exemple: Hb = 15 g/dl

GR = 5.000.000/µl
TCMH = 15 x 10 = 30 picog.

5

.Une anémie avec TCMH > 27pg est dite normochrome

.Une anémie avec TCMH < 27 pg est dite hypochrome

III. Concentration Corpusculaire Hémoglobinique Moyenne
	CCMH = Hb x 100 grammes/100 ml
	ou
	CCMH = Hb x 1000 grammes/100 ml

	                        Hte
	
	               VGM x GR


Hb    : Hémoglobine exprimé en grammes pour 100 ml

Hte   : Hématocrite exprimé en %

VGM : Volume globulaire moyen exprimé en femtolitres

GR    : Nombre de globules rouges par µl divisé par 1.000.0000

Exemple 1 :  Hb = 12 g/dl
Hte= 40%
CCMH = 12 x 100 = 30 g/dl

40

Exemple 2 :  Hb = 15 g/dl
VGM= 90 fl
GR = 5.000.000/µl

CCMH = 15 x 1000 = 33,3 g/dl.

90 x 5

Les valeurs habituelles de CCMH se situent entre 32 et 35 g/dl

.La CCMH ne peut pas être > 35. Si on trouve un résultat > 35 il convient de suspecter une 

erreur dans l’évaluation soit de l’Hb soit du nombre de GR soit de l’Hte. Cependant dans la sphé-

rocytose héréditaire (maladie de Minkowski-Chauffard) il est fréquent que la CCMH soit > 35.

.Une CCMH < 32 s’accompagne très habituellement d’une TCMH < 27

IV. Indice de England
Ce calcul est utilisable lorsque, en situation de microcytose, se pose la question du diagnostic différentiel entre thalassémie mineure et indisponibilité du fer pour l’hémoglobinosynthèse (carence martiale ou syndrome inflammatoire)

	IDE = VGM – [ (Hb x 5) + GR + 3,4 ]




VGM : Volume globulaire moyen exprimé en femtolitres

Hb    : Hémoglobine exprimé en grammes pour 100 ml

GR    : Nombre de globules rouges par µl divisé par 1.000.0000

Exemple 1 :  VGM = 65 fl       Hb = 12,5 g/100 ml         GR = 5,9          IDE = - 6,8

Exemple 2 :  VGM = 72 fl       Hb = 10,2 g/100 ml          GR = 5,1          IDE = + 12,5

Interprétation :

.IDE < - 3 : probablement anomalie constitutionnelle de l’Hb

.IDE > + 3 : probablement indisponibilité du fer pour l’hémoglobinosynthèse

.IDE compris entre – 3 et + 3 : 

.soit association thalassémie + indisponibilité du fer

.soit (5% des cas) les caractéristiques du patient font que l’indice ne fonctionne pas
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	Epreuve de falciformation = diagnostic de la Drépanocytose
Test d’Emmel




I. Les produits nécessaires
.solution de métabisulfite de Na à 2 grammes pour 100 ml d’eau

.1 lame et 1 lamelle de microscope

.1 chambre humide

II. Prélèvement : 

.Sang capillaire ou sang prélevé sur EDTA depuis moins de 2 heures
Il n’est pas utile d’être à jeun

III. Le réactif : solution de métabisulfite de Na (S2O5Na2) à 2 grammes pour 100 ml

Attention : cette solution doit être préparée extemporanément : 
elle ne se conserve pas pendant plus de 2 heures

Dissoudre 40 mg de métabisulfite de Na dans 2 ml d’eau
ou 100 mg dans 5 ml d’eau

IV. Réalisation du test
1. Sur une lame de microscope déposer côte à côte :

.1 toute petite goutte de sang (environ 20 µl)
.1 goutte d’égal volume de solution de métabisulfite très récemment préparée

2. A l’aide d’un angle d’une lamelle de microscope mélanger soigneusement

3. Couvrir avec la lamelle aussitôt en prenant soin qu’il ne se forme pas de bulles d’air 

4. Placer en chambre humide durant 30 minutes

5. Observer au microscope (objectif x 40) en prenant soin d’examiner plusieurs zones de la 

 préparation car la falciformation peut n’être pas homogène

Si le test apparaît négatif :

.observer à nouveau 1 heure et 2 heures plus tard 

.si après 2 heures le test est encore négatif il peut être utile de conserver la préparation jus-

 qu’au lendemain, si possible après avoir luté les bords de la lamelle avec de la paraffine ou du 

 vernis à ongles

V. Résultat
.le test est négatif si les hématies conservent leur forme ronde

.le test est positif si les hématies prennent progressivement une forme de faucille, de feuilles 

 de houx ou de banane aux extrémités pointues, souvent dentelée

NB. Ne pas confondre hématie falciforme et hématie crénelée (echinocyte), qui n’ont pas d’extrémités pointues.
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	Vitesse de sédimentation globulaire




I. Matériel indispensable
.tubes à VS (tubes de Westergreen) + portoir pour tubes à VS

.sérum physiologique

.pipettes (automatiques ou non) permettant de mesurer 1,6 ml de sang et 0,4 ml de sérum physiologique

.poire d’aspiration en caoutchouc

.seringue de 5 ou 10 ml raccordé à un tuyau flexible du diamètre des tubes à VS

.minuteur (à la rigueur une montre peut convenir)
II. Le prélèvement
.Sang sur EDTA. Le sang prélevé sur héparine ne convient pas
.Après un repas attendre au moins 2 heures avant de prélever

.Ne pas conserver dans le réfrigérateur

.L’examen doit être effectué dans les 3 heures qui suivent le prélèvement

IV. Mode opératoire
A. Préparer l’échantillon de sang
Dans un tube à hémolyse introduire :

.0,4 ml de sérum physiologique

.puis 1,6 ml de sang EDTA préalablement bien homogénéisé

Bien homogénéiser le mélange

B. Introduire le mélange sang + sérum phy. dans le tube à VS
.Plonger l’extrémité du tube à VS dans le mélange

.A l’aide d’une poire d’aspiration ou d’une seringue aspirer jusqu’au trait « zéro » du tube

.Boucher le bas du tube à l’aide d’un « Parafilm »

.Installer le tube en position bien verticale sur le portoir à VS

C. Sédimentation
.Déclencher le compteur de temps (ou noter de façon précise le temps indiqué par votre montre)

.Au bout de 1 heure exactement noter la position de l’interface entre globules et plasma (nombre de

 millimètres parcourus par les globules au cours de la sédimentation : VS 1e heure)

.Encore 1 heure plus tard faire le même relevé (VS 2e heure)
V. Valeurs habituelles
.VS 1 heure   : 3  à 10 mm

.VS 2 heures : 10 à 15 mm

VI. Interprétation
Une élévation de la VS traduit :

.soit une anomalie plasmatique : état inflammatoire ou Ig monoclonale

.soit une anomalie des globules rouges : anémie
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	Recherche de Paludisme




1. Epidémiologie : 

Maladie parasitaire due à un hématozoaire du genre Plasmodium et transmise par la piqûre d'anophèle femelle. 
Le diagnostic du paludisme est une urgence (une des rares urgences en parasitologie). Il existe 4 espèces, seul Plasmodium falciparum peut être mortel. 


