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Avant-propos

Enseignant en classes de BTS Analyses biologiques depuis de nombreuses annges,
nous avons ressenti le besoin pour nos éléves d'un ouvrage regroupant, dans les diffé-
rentes disciplines scientifiques, des sujets et leurs corrigés commentés.

Cet ouvrage est donc desting aux futurs candidats au BTS Analyses biologiques. |l
s'adresse également aux étudiants préparant le DUT Biologie appliquée, option Analy-
ses biologiques et biochimigues, ou le DETAR.

Il couvre I'ensemble des disciplines scientifigues de 'examen du BTS Analyses
biclogigues : mathématigues, physique et chimie, biochimie, biologie humaine, micro-
biclogie, virologle, immunologie, héematologie, histologie, parasitologie.

Les sujets de 1995 a 2000 sont présenteés el corrigés. Les corrections sont
détaillées et les explications font souvent ['objet de rappels non exigés des candidats
lors de I'examen.

Il permet donc aux tudiants une révision des differentes disciplines scientifiques
abordées pendant leurs études el une préparation efficace.

Mous serons reconnaissants aux lecteurs, enseignants et étudiants, de nous faire
part de leurs remargues et suggestions.

Les auteurs tiennent a remercier tout particuliérement Paul Bénichou pour sa partici-
pation a la rédaction des corrigés de mathématiques.

Les auteurs

i
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Masse atomique relative des principaux éléments chimiques

Aluminium Al 26,98
Argent Ag 107,87
Arsenic As 74,92
Azote M 14,01
Baryum Ba 137,34
Bore B 10,81
Brome Br 79,91
Calcium Ca 40,08
Carbone C 12,01
Chlore Cl 35,45
Chrome Cr 52,00
Cobalt Co 58,93
Cuivre Cu 63,54
Etain Sn 118,69
Fer Fe 55,85
Fluor F 19,00
Hydrogene H 1,01
lode I 126,90
Lithium Li 6,94
Magnésium Mg 24,31
Manganése Mn 54,94
Mercure Hg 200,59
Molybdéne Mo 95,94
Mickel Mi 28,71
Oxygéne 0 16,00
Phosphore P 40,97
Plomi Po 207,19
Potassium K. 39,10
Silicium Si 28,09
Sodium Na 22,99
Soufre 5 32,06
Tungsténe W 183 85
Vanadium v 50,94

Zing Zn 65,37




Systéame international d'unités

Le systeéme international d'unités (S1) a €té introduit en France en 1961; 1l a pour but d'uni-
fier les systémes d'unités entre les différents pays. Les symboles des unités sont expri-
MES en caractéres romains minuscules (ou majuscules dans le cas d'unités dérivant de
noms propres). Les symboles des unités sont invanables et ne sont pas suivis d'un point.

Les unités 5| de base

Grandeur Unité Symbaole
longueur ' métre m
masse kilogramme kg
temps seconde g
intensité de courant électrique ampére A
température thermodynamigue Kelvin K
quantité de matiére male mol
intensité lumineuse candéla od
Les unités S| supplémentaires
angle plan radian rad
angie solide stéradian 5r

Les unités S| dérivées sont exprimées algébriquement & partir des unités de base et des
unités supplémentaires :

superficie metre cameé me
volume métre cube m?
vitesse meétre par seconde m/s
accélération meétre par seconde carrée m,/ 52
masse volumigue kilogramme par métre cube kg/m?
concentration (de gquantité de matiére) mole par métre cube mol,/m?
fréguence hertz Hz gt
force newton N m.kg.5~
pression pascal Pa M/ m?
énergie joule J M.m
puissance watt W s
charge électrique coulomb c AS
potentiel électrique wolt v W/A
capacité électrique farad F C/V
résistance électrique ohm £ V/A
conductance siemens 5 AN
flux d'induction magnétigue weber Wh V.
induction magnétigue tesla T Whb/m?
inductance henny H Wh/A
flux lumineux lumen Im cd.sr
gclairement lumineux [ Ix Im,/m?
activité (rayonnements ionisants) becquerel Bo g-1
dose absorbée gray Gy A/ kg
température Celsius degré Celsius  °C

L{"C)=T(K)-273,15
etc.

Une seule barre au maximum doit &tre utilisée dans I'écriture des unités composées.



Multiples et sous-multiples décimaux des unités Sl

Les symboles des préfixes sont écrits en caractéres romains sans espace entre le sym-
bole du préfise et celui de 'unité. Si un symbole contenant un préfixe est affecté d'un expo-
sant, cela indigue que le multiple ou le sous-multiple de 'unité est élevé 3 la puissance
exprimée par I"'exposant.

exemple : 1 cm?® = (102 m)P* = 108 m?

Facteur Préfixe Symbole Facteur Prafixe Symbole
101 déci d 10 déca da
1072 centi c 104 hecto h
1073 rruitli m 103 Kilo k
1078 micro 11 108 mega M
1072 nano n 109 Egiga G
1012 pico p 1022 1éra T
1015 femto f 1015 petra P
1018 atto a 1018 exa E

Unités en dehors du systéme Si
Nom Symbole  Valeur en unité S|
minute - min 1 min = 60 s
heure h 1h=60mn=3600s
jour d 1d=24h=86 400 s
degré (d angle) o 1° = (r/180) rad
minute {d’angle) ' 1" =(1/60)°
seconde (d'angle} " 1" =(1/60)
litre: L 1L=1dm?*=10"m?
tonne t 1t=102 ke
atmosphére atm 1 atm = 101 325 Pa
bar bar 1 bar = 10° Pa
curie Ci 1Ci=3,7.10"8Bq
rontgen R 1R=2058.10" C/kg
rad rad 1 rad = 1 cGy = 1077 Gy

elc.




