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Matériel

· centrifugeuse à microhématocrite

· centrifugeuse à microtubes
· bain-marie ou étuve

· sang : suspension de sang total de poule avec EDTA

· témoin positif : serum de lapin immunisé contre les hématies de poules, mars 2008 ; dilution 1/10.
· tubes microcapillaires

· pate à sceller

· microplaques 96 puits à fond en U

· parafilmM

· PBS Dulbecco 0,01M

· Micropipette (0,25 ml et 1ml + pipette pour 25 ml)

· Micropipette multicanaux (0,25 ml)

· Bac pour la micropipette multicanaux

· Cones bleus et jaunes

· Scanner Epson 4990 
· gants

Protocole

1) Préparation de la suspension de cellules

- le matin : préparer un aliquot de 50 ml de PBS Dulbecco.

Chaque matin : pour 1 plaque de test il faut 2,4 ml de solution à 1% de cellules rouges donc 0,1 ml de solution à 50%.

- Renverser le tube de suspension cellulaire plusieurs fois et aliquoter environ 1,5 ml de suspension dans un ependorf. Fermer et retourner plusieurs fois.

- Centrifuger le microtube à 275g 5 minutes puis enlever la solution au-dessus des cellules et la couche supérieure de cellules (si hémolyse : diminuer la vitesse de centri ; si absence de séparation : augmenter).

- Compléter le microtube avec du PBS, remettre en suspension et centrifuger 5 minutes à 275g puis enlever l’excédent de PBS et la couche supérieure de cellules (centri2)

- Compléter le microtube avec du PBS, remettre en suspension et centrifuger 5 minutes à 275g puis enlever l’excédent de PBS et la couche supérieure de cellules (centri3)

- Compléter le microtube avec du PBS, remettre en suspension et centrifuger 5 minutes à 275g puis enlever l’excédent de PBS et la couche supérieure de cellules (centri4). Compléter le microtube avec du PBS et remettre en suspension.

- Mesurer l’hématocrite : après avoir agité le microtube, prélever un peu de solution dans 2 microcapillaires (agiter entre les 2, ne pas aller jusqu’au bout du tube), les fermer avec la pate à sceller et les mettre dans la centrifugeuse, pate contre le bord extérieur. Centrifuger 5 minutes à 12000g. (10-12 minutes à 13000 rpm ?). Lire l’hématocrite à l’aide de l’échelle ou de papier millimétré. Hématocrite = proportion de cellules par rapport au volume total.

- ajuster la concentration de cellules rouges à 1% dans du PBS : par exemple si l’hématocrite est de 23%, mettre 1 ml dans 22 ml de PBS. 1 ml = 6 plaques => faire 1,5 ml de solution de départ (par exemple ici + 33 ml de PBS) pour la journée, dans un tube de 50 ml.

- la suspension cellulaire doit être agitée immédiatement avant d’être utilisée pour traiter une plaque.

3) test

- préparer les échantillons : à partir de la liste des échantillons, générer aléatoirement la liste des échantillons à traiter pour chaque plaque (6 échantillons par plaque). Sortir les échantillons des 2 premières plaques dans un portoir, vérifier l’alignement.

Protocole pour 8 tests sur 12 puits

- chaque ligne de la microplaque correspond à un test : A et H= témoins positifs.

- placer 25 microlites de plasma dans chacun des puits des colonnes 1 et 2 après mixage de l’échantillon de plasma.

- mettre 25 microlites de PBS dans chacun des puits des colonnes 2 à 12. Attention, ne pas commencer par le puits 1.

- Diluer le plasma en plaçant 25 microlitres du contenu du puits colonne 2 dans la colonne 3 (après avoir mélangé), et ainsi de suite jusqu’à la colonne 11 (pas dans la colonne 12 ; éventuellement obturer la colonne 12 avant ; on prélève 25 microlitres dans la colonne 11 qui seront jetés), on aboutit à des dilutions de 1 à 1/1024 du plasma + 1 témoin négatif :

(1) (2)     (3)   (4)   (5)   (6)      (7)       (8)       (9)      (10)        (11)    (12)

(1)(1/2)(1/4)(1/8)(1/16)(1/32)(1/64)(1/128)(1/256)(1/512)(1/1024)   TN

Protocole pour 12 tests sur 8 puits

Utiliser la plaque dans le sens inverse : chaque colonne de la microplaque correspond à un test, 1 et 12 = témoins positifs.