Les personnes les plus touchées sont les enfants entre 4 mois et 4 ans ainsi que les femmes enceintes. 

2. Clinique : 

Incubation minimale de 7 jours entre la piqûre et la première crise. 

· Crise simple fièvre, céphalées, vomissements, diarrhée. Triade frissons - chaleur - sueur (jamais pour la primo-invasion).

· Accès pernicieux complication majeure du paludisme due uniquement à P. falciparum : 
Association des symptômes de la crise avec des troubles neurologiques : convulsions, coma. On observe fréquemment un ictère avec anémie. Nécessite un traitement d'urgence

3. Zone d'endémie : 

Les zones tropicales ou sub-tropicales du globe, variable suivant les 4 espèces :

· P. falciparum : Afrique, Amérique, Asie

· P. malariae : Afrique, Amérique, Asie

· P. ovale : uniquement africain : Afrique de l'ouest et golfe de Guinée, rarement en Afrique de l'est.

· P. vivax : Afrique, Amérique, Asie

4. Prélèvement et traitement du prélèvement : 

· Pratiquer un prélèvement de sang capillaire pendant le pic fébrile. 

· Réaliser ensuite un frottis et une goutte épaisse.
· Fixer la lame au méthanol 2 minutes

· Colorer les lames au MGG ou au Giemsa.

5. Examen direct : 
Voir les planches et photographies en couleur dans le classeur.

Le but est simple : répondre par oui ou non aux 3 questions : 

1. Trouve t'on des plasmodium sur le frottis ? 

2. Si oui, est-ce du P. falciparum ?

3. Quel est le pourcentage de GR parasités ?

·  S’assurer de la qualité de la coloration : les hématies ne doivent pas être brillante, le noyaux des globules blancs et les plaquettes doivent être colorés
· Observer les lames à l'objectif 100 et à l'immersion pendant au moins 20 minutes (recommandations OMS) dans une bonne zone de lecture. 


·  Différencier les stades du protozoaire : trophozoïte, schizonte et gamétocytes. Tous ne sont pas visibles dans le sang périphérique. Se reporter au tableau comparatif

· Identifier l’espèce parasitaire en fonction de la morphologie de l’hématie parasitée (taille, forme, présence de granulations) et du parasite (stade, aspect du noyau, du cytoplasme, du pigment).
· Rechercher une autre espèce associée (exemple : P. malariae + P. falciparum)
· Calculer la parasitémie du patient : Nombre d’hématies parasitées pour 1000 hématies
nombre d’hématies par champs de microscope = N

nombre d’hématies parasitées comptées = h

nombre de champs comptés = c

	Parasitémie pour 1000 hématies = n * 1000 / (c * N)
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	Goutte épaisse




  

Principe : 
La goutte épaisse est une technique de concentration des hématies en vue d’augmenter la sensibilité de la recherche de paludisme dans le sang. 
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goutte épaisse (avant les gouttes d'eau)
Matériel : 
2 lames, un vaccinostyle. 

Mode opératoire : 

· Prélever une grosse goutte de sang capillaire
· Étaler une grosse goutte de sang à l'extrémité d'une lame (l'autre étant généralement réservée au frottis).

· A l'aide du coin de la deuxième lame, étaler la goutte sur 0,5 cm de diamètre en tournant pendant quelques secondes.

· Laisser sécher avec soin, ne jamais fixer.

· Déposer quelques gouttes d'eau propre pour recouvrir entièrement la goutte, laisser agir 1 minute puis rejeter.

La goutte épaisse doit être transparente.

On peut ensuite colorer : 

· MGG
· Giemsa
	Recherche de parasites dans les selles




!!! ATTENTION : la manipulation de l'éther est dangereuse. Veiller à bien éteindre le bec Bunsen et à ne jamais fumer dans le laboratoire. !!! 

I. Les produits nécessaires
Réactif de Ritchie,

Ether

Sérum physiologique

Verre à pied 

Tube conique

Agitateur

Pipette pasteur.
II. Prélèvement : 

Selles dans un pot propre, idéalement 3 selles à 1 jours d’intervalle car l’excrétion des parasites est intermittente.
III. Le réactif de Ritchie : 
· 100 ml de formol.

· 9 grammes de NaCl

· 900 ml d'eau distillée

Mélanger les 3 produits et conserver dans un flacon en verre brun bouché. Bien reboucher le flacon juste après utilisation (les vapeurs de formol sont toxiques). 

IV. Réalisation du test

1. Noter l'aspect des selles :

	SELLES
	ORIENTATION

	Moulées
	Rares formes végétatives  
œufs et kystes possibles

	Diarrhée
	Formes végétatives et œufs possibles

	Diarrhée + sang + glaires
	Recherche d'amibes hématophages

	Aqueuses
	Syndrome cholériforme


2. Examen direct entre lame et lamelle : 
Déposer une tête d’épingle de selles dans un peu de sérum physiologique sur une lame propre. Recouvir d’une lamelle et lire au microscope.

· Objectif 10 : on recherche des œufs (ascaris, trichocéphale, ténias, oxyure, ankylostome, bilharziose, douves) et des larves (anguillule et ankylostome).

· Objectif 40 : on recherche des kystes (amibes, Giardia, Chilomastix, Blastocystis, Cryptosporidium) et des formes végétatives (amibes, Giardia, Trichomonas)
3. Concentration des selles par la méthode de Ritchie
Cette technique est applicable à la recherche des kystes et des œufs sauf pour les œufs d’ascaris, de trichocéphale et les formes végétatives détruits par cette méthode

Dans le verre à pied, diluer progressivement un volume de selles dans 10 volumes de réactif de Ritchie.

Résultat de la manipulation 
· Laisser sédimenter quelques secondes, verser dans un tube à centrifuger, le remplir à moitié. 

· Ajouter de l'éther dans la proportion de 1/3 pour 2/3 de liquide, boucher puis agiter fortement à la main par retournements successifs pendant 30 secondes, en laissant précautionneusement le gaz s'échapper de temps en temps (aérosols de selles !) 

· Reboucher et ranger le flacon d'éther juste après son utilisation. 