Grandeurs et unités utilisées en biologie

Application du systéme international d'unités a la biologie clinique (1978)

Grandeur Unité recommandée {autre unité)
wvolume dm? ou L
masse E. Mg, HE. NE
quantité de matiére maol, mmal, pmal, nmol
concentration de masse  g/dm? ou g/L
mig/dm? ou mol/L...
concentration de substance maol/dm? ou mol/L (mEg/L)
mmol/dm? ou mmal/L. ..
masse molaire g/ maol
1
masse moléculaire Dal 1 dalton & ————— g /mol
[ [ 6,02.1043 &/ ]]
fraction de masse g 8
fraction de mole mal/mol
fraction volumique L/L
activité catalytique kat {mol/s) (L {pmol/ min)
concentration d'activité
catalytique Hat/ L (UI/L)
pression osmotique Pa, kPa (mosm/L)
pression partielle Pa, kPa (mmHEg)
clairance mL/s {mL/min, L/24 h)
etc.

Abréaviations pour la description et la qualification du systéme

Ex
Ery
F
Hb
LCR

matiéres expectorées a artériel
erythrocyte c capillaire
feces v VEIneux
hémoglobine | a jeun
liguide céphalo-rachidien d 24 heures
leucocyte Ad adulte
patient H homme
plasma F femme
SErum E enfant
sang MM nOUVEaLHNE
urine




Abréviations pour les types de grandeurs

cate.
clair.
cont.
masc.
masfr.
molfr.

nomoc.

Pp.
qm.

qs.

substc.

volfr.
eic,

concentration catalytique
clairance

contenu

concentration de masse
fraction de masse
fraction de mole
concentration de nombre
pression partielle
quantité de masse
quantité de substance
concentration de substance
fraction volumigue
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BIOLOGIE HUMAINE 1995 :
LES ENZYMES AU LABORATOIRE D’ANALYSES MEDICALES

(corrigé pp. 45-51)

Au laboratoire d'analyses médicales, les enzymes ont une place prépondérante dans
I"établissement du diagnostic et dans le suivi thérapeutigue.

Elles sont utilisées comme parametres biclogigues ou comme outils technologiques
dans certains dosages.

1. Les enzymes, paramétres du diagnostic biologique

1.1. Infections a staphylocoques

Pour assurer le diagnostic et prescrire le traitement des infections bactériennes, le
laboratoire met en évidence un cenain nombre d'enzymes.

1.1.1. De nombreuses enzymes interviennent dans le pouvoir pathogéne de
Staphylococcus aureus. Présenter les étapes d'une infection purulente a Sta-
phylococcus aureus dans lesquelles interviennent ces différentes enzymes et
expliquer le role de ces enzymes,

1.1.2. A partir de coques a Gram positif isolés lors d'une infection, indiguer
les enzymes recherchées pour identifier Staphylococcus aureus. Préciser com-
ment s'effectuent ces recherches enzymatiques et donner leur intérét taxono-
migue.

1.1.3. Afin de prescrire une antibiothérapie efficace contre Staphylococcus

aureus, la présence d'une Déta-lactamase doit étre recherchée.

— Quelle différence génétigue existe-t-il entre les souches productrices et les
souches non productrices de béta-lactamase 7

— Quel est le mécanisme d'action d'une béta-lactamase ?

— Décrire une méthode de détection d’une bétadactamase staphylococcique.

- Toutes les résistances aux béta-lactamines rencontrées chez Staphylococ-
cus aureus s'expliqguentelles par un mécanisme enzymatique ? Justifier la
réponse.

1.2. Pancréatite aigué

Un des éléments du diagnostic d'une pancréatite aigué consiste en une détermination
des concentrations d’activité catalytique de ia lipase et de 'c-amylase sériques.

1.2.1. Lipase et a-amylase pancréatiques

~ Indiquer les cellules pancréatiques responsables de leur synthése et le lieu
d'action de ces deux enzymes.

— Schématiser la réaction catalysée par chague enzyme,

- L'action de la lipase est facilitée par la bile et par la présence d'une protéine
activatrice, la colipase. Donner le role de la bile dans la digestion des lipides.
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- Justifier 'augmentation de la concentration sérique de ces deux enzymes
lors d'une pancréatite aigué.

1.2.2. Détermination de |'c-amylasémie

1.2.2.1. LU'w-amylase sérique totale est formée de deux iso-enzymes : pan-

créatique P et salivaire 5. Définir les termes @ formes multiples d'enzymes
et iso-enzymes,

1.2.2.2. Expliquer pourquoi I'activité c-amylasique peut étre mesurée 3 la
fois dans le plasma et dans 'urine, contrairement a |"activité de la phospha-
tase alcaline qui n'est mesurable que dans le plasma.

Quelle hypothése peut-on faire sur le comportement du tubule rénal vis-avis
de la lipase pancréatique dont I'activité n'est pas mesurable dans I'urine

définitive ?

Données : masses molaires :

a-amylase : 50 000 g.mol™*
hémoglobine : 64 000 g.mol™
phosphatase alcaline : 140 000 g.mol™*
lipase pancréatigue : 48 000 g.mol*

1.2.2.3. Les activités c-amylasiques totales peuvent étre déterminées par
une methode colorimétrique.

RN —

Determination de ["activité amylasigue
CNPG5 : un substrat direct pour la détermination de I'amylase sérique

PRINCIPE

-amylase
5 CNPGy ————— 3 CNP + 3 maltotriose + 2 CNPG, + 2 glucose

L'activité a-amylase est mesurée selon un mode cinétigue colorimétri-
qQue.