Protocole commun
- mettre 25 microlitres de suspension de globules rouges de poule dans chaque puits (chaque dilution est divisée par deux). Compter le temps à partir de ce moment.

- sceller la plaque avec du parafilm et couvrir avec un couvercle de polystyrène. 

- agiter doucement 10 secondes sur la paillasse.

- laisser incuber 90 minutes en mettant la plaque à flotter dans un bain d’eau à 37°C.

- à la fin de l’incubation, le grand côté de la plaque est placé à 45° pendant 20 minutes pour mieux visualiser l’agglutination.

- scanner la plaque (full size, 300 dpi) en fonction transparence du scanner, pour l’agglutination (mode professionnel, transparence, image positive).

- Laisser ensuite la plaque à plat. Après 90 minutes après la sortie du bain, faire un 2ème scan pour la lyse.

- les résultats sont lus en lyse et agglutination pour chaque puits. Les scans sont repris DimageViewer  et découpés en bandes, on attribue à chaque bande un numéro tiré au hasard.

- Pour chaque ligne on note le score de lyse = -log(base2)de la dernière dilution montrant le phénomène = numéro du puits qui montre la dernière réaction. Lorsque la fin de la lyse est intermédiaire ou ambiguë on note un score intermédiaire entre deux titres.

Déchets :

- microplaques, cones, etc : cartons jaunes

- restes de solution d’hématies : en fonction de la quantité restante, adsorber sur un papier et mettre en carton jaune ou incinérer dans conteneur pour liquide.

_______________________________________________________________________________________

IMPORTANT : Format et nom des fichiers photos

Photos des plaques au format .jpg

Noms des photos de plaques : date_plaque

Date en format aaaammjj (8 digits)

Plaque ( numéro de la plaque en deux digits

Ces photos de plaques doivent ensuite être découpées colonne par colonne (une colonne = un individu). Voir avec Lionel pour faire ça automatiquement sous photoshop.

Les noms des photos des bandes générés doivent aussi avoir un format précis (toujours en .jpg)

Date_plaque_colonne_type

Date en format aaammjj (8 digits)

Plaque ( numéro de la plaque en deux digits

Colonne ( colonne sur la plaque de B à G ou de 2 à 11 (sans 0 avant le chiffre) suivant le sens de la plaque (1 ou 2 digits)

Type ( lyse ou agglu

_______________________________________________________________________________

IMPORTANT : La place des témoins dans la plaque
Les témoins doivent TOUJOURS être placés aux extrémités de la plaque, soit en colonnes A et H ou en colonnes 1 et 12, en fonction du sens choisi. 

_______________________________________________________________________________________

IMPORTANT : Noter la lyse initiale des plasmas

Les plasmas sont souvent lysés initialement (plasmas plus ou moins rouges dans le tube), à cause de la prise de sang qui fait éclater des hématies. Cette lyse initiale aura une incidence sur les scores de lyse. POUR CHAQUE échantillon, il faut IMPERATIVEMENT noter l’état de la lyse initiale (de 1 à 8) avec une gamme étalon (fournie ci-après). 
GAMME ETALON LYSE INITIALE

[image: image1.emf]

Date : 

Numéro de lot d’hématies :

Date de prélèvement :

Centri 1  PBS  centri 2  PBS  centri 3  PBS  centri 4  PBS

Hématocrite : 
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Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	H
	G
	F
	E
	D
	C
	B
	A


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	H
	G
	F
	E
	D
	C
	B
	A


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	H
	G
	F
	E
	D
	C
	B
	A


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	H
	G
	F
	E
	D
	C
	B
	A


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	H
	G
	F
	E
	D
	C
	B
	A


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	H
	G
	F
	E
	D
	C
	B
	A


Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12


___________________________________________________________________________

Plaque numéro : (AAAAMMJJ2chiffres) : 

Heure de mise en bain :


Heure de sortie :

Heure du 1er scan



Heure du 2ème scan

	Ech
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12


___________________________________________________________________________

1





2





3





4





5





6





7





8