· Centrifuger pendant 2 minutes à pleine vitesse puis éliminer les trois couches supérieures par retournement brusque pour garder le culot 

· Prélever le culot avec une pipette pasteur puis procéder à un examen direct de ce culot. 
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V. Résultat

ATTENTION : Éléments non parasitaires des selles : 

 

	ÉLÉMENT
	DESCRIPTION
	CONFUSION AVEC

	Poil végétal
	Immobile, très réfringent, extrémité sectionnée nette
	Larve d'anguillule

	Cellules de féculent
	Grande cellule ovalaire à contenu mal défini
	Œuf d'ankylostome

	Pollens ou spores de champignons
	Ovalaire de petite taille, contenu optiquement vide.
	Kystes

	Pollens végétaux
	Grains jaune ou éléments arrondis 20-50 µ spiculés
	Kystes ou œufs d'ascaris

	Fibre musculaire
	variable : élément arrondi avec ou sans stries (digéré ou non)
	Œufs

	Macrophage
	cellule arrondie, 15 µ vacuolisé, noyau peu visible
	forme végétative d'amibe

	Cellule épithéliale
	Polygonales, gros noyau clair
	forme végétative d'amibe

	Lobules de graisse
	3 µm, arrondi, très réfringent, vide.
	kystes

	Trachéides annelées
	En anneau à 4-5 bords réfringent, vide.
	Kystes

	Savon
	Arrondi / polycyclique, incolore, craquelé
	Œuf de ténia

	Amidon cru
	Grains réfringents asymétriques striés
	Kystes


Se référer au classeur d’illustrations pour l’analyse des œufs et des formes végétatives.

	Recherche d’anguillules dans les selles

Méthode de Baerman




I. Principe
Un échantillon de selles est mis en contact avec de l’eau tiède ; les larves vivantes d’anguillules contenues dans la selle migrent dans l’eau (hydrotropisme), où il devient facile de les visualiser. 

II. Les produits nécessaires
.Entonnoir en verre de 6 à 8 cm de diamètre

.Tuyau en plastique souple (L. 15 à 20 cm) pouvant s’emboîter sur l’extrémité de l’entonnoir

.Pince de Mohr ou pince de Kaucher

.Passoire (chinois) ou grillage fin 

.Gaze hydrophile

.Eau tiède

III. Mode opératoire
A.  .Emboîter le tuyau sur l'entonnoir
.Boucher l’extrémité du tuyau à l’aide d’une pince (Mohr ou Kaucher)

.Placer sur un portoir adapté

.Introduire un peu d’eau tiède dans l’entonnoir et la faire passer dans le tuyau

B.  .Placer 2 ou 3 épaisseurs de gaze dans la passoire

.Poser un échantillon de selles (de la grosseur d’une noix) sur la gaze

.Placer l’ensemble passoire – gaze – selle sur l’entonnoir

C.  .Introduire de l’eau tiède dans l’entonnoir jusqu’à effleurer l’échantillon de selle

Il doit toujours y avoir contact entre la selle et l’eau

D.  .Attendre 2 à 3 heures

.Dans un tube à centrifuger à fond conique recueillir les 2 à 3 premiers ml d’eau qui 

 s’écoulent après avoir desserrer doucement la pince

.Centrifuger à faible vitesse (1.500 à 2.000 t/min pendant 2 à 4 minutes)
E.  .Aspirer le surnageant à l’aide d’une pipette Pasteur munie d’une poire

.Examiner le culot entre lame et lamelle au microscope (objectif x 10 ou x 20)
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	Coloration de Gram



I. Fixation des frottis
.Laisser sècher le frottis à température ambiante
.Placer la lame à l’horizontale au-dessus du bac à coloration

.Recouvrir d’alcool éthylique à 90° ou 95° durant au moins 30 secondes

.Retirer l’alcool puis laisser s’évaporer à température ambiante

NB. Ne jamais fixer un frottis de produit pathologique à la chaleur (bec Bunsen ou autre source de chaleur)

II. La coloration
Placer la lame à l’horizontale au-dessus du bac à coloration

1. Recouvrir de la solution de violet cristal : 1 minute
Laver à l’eau du robinet

2. Recouvrir de la solution de Lugol : 1 minute
Laver à l’eau du robinet

3. Décolorer (avec beaucoup de précaution) à l’aide d’un jet du mélange alcool-acétone
Dés que la décoloration est finie (2 à 5 secondes) rincer à l’eau (jet ou immersion)

4. Recouvrir de fuschine de Ziehl diluée: 1 minute
Laver à l’eau du robinet

Laisser sècher à l’air

III. Observation au microscope : objectif x 100 à immersion
IV. Les produits nécessaires
	Produit


	Distributeur
	Conditionnement
	Référence
	Prix 2009

F CFA

	Alcool 95°
	ASL Mali
	Flac. 1 litre
	MLAB
	1.045 F

	Acétone
	ASL Mali
	Flac. 2,5 litres
	20067.320
	28.500 F

	Violet cristal RAL solution
	ASL Mali
	Flac. 1 litre
	361490-1000
	19.720 F

	Solution de Lugol RAL
	ASL Mali
	Flac. 1 litre
	367300-1000
	24.275 F

	Fuschine de Ziehl RAL
	ASL Mali
	Flac. 1 litre
	320490-1000
	22.035 F

	Kit Gram Nicolle RAL
	ASL Mali
	4 flac. 230 ml
	3622860-0000
	22.945 F


Préparation du mélange alcool-acétone

.alcool 95° : 2 volumes

.acétone    : 1 volume

Introduire dans une pissette

Préparation de la solution de fuschine de Ziehl diluée

Dans un flacon à bec verseur diluer la fuschine de Ziehl environ au 1/10 dans de l’eau

Stabilité : quelques jours
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	Cellule de Nageotte et hématimètre de Malassez

Mode d’utilisation




I. Description
	Malassez


	Nageotte

	Le quadrillage total a un volume de 1 µl

Ses dimensions:
L : : 2,5 mm        l : 2 mm        H : 0,20 mm

Constitué de 100 rectangles d'égales surfaces


	Quadrillage total constitué de 40 bandes

Chaque bande a un volume de 1,25 µl

Les dimensions d'une bande:
L : 10 mm      l : 0,25 mm      H : 0,50 mm
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Comment choisir entre l’hématimètre de Malassez et la cellule de Nageotte ?
.En général pour LCR et urine : cellule de Nageotte

.En fait ce choix n'a pas une importance réelle : il dépend surtout de l'habitude de l'opérateur.

II. Manipulations préalables
A. Si le liquide à analyser est hémorragique
Avant de compter les leucocytes il est préférable de se débarasser des hématies en les lysant à 

l'aide d'une solution d'acide acétique à 0,5% dans l'eau

Ne pas oublier de multiplier par 2 le résultat du comptage des leucocytes.
B. Si on prévoit un nombre élevé de leucocytes ou d’hématies
Diluer le liquide à analyser : 1/2 , 1/5 , 1/10 ou plus dans du sérum physiologique.