Le Z2-chioro-d-nitrophényl maltotrioside (CNPG,) est hydrolysé par I'c-amy-
lase en produisant directement du 2<chloro-4-nitrophénol (CNP),

La vitesse d'apparition du 2-chloro-d-nitrophénocl suivie a 405 nm est
directement proportionnelle a I'activité de |"'e-amylase.

——

Une autre méthode que celle décrite dans le document ci-dessus consiste a
incuber le plasma dans des tubes sur lesquels sont fixés en exceés des anti-
corps monoclonaux anti c-amylase pancréatique P, Cette incubation est sui-
vie d'un lavage, puis la réaction colorimétrigue a lieu dans les tubes.

Quel est I'intérét de cette méthode immunologique par rapport a la précé-
dente ?
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1.2.3. Détermination de la lipasémie

L'activité lipasique totale du sérum implique trois enzymes ; lipase pancréati-
gue P, triglycéride lipase hépatigue, lipoprotéine lipase.

Donner le lieu d'action et le rle physiologique de la lipoprotéine lipase.

1.2.4. Résultats

Le tableau suivant donne les résultats statistiques obtenus chez 35 patients
atteints de pancréatite aigué,

Temps Augmentation relative
croymes sataues o S0 il do FAEHMKE 4 o b
maximale au taux de base ah houres
.-u—ﬂ_m;'I.a_se totale 47 w5 113 o
Em-j;'lgse pancréatique F- -I? - x B4 113
Lipaze totale o 45 . - b :L.é.? 137
Lipase pancréatique P 45 x 90,4 137

Analyser les résultats statistiques du tableau.

Conclure sur le pouvoir diagnostique de ces tests enzymatiques dans le cas
d'une pancréatite aigué,

1.3. Deéficit immunitaire : étude du systéme du complément

L'exploration de I'immunité comporte, entre autres examens, I'étude du systéme du
complément.

— Définir le terme « complément » et indiquer brigvement ses caractéristiques de
fonctionnement.

— Donner le principe d'une méthode d analyse explorant un déficit immunitaire par
anomalie du complément.

2. Les enzymes, outils technologiques

2.1, Dosage enzymatique d'un substrat : le cholestérol

Cholestérol libre PAP
Détermination enzymatigue du cholestérol libre

PRINCIPE
cholestérclonydase
Cholestérol + 0y ———— cholesténe-4, one 3 + H.0,
pernaydase
2 Hy0, + phénol + amino-d-antipyring ———— quinoneimine + 4 H,0

mwpm— R
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Valeurs usuelles :
22-30 % du cholestérol total

REACTIFS

Concentrations dans le test ;

Réactif 1 tampon phosphate 0.1 mial/L

Tampon phenol 15 mmol/L
cholate de sodium 3,74  mmol/L
agent tensio-actif

Réactif 2 amino-d-antipyrine 0,5 mmol/L

Enzymes peroxydase = 1 000 UsL
cholestérol oxydase = 200 /L

Echantillons

Sérum ou plasma recueilli sur héparine ou EDTA

Mode opératoire

Solution de travail :

Visser a fond le bouchon adaptateur sur le col du flacon de Réactif 1.
Introduire le col du flacon de Réactif 2 sur I"'autre extrémité de 'adaptateur.
Mélanger par retournements et conserver la solution de travail dans le flacon
de Réactif 1.

Stabilité :
- 2 semaines a 20-25 °C
— B semaines a 28 °C

Longueur d'onde : 500 nm (Hg 546)
Zéro de 'appareil ; blanc réactif

Blanc réactif Dosage
Echantillon 10 uL
Solution de travail 1 mL 1 mL
Melanger.

Photométrer aprés une incubation de 5 min a4 37 °C ou de 10 min & 20-25 °C.
Stabilité de la coloration : 30 min
Linéarité : 18 mmol/L {7 g/L)

2.1.1. Pour chacune des réactions du dosage, indiquer le facteur limitant.
A quelles conditions de concentration doivent satisfaire les constituants du
chromogéne ?

Justifier les concentrations d'activité catalytique élevées pour les enzymes uti-
lisées,
2.1.2. La peroxydase

2.1.2.1. Dans la réaction indicatrice catalysée par la peroxydase
{E.C.1.11.1.7 ou donneur : H,0, oxydoréductase), le chromogéne utilisé est
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le chromogéne de Trinder ou PAP (phénol + amino-d-antipyrine) qui permet
d'éliminer au mieux les interférences dues aux substances réductrices
contenues dans le sang (par exemple : glutathion, acide ascorbique). En
effet, la peroxydase a plus d'affinité pour le PAP que pour ces composes.

— Quel paramétre cinétique permet d'estimer cetle affinité ? Comment le
détermine-t-on expérimentalement 7

- 5i le patient absorbait une dose trés importante de vitamine C {acide
ascorbique) peu de temps avant le prélévement de sang, le résultat du
dosage risquerait d’étre modifieé. Dans quel sens 7 Justifier.

2.1.2.2. La peroxydase peut étre contaminée par la catalase (E.C.1.11.1.6
ou H;0, : H,0, oxydoréductase). Ecrire la réaction catalysée par la catalase.
Quel serait 'effet de cette contamination sur le résultat du dosage 7 Justi-
fier.

2.2, Dosage d'un médicament : ["héparine
2.2.1. Dosage de I'heéparine.