.Ne pas oublier de multiplier le résultat du comptage par la dilution.

C. Avant de charger la cellule
.Homogénéiser le liquide à analyser (ou sa dilution)

.Placer une lamelle sur la cellule :

.cellule de Malassez : lamelle plane

.cellule de Nageotte : lamelle ordinaire (plus fine qu'une lamelle plane)
.Poser la cellule sur une surface bien horizontale.

D. Introduire le liquide à analyser dans la cellule
Attendre au moins 5 min. avant d'entreprendre le comptage (les éléments cellulaires doivent sédimenter).

III. Compter les éléments cellulaires
1. Hématimètre de Malassez : la totalité du quadrillage (1 µl)

2. Cellule de Nageotte : compter 4 bandes (5 µl).

IV. Calculer le nombre d'éléments cellulaires par microlitre
Soit n le nombre d'éléments comptés (hématies ou leucocytes)
N le nombre d'éléments par microlitre (µl)   et   V le volume de comptage

Malassez : V = 1 µl  (totalité du quadrillage)

Nageotte  : V = 5 µl  (4 bandes de 1,25 µl)

	N = n / V




Cellule de Malassez : N = n / 1   ou    N = n

Cellule de Nageotte : N = n / 5

Si comptage effectué sur du liquide dilué : ne pas oublier de multiplier le nombre d'éléments
 comptés doit être multiplié par le taux de dilution.
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	Culot urinaire




I. Principe. Objectifs
L’examen microscopique du culot de centrifugation des urines s’effectue :

.entre lame et lamelle, à la recherche de :

.pour évaluer la densité en leucocytes, hématies, cellules de desquamations et cristaux

.pour rechercher des éléments anormaux : œufs de Schistosoma, Trichomonas, levures

.sur frottis coloré au Gram et, éventuellement, au Ziehl

II. Le prélèvement
Quand ? En règle générale à n’importe quelle heure de la journée

Cependant :

.si recherche de BAAR : de préférence les premières urines du matin

.si recherche d’œufs de Schistosoma : de préférence ¼ h environ après un effort physique 

(marche à pied de 30 min. à 1 heure, sautillements sur place, course à pied …)

.si recherche de gonocoque : après s’être abstenu d’uriner pendant au moins 2 heures

Comment ? En règle générale 20 à 30 ml d’urine dans un récipient propre

.si recherche de Schistosoma : volume plus important si possible

.si recherche de gonocoque : 10 ml de premier jet

.dans les autres cas : prélever l’urine en milieu de miction

Délai de transport au laboratoire : doit être le plus bref possible 

III. Mode opératoire au laboratoire
1. Centrifugation

.Homogénéiser l’échantillon par retournements successifs

.Remplir un tube à centrifuger de 10 ml à fond cônique

.Centrifuger (2.000 à 2.500 tours/min. pendant 10 minutes)
2. Noter l’aspect macroscopique

.du culot : abondance, purulent, hémorragique …

.du surnageant : hémolytique, ictérique …

Pour une évaluation semi-quantitative de ces caractères utiliser des croix : +, ++, +++

3. Ensuite :

a. éliminer le surnageant en retournant le tube au-dessus de l’évier puis en le plaçant en  position 

verticale au-dessus d’une triple épaisseur de papier absorbant (genre Sopalin)
b. homogénéiser le culot (par aspirations et refoulements à l’aide d’une pipette)
c. .déposer une petite goutte sur 2 lames : l’une pour examen entre lame et lamelle, l’autre pour 

réaliser un frottis en vue d’une coloration de Gram

Pour rechercher les œufs de Schistosoma : remplir plusieurs tubes à centrifuger. Après centrifugation les différents culots seront réunis dans un autre tube, qui sera soumis à une seconde centrifugation. C’est ce deuxième culot que l’on examinera entre lame et lamelle
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Cristaux
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Œuf de Schistosoma haematobium
	Liquide céphalo-rachidien

Examen cytologique




Avant de commencer l'examen cytologique d'un LCR

il faut prendre connaissance des renseignements cliniques.

I. Matériel et réactifs nécessaires
	.Cellule de Nageotte ou de Malassez

.Pipettes Pasteur

.Lamelles planes

.T. à centrifuger à fond cônique avec bouchon

.Tubes à hémolyse avec bouchon

.Lames en verre pour examen microscopique

.Poire d’aspiration
	.Sérum physiologique

.Solution aqueuse de CH3COOH à 0,5% (v/v)

.Colorants pour MGG

.Colorants pour Gram

.Centrifugeuse

.Objectif x 40 ou x 50 à sec pour microscope

.Objectif x 100 à immersion pour microscope


I. L'aspect macroscopique du liquide doit être noté.
Quelques exemples de qualificatifs :

.Liquide non centrifugé    .Clair     .Limpide     .Trouble     légèrement trouble

 .Hémorragique     Légèrement ou fortement hémorragique

 .Xanthochromique

.Aspect du surnageant     .Clair      .Xanthochromique       .Hémolytique

.Culot de centrifugation  .Hémorragique ...

II. La numération des éléments cellulaires (leucocytes, hématies)

Elle se fait au microscope à l'aide de l’hématimètre de Malassez ou de la cellule de Nageotte : voir 

La technique « Hématimètre de Malassez et cellule de Nageotte. Mode d’utilisation ».

Deux types de difficultés peuvent se présenter :

A. Le nombre d'éléments cellulaires est élevé
.Diluer l'échantillon dans du sérum physiologique
.Puis compter à la cellule de Malassez ou de Nageotte.

Ne pas oublier de multiplier le résultat du comptage par le taux de dilution.

B. Le liquide à analyser contient des hématies
.Le risque   : confondre des leucocytes avec des hématies au cours du comptage

.La solution : lyser les hématies l'aide d'une solution d'acide acétique à 0,5% :

Dans un tube à hémolyse:

	liquide à analyser     . . . . .    1 volume

CH3 COOH O,5%      . . . .     1 volume




Agiter, puis attendre 2 à 5 min. avant d'introduire dans la cellule de comptage.

Ne pas oublier de multiplier par 2 le résultat du comptage des leucocytes.

III. Les frottis
On doit-réaliser un frottis si le nombre de leucocytes est > 20/µl

A. Comment réaliser les frottis?
1e étape : centrifuger le liquide
.Après avoir –si possible- réalisé les ensemencements sur milieux de culture bacté-

 riologique –y compris, éventuellement, milieux pour BK- transférer la presque tota-

 lité de liquide dans un tube à centrifuger à fond conique avec bouchon. 