Mode opératoire

Réactifs :

— facteur Xa

— antithrombine 11 (AT 1)

= chromogene CH,30, -D Leu Gly -Arg -pNA* {* paranitroaniline)
—tampon TRIS EDTA pH 8,4

— plasmas étalons & 0,2; 0,4; 0,6 Ul d'héparine /mL

— acide acétique

Mode opératoire :
Dilution des plasmas :

plasma & tester ou étalon 100 pL

— AT Il 100 pL
- tampon pH 8,4 200 pL
Mélanger.
Dosage :
Dans un tube & 37 °C
- plasma dilué 200 ul
Incuber pendant un temps (t1) = 2 min
- facteur Xa 200 pL
incuber pendant un temps (t2) = 30 s
- chromogéne 200 pL
Incuber pendant un temps (13) =30 s
- acide acétique 200uL

Mélanger et mesurer I'absorbance a 405 nm.

A partir du mode opérataire, établir la séquence des réactions. Indiquer quels
sont I'enzyme, le substrat et I'inhibiteur. Préciser le rdle de 'antithrombine
et de |"acide acétique.
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2.2.2. Que se passe-t-l pendant les temps d'incubation t1, t2 et t3 ? Doi-
vent-ils étre respectés rigoureusement 7 Pourquoi ?

2.2.3. Un témoin est nécessaire. Comment est-il réalisé ?

2.2.4. Héparinothérapie.

Quelles en sont les indications ? Indiquer, en les justifiant, les examens & pra-
tiquer avant une héparinothérapie. Pourguoi celleci doitelle étre surveillée ?
Citer deux tests de surveillance.

2.3, Sérodiagnostic immunoenzymatique de la toxoplasmose

Le couplage entre un anticorps ou un antigéne et une enzyme est la base des tech-
niques immuno-enzymologiques.

Par la méthode ELISA de type immunocapture, sont recherchés les anticorps anti-
toxoplasmigues de classe IgM.
2.3.1. Quel est I'intérét de la recherche des anticorps de classe IgM 7

2.3.2. Quel est le role de chacun des deux éléments d'un conjugué anti-
corps-enzyme 7

2.3.3. En utilisant le document ci-dessous, présenter, en les justifiant, les
différentes étapes de la méthode ELISA de type immunocapture.

Recherche d'anticorps antitoxoplasmiques de classe IgM
Méthode ELISA de type immunocapture

Réactifs :

— Antigéne toxoplasmique protéigue purifié : protéine P30

— Anticorps monoclonal anti P30 couplé & la phosphatase alcaline
— Anticorps monoclonal murin anti chaine g humaine

- NaOH 0,2 mol.L™*

| = PNPP* en tampon pH 10

]

! (*paranitrophénylphosphate)

BIOLOGIE HUMAINE 1996

{corrigé pp. 51-58)
Les protéines assurent de multiples fonctions : enzymes, molécules informatives, mar-
queurs cellulaires, molécules de défense.

Une caractéristique constante de leur mode d’action est la faculté de se lier spécifi-
guement a d'autres molécules (ligands).
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Lintérét de ces liaisons protéine-ligand sera étudié a différents niveaux :
— intracellulaire : la contraction musculaire ;

— extracellulaire : les proteéines plasmatiques ;

— membranaire : la virulence microbienne.

1. Un mécanisme physiologique intracellulaire :
la contraction musculaire

1.1. La contraction musculaire est due au glissement des filaments d'actine par rap-
port aux filaments de myosine.

Décrire les phénoménes biochimigues qui expliquent ce glissement.

1.2. La toxine botulique (ou botulinique) blogue la transmission neurc-musculaire.

1.2.1. Définir le terme « toxine . Proposer une classification des toxines, en
indiquant pour chaque groupe leur nature chimigue, leur localisation, leurs
propriétés antigéniques et toxiques. Situer la toxine botulique dans cette clas-
sification.

1.2.2. Préciser le niveau d'action de la toxine botulique dans le mécanisme
de la transmission synaptique.

1.3. A la suite d'une intoxication alimentaire, I'hypothése de botulisme est formulée,
Une recherche de toxine est effectuée selon le protocole ci-dessous ;

Aliment suspect broyé (10g) + sérum physsologique.
Laisser en confact 20 minuigs.
Cenirifuger 15 minutes & 6 000 trmin.

J |

®

Culot chaulfé 10 minules & 75 °C, Sumageant filtré
puis mis an culture &n vus d'une - détesmination de la Dk
antikication el d'une misa en - identification du type de
évidence de la toxina. toxire par dpreuve de l'amimal
protéogd.

1.3.1. Quelle forme bactérienne sélectionne-t-on en 4 7 En faire un schéma
légendé et justifier la réponse.
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1.3.2. Quelle atmosphére d'incubation fautil respecter pour la mise en culture
du culot ? Justifier ce choix, Quelles sont les particularités métaboliques de
la bacterie sélectionnée ?

1.3.3. Définir la DMM.

1.3.4. Donner le principe de la réaction immunologique utilisée en B, présen-
ter un exemple de résultat,

1.3.5. Pourquoi estil nécessaire de déterminer la DMM préalablement &
I"identification de la toxine ?

1.3.6. Au cours de la réaction immunologique étudiée en 1.3.4., il s'établit
des liaisons faibles entre antigéne et anticorps.

Préciser les régions concernées et la nature des liaisons faibles impliguées.

2. Protéines extracellulaires et diagnostic :
érythropoiétine et enzymes plasmatiques

2.1. L'érythropoiétine est une protéine plasmatique qui intervient dans la régulation
de I'énythropoiése en se liant 4 des récepteurs cellulaires spécifiques.

2.1.1. Action de I'énythropoiétine,

2.1.1.1. Préciser le(s) lieu(x) de production et le(s) facteur(s) gui modifient
cette production.

2.1.1.2. Pourquoi I'érythropoiétine peut-elle étre considérée comme une
hormone 7

2.1.1.3. Pour la lignée concemeée, citer dans I"'ordre chronologigue le nom
des stades de différenciation a partir de la cellule souche. Indiquer les prin-
cipales actions de I'érvthropoiétine.

2.1.2. Certains sportifs se dopent par administration d’érythropoiétine recom-
binante.

2.1.2.1. Préciser quelles sont les modifications de I'hémogramme provo-
quées par ce dopage. Expliquer en quoi cela représente un dopage. En
I'absence de tout renseignement sur le patient, quelle serait 'hypothése de
diagnostic formulée devant ce type d'hémogramme 7

2.1.2.2. Quel facteur faut-l modifier dans le programme d'entrainement
des sportifs pour obtenir les mémes effets sans administration de subs-
tance chimigue 7

Justifier la réponse.

2.1.2.3. Le document ci-dessous présente des réactifs utilisés pour le
dosage de |"érythropoiétine.
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Réactifs bioMarieux utilisés pour le dosage de | énvthropaiétine (EPO)
Composition du coffret {2 = 48 tubas)
Conservation 8 2-8 *0, La date limite d'utilisation est indiguée sur chague conditicnnement,

REACTIFS ERYTHROPOIETINE :

R1 Tubes anti-EPOQ Prét & 'emplol, Aprés ouverture du blister
2= 48 Wwbes  Tubes en polystyréne recouverts d'anti-  ransférer ez tubes non utilizés
corps monoclonaux de souris antkEPQ et le déshydratant dans le sachel.
Stabilite ; 2 mols 4 28 *C

R20 Etalons EPO R20

1=6mL Pour chague ot les concentrations exac- R2-8 4 R2D

{liguidie) tes sont indiquées sur le Nacon (entre O Reprendre par 2 mb d eau distilide,

R2A 4 R2D et 180 mll mi) Attendre 5 & 10 min puis homogéngiser,

4 (1 =2 mL}) Stabilité aprés reprise ¢ 2 semaines a 2-8 “C.

[y, ) Au-deld congéalar (b oycles de congélatian
dicongélation possibles).

R3 Contréle Reprendre par 2 mL d'eaw distillée.

1=2mL Serum humain Atterdre 5 & 10 min puis homogénéiser.

{lyoph.) Stabilité apeés reprise @ 2 semaines a 2-8 °C.

Au-deld congelar (5 oycles de congélation
decongelaticn possibles).

R4 Conjugué anti-EPD Frét & I'emploi,
1=31mL Anticorps monoslonal de souris anti-EPQ
{lipuidiz) marqué a la peroxydase du raifort
REACTIFS COLOR EIA :
Calar O Solution de lavage (concentrée) Préparation de la solution de lavage diluée :
1= 7O mL Phosphate de sodium, chlomnre de Compléter la solution de lavage 8 2 000 miL
sodium Teeen 20 avec de 'eau distillée (1 volume pour
[memhiolate de sodium) 2B valumes),

Stahilité aprés dilution :
-3 1825 °C : 1 semaine;
- & 287C ; jusqu'a 1a limite dutilisation du cof:

fret,
Caolor 1 Chromogéne orthophényléne diamineg Préparation de la solution de révélation ;
1M ded? {OPD) dichlomydrate Dissoudre extemporangément les comprimés de
Comprimés Color 1 prélevés avec la pince dans le dilsant
= - Color 2 (1 comprimé powr 5 ml] :

Colar 2 Diluant de Color 1 - pour 16 tubes ; 2 comprimés dans 10 ml;
1= 83 mL Phosphate de sodium, - pour 32 tubes ; 4 comprimés dans 20 mL;

acide citrique Hy0, - pour 64 tubes © 8 comprimés dans 40 ml;

- pour 80 twibkes @ 10 comprimés dans 50 mlL,
Attendre 2 @ 3 min pour obtenic une dissalu-
ticn. Elirmirner les bulles par agitation, Stabilité
A 'abn de la lurmidsg ;20 oin & tempdrature

ambiante,
Color 3 Apent bloguant Prét & I'emploi.
1x220mL  H,50,0,9 mol.L?!
REACTIF IRRITANT
ACCESSOIRES :

Fince pour la man;,llalﬁ:m des comprimes de Color 1,
Sachet pour consener 8 2-8 °C les tubes (R1} non utilisés,
Fapier graphigue.

Expliguer le principe de cette technique de dosage.
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DA, Courbe d'édlalonnags du dosae de Méaythropoiaing

o1

0.0

1 | i | 100 100D
4,7 sE———— =5 2
. mLiml {LIVL g

Valeurs nommalkes sdulles (rdlénence Bichérieus)

2.2. Les enzymes plasmatiques présentent un grand intérét en biologie clinigue.
2.2.1. Préciser |"origine des enzymes plasmatiques.

2.2.2. Quels intéréts présentent leur identification et leur dosage en biologie
clinique ?

Préciser la notion de profil enzymatique.

2.2.3. Dans le bilan cardiague, la lactate déshydrogénase (LDH) et la créa-
tine kinase (isc-enzyme MB) sont des enzymes essentielles.