.Conserver quelques gouttes dans le flacon à prélèvement pour d’éventuels autres 

 examens microbiologiques.

.Centrifuger à faible vitesse (1.500 à 2.000 t/min. durant 10 minutes)

2e étape : transférer le surnageant dans un tube à hémolyse avec bouchon
.Procéder délicatement à l’aide d’une pipette Pasteur munie d’une poire d’aspiration

 ou à l’aide d’une pipette automatique.

.Selon le nombre de cellules contenues dans le liquide et selon le volume de liquide que l’on a 
 centrifugé on laisse plus ou moins de surnageant au-dessus du culot.

3e étape : remettre en suspension le culot dans une très petite quantité (2 à 5 gouttes) 

de liquide surnageant

.Procéder par aspirations et refoulements successifs à l’aide d’une pipette Pasteur 

 munie d’une poire d’aspiration ou à l’aide d’une pipette automatique.

4e étape : réalisation proprement dite des frottis
.A l’aide d’une pipette Pasteur prélever le liquide du fond du tube à centrifuger

.Sur 2 lames de verre à microscope déposer une petite goutte : l’une pour coloration 

 MGG, l’autre pour coloration de Gram

.A l’aide de l’extrémité boutonnée d’une pipette Pasteur étaler sur la surface la plus 

 faible possible (moins de 0,5 cm)

.Sècher très rapidement dans un courant d’air froid (un sèche-cheveux convient) : un
 sèchage trop lent provoque la rétraction des cellules, que l’on ne peut plus reconnaître.
5e étape : colorations : .1 lame au MGG + 1 lame au Gram

B. Examen microscopique des frottis : 
.objectif x 100 à immersion.

IV. Les résultats
.Un LCR normal contient moins de 5 leucocytes et moins de 5 hématies par µl

.Un nombre élevé de leucocytes signe une méningite

.Une méningite est le plus souvent d’origine infectieuse 

.soit virale : leucocytes généralement < 500/µl (quelquefois plus)

avec prédominance de lymphocytes le plus souvent

mais quelquefois mélange de lympho et de polynucléaires

.soit à bactérie pyogène : leucocytes généralement > 500/µl (quelquefois moins)
avec nette prédominance de polynucl. neutrophiles

.soit à mycobactérie : cytologie souvent comme dans méningite virale

mais quelquefois comme dans méningite à bact. pyogène

.soit à champignon (levure)

cytologie souvent comme dans méningite virale

mais quelque fois comme dans méningite à bact. pyogène

.Une méningite est quelquefois d’origine maligne :!

.hémopathie (leucémie aigüe, lymphome)
.carcinomateuse
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	Micro-hématocrite




I. Matériel indispensable
.tubes capillaires pour micro-hématocrites (non héparinés ou héparinés)
.mastic pour boucher tubes à micro-hématocrites

.double décimètre ou –mieux- règlette pour lecture des micro-hématocrites

.tableau (ci-après) pour relever les différentes phases de l’analyse

.centrifugeuse à micro-hématocrites (à défaut centrifugeuse pour tubes à hémolyse)
II. Le prélèvement
.sang prélevé sur anticoagulant (EDTA ou héparine)
.ou sang capillaire : en ce cas il est nécessaire d’utiliser un tube capillaire hépariné

NB. Il n’est pas utile d’être à jeun

III. Mode opératoire
.Sang prélevé en tube : bien homogénéiser le sang par retournements successifs et lents du tube

.Sang capillaire : former une grosse goutte de sang en évitant une pression trop importante

.Faire pénétrer le sang dans le tube à hématocrite par capillarité jusque 1 à 1,5 cm de l’extrémité

.Boucher l’extrémité dépourvue de sang à l’aide du mastic

A défaut de mastic : sceller à l’aide de la flamme d’un bec Bünsen (en évitant de carboniser le sang)
.Remplir le tableau ci-après en veillant particulièrement à ne pas se tromper sur le numéro du 
positionnement de l’échantillon sur le rotor de la micro-centrifugeuse

.Centrifuger durant 5 à 10 minutes.

NB. A défaut de disposer d’une centrifugeuse à micro-hématocrite : introduire le tube capillaire dans un tube à 
hémolyse centrifugeable. Placer dans une centrifugeuse classique. Rotation à vitesse max. (au moins 3.000 t/min)
durant 10 minutes.
Lecture :

Si on ne dispose pas d’une règlette spéciale pour lecture des micro-hématocrites il faut utiliser un 

double décimètre : mesurer la hauteur totale  L1 (globules + plasma) et la hauteur globules rouges (L2)

Consigner ces 2 valeurs sur le tableau ci-après puis calculer le rapport L2/L1

Hématocrite = (L2 / L1) x 100

IV. Valeurs habituelles
.Hommes adultes : 40 à 50 %


Femmes adultes : 37 à 43 %

.Jeunes enfants   : 38 à 45 %


Nourissons         : 35 à 40 %

Nouveau-nés        : 50 à 60 %

Remarque : il existe une bonne corrélation entre hématocrite (Hte) et concentration en hémoglobine (Hb)

Hb (g/dl) = Hte /3

Exemple : Hte = 39%    →   Hb = 13 g/dl environ
Biologie Sans Frontières
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Micro-hématocrite

	Date


	N°

sur rotor
	Nom – Prénom
	DdN
	Sexe (M/F)
	Longueurs (mm)
	Hématocrite
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Centre de Santé Port au Prince (Haïti)
Laboratoire de Biologie médicale

Demande d’examens biologiques

	Patient

Nom et prénom  + DdN  + sexe (H ou F) :


	Prescripteur

(nom et téléphone)

	Lieu d’hospitalisation ou –à défaut- adresse postale :


	Date + heure du prélèvement :

	Renseignements cliniques et/ou thérapeutiques :



	Examens prescrits
	Résultats

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	


Le responsable du laboratoire  :

Centre de Santé Port au Prince (Haïti)
Laboratoire de Biologie médicale

Demande d’examens biologiques

	Patient

Nom et prénom  + DdN  + sexe (H ou F) :


	Prescripteur

(nom et téléphone)

	Lieu d’hospitalisation ou –à défaut- adresse postale :


	Date + heure du prélèvement :

	Renseignements cliniques et/ou thérapeutiques :



	Examens prescrits
	Résultats

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	


Le responsable du laboratoire :

Laboratoire de Biologie Médicale

Port au Prince

Haïti

Registre des examens
	Date

jj.mm.aa
	N° enregitrem.

xx
	Nom, prénom, DdN
	Prescripteur

ou pavillon
	Prix

Gourdes
	Examens prescrits et résultats

	
	
	
	
	
	


	Entretien du microscope




par Laurence Bonte*, * Médecins Sans Frontières, Paris.