Représentation graphique de I"évolution des marqueurs
au cours de I'infarctus
ASAT aspartate amino-transférase
LDH lactate déshydrogénase
w-HBDH alpha-hydroxybutyrate-déshydrogénase
CPK créatine phosphokinase
CK-MB isoenzyme MB de CPK
M myoglobine
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Concaniration an Mb

T i2h

Dl o Findarcius

BT R o

A I'aide du document, montrer I'intérét du dosage de chacune de ces enzy-

mes.

2.2.4. Les différentes iso-enzymes de la LDH peuvent étre séparées par chro-
matographie d'affinité sur &-AMP-sépharose.

2.2.4.1, Ecrire I'équation de la réaction catalysée par la LDH dans la cel

lule.

Iindiguer le rdle de cette enzyme dans les métabolismes hépatique et mus-

culaire.

2.2.4.2. Préciser 'intérét du dosage des isoenzymes de la LDH dans le

bilan cardiaque.

2.2.4.3. A l'aide du document suivant -

- Expliquer pourgquoi le 5-AMP-sépharose est capable de fixer les iso-

enzymes de la LDH.

— Justifier 'utilisation du NADH pour €luer les différentes fractions.

SEPHARDSE

5AMP
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Elution des iso-enzymes — LDH par un gradient de NADH
CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE SUM 5 -AMP-SEPHARDSE

3. Protéines membranaires et virulence des micro-organismes

3.1. Les mannoprotéines de surface de Candida albicans permettent I'adhésion de
ces micro-organismes sur les récepteurs des cellules hites animales ou humaines.

3.1.1. Citer les principales manifestations cliniques des infections dues &

Candida albicans.

3.1.2. Donner les différentes étapes nécessaires a la recherche et a I'iden-

tification de ces germes au laboratoire de mycologie.

3.2. Le virus d'Epstein-Barr (EBV) infecte plus de 90 % de la population humaine

adulte en raison de son tropisme pour les lymphocytes B.

3.2.1. Préciser les lieux de formation et de maturation des lymphocytes B.

3.2.2. Le virus d'Epstein-Barr se fixe sur un margueur lymphocytaire CD 21.
Citer les principaux margqueurs caractéristiques des lymphocytes B matures.

3.2.3. In vivo, aprés sa fixation, le virus d'Epstein-Barr pénétre dans le lym-

phocyte B et entraine son activation et son immortalisation.
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3.2.3.1. Indiguer les interactions cellulaires nécessaires a la réponse immu-
nitaire des lymphocytes B vis-awis d'un antigéne thymodépendant, Préciser
les médiateurs chimiques intervenant au cours de cette réponse et indiquer le
devenir des ymphocytes B.

3.2.3.2. L'activation obtenue au cours d'une infection par le wvirus
d’Epstein-Barr est polyclonale. Définir ce terme et le justifier dans ce cas.

BIOLOGIE HUMAINE 1997 : A PROPOS DES STREPTOCOQUES

{corrige pp. 58-65)

1. Etude systématique et structurale des Streptococcaceae
1.1. Préciser les critéres d'orientation de cette famille ?

1.2. Citer deux genres bactériens d'intérét médical appartenant 3 la famille des
Streptococcaceas,

1.3. Le polyoside C constitue le déterminant antigénique majeur des streptocoques
groupables.

1.3.1. Quelle est la localisation de cette molécule ?

1.3.2. Le polyoside C du streptocoque A est composé de 38 molécules de
rhamnase et de 17 molécules de FN-acétylD-glucosamine.

- Préciser si cet antigéne est thymodépendant ou thymo-indépendant.

- Nommer les cellules capables de reconnaitre cet antigéne,
— Présenter le mécanisime de reconnaissance de l'antigéne.

1.3.3. Représenter la structure chimique lindaire du D-mannose sachant que
le D-mannose est I'épimére du D-glucose en CZ.

Représenter la structure chimigque linéaire du L-mannose.

En déduire la structure linéaire du rhamnose qui est aussi le G-désoxy-L-man-
nose,

1.4. L'acide hyaluronique, principal constituant de la capsule, est un polymére

d'unités diosidiques de NacétylDglucosaming i-1,4 Dacide glucuronique reliées
par des liaisons 1,3

A l'aide des données du document, représenter la structure chimigue en configura-
tion de Haworth de I'unité de base de I'acide hyaluronigue.
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Structure de la N-acétyl-D-glucosamine Structure de I'acide D-glucuronigue
CHyOH OOH
on O oH pH.OH)
MH - E - CH, O

2. Métabolisme des Streptococcaceae

Les streptocogues mettent en ceuvre une fermentation homolactigque.
2.1. La fermentation du glucose par les streptocoques peut étre étudiée sur le
milieu cystine-trypticase-agar (CTA).
Présenter la technique d'utilisation de ce milieu,
Indiquer I'aspect du milieu aprés 24 heures d'incubation. Justifier les résultats
obtenus.
2.2, Lors de la réaction, les couples redox suivants interviennent :

* Pyruvate / Lactate; E; = - 0,19 volt {30 °C);
* MADY/ NADH; E; = - 0,32 volt (30 °C}.

- Ecrire I"'équation de la réaction d’oxydoréduction mise en jeu.

- Dans quel sens cette réaction se produit-elle dans les conditions standard ? Justi-
fier la réponse.

- Comment s'appelle I'enzyme catalysant cette réaction 7

2.3. Donner les bilans ;
— de la glycolyse ;
- d'une fermentation homolactique a partir du substrat glucose.

2.4, La pyruvate kinase

Cette enzyme catalyse la réaction :

PEP + ADP —— pyruvate + ATP
2.4.1. Etude structurale.