Le microscope est le principal outil de laboratoire en situation d'isolement.  Il permet en effet le diagnostic de nombreuses infections bactériennes (tuberculose, méningite), parasitaires (paludisme, trypanosomiases) et il apporte aussi une aide au diagnostic par la numération et l'identification des cellules dans les produits pathologiques (globules blancs par exemple).

Pour une lecture fiable, le microscope doit donc être en bon état.  En effet, il est très difficile de lire avec des objectifs ou des oculaires sales ou rayés.  On ne voit rien ou très mal.  Les résultats rendus peuvent donc être incorrects à cause d'une mauvaise lecture.

La qualité des examens de laboratoire dépend donc de l'état du microscope et l'état du microscope dépend de l'entretien qu'on lui apportera.

Le microscope est également un instrument qui coûte très cher, c'est une raison supplémentaire pour en prendre grand soin.

· Que faut-il entretenir sur le microscope ?
Toutes les parties du microscope sont à entretenir.

· Contre quoi faut-il protéger son microscope ?
.de la poussière,

.de l'humidité,

.des chocs.
[image: image24.jpg]_ LE MICROSCOPE :
REGLAGE ET ENTRETIEN

COMPOSITION DU MICROSCOPE

Les différentes parties du microscope
peuvent étre classées en 4 systémes :
(a) systeme de support

(b) systeme de grossissement

(c) systéme d'éclairage

(d) systeme de réglage.

A. Systeme de support

Il comprend :

1. le pied

la potence

le revolver porte-objectif

la platine

le chariot qui permet de déplacer len-
tement la lame de verre avec sa pré-
paration.

opwn

B. Systéme de grossissement

Il est constitué par une combinaison de
lentilles.

Les lentilles du microscope sont fixées en
2 assemblages, placés chacun & I'extré-
mité d'un long tube.

— le 1% assemblage de lentilles, situé en
bas du tube, juste au-dessus de la pré-
paration (objet) & examiner, est
I'objectif.

— le 2¢ assemblage de lentilles est en
haut du tube; on y place I'ceil, c'est
T'oculaire.




I. Les oculaires
· A. Protection de la poussière : après utilisation, mettre une housse sur le microscope.

· B. Nettoyage des oculaires : la lentille externe (où on met l'oeil) se nettoie avec un chiffon sec ou un papier qui ne raye pas (papier spécial pour les lentilles, kleenex, sopalin, papier toilette).  Ne jamais utiliser de xylène.

Si la lentille est sale (empreintes de doigts, taches de gras), on peut imbiber le chiffon ou le papier avec de l'alcool (éthanol, méthanol).

Les lentilles internes des oculaires se nettoient uniquement avec un pinceau fin, jamais autre chose et jamais d'alcool ou de xylène, cela les endommagerait (elles sont imprégnées d'un produit antireflet qui partirait).

Toujours éviter de dévisser les lentilles des oculaires (le faire uniquement lorsqu'il y a de la poussière à l'intérieur de l'oculaire).

II. Les objectifs
· A. L'objectif x100 à immersion : essuyer l'huile après chaque utilisation avec un
·  papier qui ne raye pas (papier lentille, kleenex, papier toilette).

Lorsque l'huile a séché, utiliser un papier imbibé légèrement avec du xylène ou du toluène.  Ne jamais tremper l'objectif dans le xylène, cela décollerait les lentilles de l'objectif et rendrait le microscope inutilisable.
B. Les autres objectifs x 40, x 10 : on peut les nettoyer avec un chiffon imbibé avec de
l'alcool ou un mélange alcool-éther.  Faire attention à ne pas utiliser de l'huile à
immersion avec ces objectifs.

III.  Le condenseur
· A. Poussière : essuyer la lentille du condenseur avec un chiffon ou un papier qui ne raye pas.

· B. Diaphragme : pour enlever la poussière, utiliser un pinceau fin ou souffler de l'air avec une poire (poire optique pour appareil photo).

IV. Le miroir
.Essuyer le miroir avec un chiffon ou un papier qui ne raye pas.
.On peut imbiber légèrement le papier avec de l'alcool, jamais de xylène.

V. Le système électrique
Lampes, fusibles: pas de réparation possible.  Ce sont des pièces du microscope qui se 
changent, toujours en avoir en stock en faisant attention à avoir les bonnes références (il 
faut connaître les références de son microscope). Éviter de mettre les doigts sur la lampe 
en la changeant.
VI.  Autres entretiens
· Graissage des crémaillères (en général, elles sont protégées par une partie métallique): on peut les frotter avec de la cire, du savon si on n'a pas d'huile spéciale (ne jamais utiliser de l'huile de cuisine ou de l'huile à immersion).

Ne jamais essayer de démonter le microscope soi-même pour nettoyer le prisme, l'intérieur des objectifs ou toute autre partie du microscope non apparente.

· Entretien des parties peintes: il s'agit du pied du microscope et de la platine.  Elles se nettoient avec un chiffon sec ou un chiffon avec de l'alcool.  Ne jamais utiliser d'acétone, ni de xylène.

VII. Protection contre l'humidité
Il est facile de nettoyer son microscope contre la poussière.  Par contre, pour le nettoyer contre la présence de champignons qui se développent facilement dans un climat humide, il est préférable de recourir à des spécialistes.

Cependant, certaines mesures peuvent être prises pour protéger son microscope contre l'humidité: par exemple, armoire chauffante, dessicant (réactif protégeant de l'humidité).

· Armoire chauffante: nécessité de l'électricité vingt-quatre heures sur vingt-quatre.  Le microscope est placé dans une simple boîte ou armoire bien fermée avec une ou deux lampes de 40 watts.  Les lampes doivent rester constamment allumées, même quand le microscope n'est pas à l'intérieur.

Utilisation d'un dessicant (silicagel): le microscope est placé dans une boîte fermée hermétiquement dans laquelle on placera du dessicant.  Le dessicant est laissé dans une soucoupe et il est très important de bien refermer hermétiquement la boîte même lorsque le microscope n'est pas à l'intérieur.  On utilisera de préférence du dessicant avec indicateur de saturation; bleu: il est bon à être utilisé, rose: il est trop chargé en humidité et n'est plus efficace.  Il suffit de le chauffer (dans une poêle sur le feu) pour qu'il retrouve sa couleur bleue et soit à nouveau efficace.

· En absence d'électricité ou de boîte hermétique avec dessicant: il ne faut pas ranger le microscope dans sa boîte en bois, mieux vaut le laisser à l'air libre recouvert de sa housse.