La masse molaire de la pyruvate kinase a été déterminée par chromatogra-
phie d'exclusiondiffusion (ou gel filtration) sur Sephadex G200, elle est de
240 000 g.mol™. Lorsque I'enzyme est traitée par du SDS (sodium dodécyl-
sulfate) et du 2-mercapto-éthanol, la masse molaire déterminée par électro-
phorése en gel de polyacrylamide est de 60 000 g.mul'l.

— Indiguer le principe de la gel filtration.

- Préciser le rdle du SDS et celui du 2-mercapto-éthanol.

- Quels renseignements apportent ces résultats sur la structure de 'enzyme 7
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2.4.2. Etude cinétique.
— Commenter la courbe donnée ci-dessous.

Wi an unités arbitrairas

Valeur de la vitesse initiale de la Lo
réaction en fonction de la concen- T
tration en PEP.

Conditions expérimentales : 5 —
[ADP] = 2 mmol.L1

pH, température et concentration
gn enzyme sont fixés et constants 1 1 1 .

{FEF] mianolf L

- Quelle conclusion peut-on tirer du document ci-dessous ?

Valeur de |a vitesse initiale de la vl en unites arbiiraires

réaction en fonction de la concen-
tration en ATP dblly

Conditions expérimentales :
[ADP] = 2 mmol.L™*
[PEP] = & mmol.L™t

T

pH, température et concentration ,T ; 5
en enzyme sont fixés et constants T AT mmel/L

— Quel est I'intérét métabolique du phénoméne observé 7

3. Angines streptococciques et complications

3.1, Les angines aigues sont des infections bactériennes ou virales pour lesquelles
les micro-organismes mis en cause peuvent étre les streptocoques du groupe A. Le
diagnostic est effectué sur un prélévement de gorge.

3.1.1. Indiguer trois facteurs de virulence importants chez les streptocoques
pathogénes en précisant leur role.

3.1.2. Proposer un milieu sélectif disolement pour les streptocoques et pré-
ciser les conditions d'incubation.

Décrire 'aspect des colonies dans le cas des streptocoques du groupe A et
celui des streptocoques de la flore commensale oropharyngée.

4.1.3. Comment poursuit-on I'analyse a partir du milieu d'isolement en vue
de I'identification ? Présenter [a technique d'identification utilisée (principe et
protocole).
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3.2. Lintérét principal du dépistage des angines streptococciques est de prévenir le
rhumatisme articulaire aigu (RAA), particuligrement chez les enfants et les adoles-
cents. Le diagnostic du RAA est établi sur la base des résultats de titrages d'antis-
treptolysines O (ASLO).

— Présenter le principe du titrage des ASLO,
— Conclure dans le cas o0 le résultat est de 600 Ul.mL™1,

3.3. Certaines souches de streptocoques A ont la propriété de produire une toxine
erythrogéne responsable de I'éruption de la scarlatine au cours d'une angine. Ces
souches sont lysogénes.

— Définir le mot « lysogéne ».

- Comment peut-on expliquer la production de la toxine érythrogéne par la souche
lysogéne ?

3.4, Une glomérulonéphrite algué (GNA) peut survenir comme le RAA a la suite
d'une angine mal soignée, mais également a la suite d'infections cutanées.

La GMNA est une maladie inflammatoire du glomérule rénal et des néphrons provo-
guant des lésions et un risque d'insuffisance rénale.

3.4.1. Parmi les dosages biochimiques prescrits lors d'une telle glomérulo-
néphrite, on trouve la détermination de la protéinurie, de la créatininémie et
de la créatininurie.

- Donner la formule permettant le calcul de la clairance de la créatinine. Expli-
quer la signification et I'intérét de ce paramétre.

- Expliquer comment la protéinurie, |la créatininémie et la créatininurie sont
susceptibles d'évoluer lors d'une glomérulonéphrite aigué.

3.4.2. L'évolution de la GNA est surveillée en contrdlant réguliérement |a lew-

cocyturie par un compte d'Addis ou mesure du débit leucocytaire par minute.

Cet examen effectué chez un patient a donné les résultats suivants :

- volume d'urine émis en 3 heures : 300 cm?®;

- nombre de leucocytes comptés sur |'uring entiére dans 8 bandes d'une cel-
lule de Nageotte : 180.

La cellule de Nageotte est graduée en 40 bandes gui correspondent a un
volume de 50 mm?3. Définir la leucocyturie.

- Calculer le débit de leucocytes par minute.

3.4.3. Au cours des GNA, il peut &tre intéressant de doser les antistreptodor-
nases (ASD). Quels sont les antigénes comespondants ? Préciser leur activité
enzymatigue.

4. Endocardites infectieuses

La plupart {de 50 a B0 %) de ces endocardites se développent chez des malades souf-
frant de cardiopathies préexistantes.

I
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4.1. Au cours de ces cardiopathies, peut se développer une pathologie de I'hémos-
tase qui se traduit par les constatations suivantes :

= thrombopénie ;

—temps de Quick (TQ ou TP), pourcentage activité coagulante, trés inférieur a la
normale ;

— temps de céphaline activée (TCA) trés allonge.

Indiguer, en le justifiant, a guel type de syndrome correspondent ces résultats. Un
patient atteint par ce syndrome peut-il dans l'immédiat subir une intervention chirur-
gicale ?

4.2, Des streptocogues sont parfols apportés par le torrent circulatoire et peuvent
adhérer aux amas fibrinoplaguettaires formés au cours de cette pathologie.

- Indiquer une porte d'entrée possible pour ces streptocogues mis en cause dans
une endocardite infectieuse sur cardiopathie.