· Comment se débarrasser des champignons: seul un spécialiste peut débarrasser le microscope de ses champignons. Le spécialiste peut se trouver auprès du fabricant du microscope).  L'idéal serait de faire nettoyer son microscope par un spécialiste au moins une fois par an.
[image: image25.jpg]OBJECTIFS

(@) Grossissement
il est indiqué, pour chaque objectif, par un chiffre gravé sur
la monture :

- I'objectif 10 grossit 10 fois
- I'objectif 40x grossit 40 fois
- I'objectif 100x grossit 100 fois

(L'objectif 100 est en général marqué par un cercle rouge, il s'uti-
lise & Fimmersion dans I'huile.)

(b) N° d’ouverture numérique
Clest un autre chiffre gravé & coté du grossissement, par
exemple -

- 030 pour un objectif 10x

/65 pour un objectif 40x

- 1,30 pour un objectif 100x

c6 chiffre est grand, plus grand est le pouvoir séparateur

(qui permet de distinguer 2 points trés rapprochés).

(Par ailleurs, plus ce chiffro est grand, plus petite est la lentille

frontale montée & la base de I'objectif; calle de I'objectif 100x

& immersion a la grosseur d'une téte d'épingle: il faudra donc

la traiter avec précaution.)

(c) Dautres chiffres peuvent étre gravés sur la monture:
longueur en mm recommandée pour le tube du microscope
(distance entre Fobjectif et l'oculaire) — le plus souvent
160 mm
dpaisseur en mm recommandée pour Ia lamelle & placer sur
la lame porte-objet — par exemple 0,17.

Le pas de vis de tous les objectifs est standard, c'est-a-dire
que les objectifs du revolver porte-objectif sont interchangea-
bles.

X 40/ e

w0 s01

(Schémas : d'aprés Manuel des Techniques de Base pour le Laboratoire Médical, Organisation Mondiale

de la Santé.)




VIII.  Protection contre les chocs
Au laboratoire, le microscope doit être posé sur un endroit bien stable, évitez de le déplacer trop souvent.  Il faut toujours porter le microscope avec ses deux mains.

· Comment protéger son microscope pour un transport en brousse : il doit être calé dans une boîte rembourrée de mousse ou à défaut de papier.  Pendant le voyage, une personne tiendra le microscope pour qu'il ne saute pas dans la voiture.  Son transport ne se fera qu'en cas de nécessité (il faut éviter les transports au maximum).  Il existe des boîtes spéciales permettant de fixer le microscope à la boîte (vis ou cale-pied).

	RAPPEL:
· Toujours couvrir le microscope de sa housse après utilisation.

· Toujours essuyer l'huile sur l'objectif à immersion après utilisation.

· Ne jamais utiliser de xylène pour autre chose que l'objectif à immersion.

· Ne jamais faire tremper l'objectif dans le xylène.

· Ne jamais forcer sur la vis de mise au point.

· Ne jamais laisser le microscope en plein soleil.

· Toujours mettre le microscope sur un plan stable, le manipuler avec précaution.

· Ne jamais démonter soi-même le microscope.




Développement et Santé, n° 113, octobre 1994
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	Groupage sanguin ABO Rh

Recommandations importantes




I. Le prélèvement de sang
1. Sang en tube à bouchon mauve (EDTA) : quelques gouttes suffisent

2. Bien étiqueter le tube :  .nom, prénom, date de naissance du patient

.jour et heure du prélèvement

3. Bien remplir le bon de demande d’examen

.nom, prénom, date de naissance du patient

.jour et heure du prélèvement

.nom, qualité, signature du préleveur

Rappel : sauf cas de grande urgence il est nécessaire d’effectuer 2 prélèvements distincts, 

réalisés à 2 moments différents par 2 préleveurs différents

II. Au laboratoire
.Sur chacun des 2 prélèvements l’examen doit être réalisé par 2 personnes distinctes

.Chacune de ces 2 personnes doit utiliser un lot différent de réactifs

.L’épreuve sérique –dite de Simonin- n’étant pas utilisable, faute de disposer de suspensions 

 d’hématies tests, la seule épreuve utilisée est l’épreuve globulaire –dite de Beth-Vincent- à 

 l’aide des antisérums

anti A

anti B

anti A+B

anti H si possible

.La détermination du Rhésus se fait à l’aide du sérum anti D (complet IgM) à température ambiante
III. Le résultat
1. Où inscrire le résultat
.Le premier manipulateur : sur le bon de demande d’examens

.le second manipulateur : sur le registre des examens

2. Comparer les 2 résultats
a. si les 2 résultats sont concordants

.chaque manipulateur signe son résultat

.on rend le résultat inscrit sur le bon de demande d’examen

b. si les 2 résultats sont discordants

.chacun des 2 manipulateurs recommence la détermination dans sa totalité

IV. Une remarque très importante : le contrôle ultime avant de transfuser
.Il est légalement obligatoire

.Il doit se faire au lit du malade (et non pas à distance)

.Trois choses doivent être faites :

1. vérifier que le nom du patient que l’on a devant soi est le même que celui qui figu-

re sur le document sur lequel est inscrit le résultat du groupe sanguin

2. vérifier que le groupe sanguin inscrit sur ce document est le même que celui 

inscrit sur la poche que l’on s’apprête à transfuser

3. réaliser le test de compatibilité entre les hématies du malade (sang prélevé juste

avant le test) et les hématies contenues dans la poche

.pour ce faire on utilise du sérum anti A et du sérum anti B, fournis par le labo-

ratoire

.une obligation : le test doit être réalisé pour chacune des poches à transfuser et 

juste  avant de la brancher sur la veine du patient

Biologie Sans Frontières
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	Sérologie HIV

Algorithme appliqué en République du Mali




Ces informations ont été fournies par l’Institut National de Recherche en Santé Publique (INRSP) de Bamako le 01.07.2009

I. Les réactifs à utiliser
Dans l’attente qu’une demande soit effectuée au près des autorités gouvernementales afin d’en obtenir la 
gratuité ces réactifs peuvent être achetés à ASL Mali (voir fiches de stocks)

.Réactif de première intention : « Determine HIV ½ » Abbott

.Réactif de confirmation : « Clear View »

.Autre réactif : « Oraquick » ou, à défaut, « Immunocomb » Abbott

II. La stratégie 
A. Si « Determine HIV ½ » négatif
Résultat à rendre : « Sérologie HIV négative »

B. Si « Determine HIV ½ » positif
Faire le test de confirmation « Clear View »

1. Si « Clear View » positif : résultat à rendre : « Sérologie HIV positif »

2. Si « Clear View » négatif : faire le test « Oraquick » ou « Immunocomb »

a. Si « Oraquick » ou « Immunocomb » positif : 

Résultat à rendre : « Sérologie HIV positive »

b. Si « Oraquick » ou « Immunocomb » négatif 

Résultat à rendre : « Sérologie HIV négative »

III. Rappels importants
1. Ne jamais réaliser le test sans prescription médicale

2. Ne jamais rendre le résultat –quel qu’il soit - directement au patient

Le résultat doit être remis au médecin prescripteur exclusivement 

3. En cas de doute concernant le résultat : se concerter avec le médecin prescripteur afin de 

refaire le test sur un nouveau prélèvement effectué 2 à 3 semaines plus tard et, éventuelle-

ment, envisager un « Western blot ».
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	Coloration de Ziehl




I. Produits indispensables
.entonnoirs pour filtrer les colorants : 2

.papier filtre

.alcool éthylique 95°

.acide sulfurique concentré

.lames de microscope

.öse + manche Pasteur

.pipettes Pasteur

.pince métallique

.pince en bois

.bac à coloration

.tige métallique : diamètre de quelques mm et de longueur environ 30 cm

.coton

.alcool à brûler

.gants chirurgicaux, masque chirurgical, lunettes de protection

.huile à immersion pour microscope

II. Protection du manipulateur
Les précautions doivent être d’autant plus grandes que l’on ne dispose pas de hotte à flux laminaire

A. Précautions vestimentaires
.Masque obligatoire : doit recouvrir non seulement la bouche mais aussi le nez

doit être changé au moins au bout de 2 heures d’utilisation

.Gants et lunettes de protection : obligatoires

.Blouse : obligatoire

.Calot : recommandé

.Surblouse : recommandée 

.Montre et bijoux : les retirer ; les garder dans la poche.

B. Environnement du manipulateur
.Enlever de la paillasse tous les objets inutiles

.Récipient poubelle contenant eau de Javel à 5 ou 6° chloromètrique

.Poubelle pour produits à incinérer

.Attention aux aérosols provoqués par le passage de l’öse dans la flamme du bec Bunsen

III.  Préparation de l’acide sulfurique environ 2,5 N
Dans un récipient en verre verser dans l’ordre suivant :

Eau distillée




750 ml

Ac. sulfurique concentré (environ 10 N)
250 ml

Attention :

.L’acide sulfurique doit être versé dans l’eau et non pas l’inverse

.Ne pas verser l’acide en une seule fois (risque d’échauffement important) mais par fractions succes-

 sives de 30 à 50 ml, en laissant refroidir le mélange après chaque addition d’acide concentré
IV. Réalisation du frottis. Fixation
Comme un frottis destiné à une coloration de Gram le frottis pour coloration de Ziehl ne doit être ni trop épais ni trop fin : on doit pouvoir lire les caractères d’un journal placé sur la paillasse en dessous du frottis 

Exemple d’une expectoration : prélever une partie purulente puis l’étaler sur une lame 

(les 2/3 de la longueur de la lame) à l’aide d’une öse ou de l’extrèmité recourbée d’une 

pipette Pasteur

.Laisser sècher à température ambiante ou dans une étuve à 37°C : il est essentiel que le 

frottis soit parfaitement sec

.Fixation (sur frottis bien sec) :

.placer la lame à l’horizontale au-dessus du bac à coloration

.le recouvrir d’alcool éthylique ; retourner la lame pour enlever l’excès d’alcool

.attendre l’évaporation totale du reste d’alcool à température ambiante

V. La coloration
Une précaution utile : faire passer les colorants (fuschine puis bleu de méthylène) sur un papier filtre avant de les verser sur le frottis

Une nécessité : un contrôle de qualité. Colorer simultanément un frottis que l’on sait contenir des BAAR. Voir paragraphe VIII.

1. Recouvrir la lame de fuschine phéniquée
.A l’aide d’un coton imbibé d’alcool –monté à l’extrémité d’une tige métallique- puis 

 enflammé chauffer la lame par le dessous en veillant à ne pas trop chauffer : retirer 

 la  flamme dès le début de l’émission de vapeurs blanches. Ne pas faire bouillir.

.Recommencer encore 2 fois l’opération durant 10 minutes environ.

 Si besoin rajouter de la fuschine : la totalité du frottis doit rester couverte de solu-

 tion de colorant et aucun endroit ne doit se dessècher.

.Verser le colorant dans le bac à coloration

.Rincer le frottis abondamment à l’eau du robinet

2. Recouvrir d’acide sulfurique (environ 2,5 N)

.Laisser en contact durant 2 minutes exactement : le frottis prend une couleur jaunâtre
.Rincer abondamment à l’eau du robinet

3. Recouvrir d’alcool éthylique à 95°.
 Laisser en contact durant 3 minutes exactement : le frottis prend une couleur rose
 Rincer abondamment à l’eau du robinet

4. Recouvrir de bleu de méthylène phéniqué
.Laisser en contact pendant 30 sec. à 1 minute

.Rincer abondamment à l’eau du robinet

Essuyer le dessous de la lame à l’aide d’un chiffon pour en effacer toute trace de colorant

.Laisser sècher à température ambiante

VI. Observation au microscope : objectif x 100 à immersion
VII. Le contrôle de qualité
Principe : un frottis que l’on sait contenir du BAAR est coloré simultanément et de la même façon que le frottis du (des) patient(s) à examiner.

Le frottis positif (frottis CQ) est confectionné à partir d’une expectoration de patient dans laquelle on a trouvé une quantité importante de BAAR

On réalise quelques dizaines de frottis, que l’on fixe à l’alcool ; on les introduit dans une boîte pour conservation de lames.

A chaque fois qu’on devra examiner le prélèvement d’un (ou plusieurs) patient(s) on prend un frottis CQ et on lui fait subir le même traitement – sans la fixation, qui a déjà été faite- que le(s) frottis patient(s).

L’examen microscopique du frottis CQ doit révéler la présence de BAAR. Si ce n’est pas le cas toutes les lames de la série doivent être jetées et il faut reprendre le travail depuis le début (fixation et coloration).

VIII. Les produits commerciaux nécessaires
	Produit


	Distributeur
	Conditionnement
	Référence
	Prix 2012


	Alcool 95 °
	
	Flacon 1 litre
	MLAB
	

	Acide sulfurique concentré
	
	Flacon 1 litre
	453897
	

	Gants latex
	
	Boîte de 100
	986032
	

	Filtres en papier 
	
	Paquet de 100
	FPLAT 15
	

	Tubes de Borel en verre + couvercle    
	
	Unité
	TBO
	

	Fuschine de Ziehl solution

Produit RAL
	
	Flacon 1.000 ml
	320490-1000
	

	Bleu de méthylène phéniqué

solution. Produit RAL
	
	Flacon 125 ml
	310100-0125
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