— Donner un exemple d' espéce en cause,

4.3, Un hémogramme, effectué chez un homme de quarante ans souffrant d'endocar-
dite, a donné les résultals suivants :

globules blancs 11.10%.L71
granulocytes neutrophiles 20 %
rOUges 3,910 1
hématocrite 0,34 L.L1
hémoglobine 102 g L1
VGM 87 fL

CCMH 300 gL
plaguettes 150,107t

4.3.1. Commenter et interpréter ces résultats.

4.3.2. Le traitement d'une endocardite infectieuse nécessite une action bac-
téricide. On instaure un traitement par la pénicilline G en intraveineuse asso-
cié 8 un autre antibiotique.

— Définir "activité bactéricide in vitro.
— Donner un exemple d antibiotique a associer a la pénicilline pour obtenir un
effet bactéricide.

4.3.3. A la suite de ce traitement une éruption cutanée chez le malade fait
craindre une allergie a la pénicilline. Les dosages des IgE totales et des IgE spé-
cifiques de la pénicilline donnent des taux supérieurs aux valeurs de référence.

— Préciser a quel type d'hypersensibilité appartient cette allergie.
- Décrire :

* le phénoméne physiopathologique au cours dugquel interviennent les IgE ;
* les conséquences au niveau des tissus.
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BIOLOGIE HUMAINE 1998 : LE DIABETE INSULINODEPENDANT

(corrigé pp. 65-73)
1. L'insuline

1.1. Biosyntheése et sécrétion de I'insuline
Le document présente la structure primaire de la molécule d'insuling.

f— 5
L7 I 20 Chaine A
Gily-lla-Val-Gau-Gin-Cys-Cys-The-Sar-lle-Cys-Ser-Lew- Tyr-Gin-Leau-Glu-Asn-Tye-Cys-Asn
1 B | 11 | Fy |
5 £
! /
] 5
| .-"r Chalna B
Phg-\al-Agn- G- His-Lew-Cys- Gly-SarHis-Lis-Val-Glu-Als: Lo Tyr-Lou-Val Cys-Gly-Gle- Ang-Gly-Pha-Phe- Tyr-Thi-Pro-Lys-Thi
i 7 10 a0

- Exposer succinctement les étapes de la biosynthése et de la sécrétion de I'insuline
par les cellules [ des ilots de Langerhans, en précisant leur localisation intracellulaire.,

1.2. Insuline et métabolisme énergétique
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{3 = Inhibition par linsuline

$ = Activation par lNinsuling
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Le document présente un schéma simplifié du maétabolisme énergétigue et indique
les principaux lieux daction de 'insuline.

1.2.1. Entrée du glucose dans les cellules.

La diffusion du glucose a travers la membrane plasmique se fait grace a une
protéine de transport, qui différe selon les types cellulaires :

Protéine Ky pour le glucose
de tran ‘ Tissu (mmal,/L) Glycémie [mmol/L)
GiuT2 Foie 20 Dang la veine porte :
—ajeun =1
- aprés un repas = 20
GluTd Muscle et tissu adipeux 5 F

1.2.1.1. On peut assimiler le fonctionnement du transporteur de glucose a
celui d'une enzyme michaélienne.

- Par analogie avec la courbe v, = f{[S]), schématiser I"allure de la courbe
représentative des variations de la vitesse de diffusion membranaire du
Elucose en fonction de la glycémie et y situer Ky et V..

— Lequel des deux transporteurs GluT2 et GluT4 a la plus grande affinité
pour le glucose 7 Justifier la réponse.

- En utilisant I"équation de Michaelis, exprimer la vitesse de diffusion du glu-
cose en fonction de la vitesse maximale, dans le cas des cellules musculai-
res ou adipeuses, d'une part, et dans le cas des cellules hépatiques, a jeun
et en phase postprandiale, d'autre part. Comparer et conclure quant au ns-
que de saturation du transporteur dans les trois cas.

1.2.1.2. Dans le cas du muscle et du tissu adipeux, l'insuline stimule

I"'expression membranaire du transporteur GluT4, par exocylose de vésicu-
les contenant GluT4 dans leur membrane.

~ Schématiser ce phénoméne d'exocylose.
- En déduire I"action de l'insuline sur la vitesse de diffusion du glucose &
travers la membrane des myocytes et des adipocyles.

1.2.2. Phosphorylation du glucose

1.2.2.1. Aprés son entrée dans la cellule, le glucose y est phosphorylé en
Elucose-G-phosphate [(GEP).

Ecrire I"équation chimique de la réaction de phasphorylation du glucose et
expliguer le couplage énergétigue intervenant & ce niveau (utiliser la repré-
sentation cyclique du glucose).

Donneées :
AGy d'hydrolyse d'une liaison phosphoanhydride de I'ATP = - 30 kJ/mol;
AGy d'hydrolyse de la liaison ester phosphate du GBP = - 14 kJ/mol.

1.2.2.2. Cette réaction peut étre catalysée par deux enzymes E1 et E2,
I"enzyme E2 étant spécifique du foie.

Donner le nom de chacune de ces enzymes E1 et E2.
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1.2.2.3. L'insuline stimule Ia biosynthése de I'enzyme E2.

Quelle est la conséguence de cette action sur la vitesse de diffusion du glu-
cose a travers la membrane des hépatocytes 7

1.2.3. Devenir du GGP

Parmi ses différentes destinées, le GBEP peut étre utilisé a la synthése de glyco-
gene, Les deux enzymes E3 et E4 sont responsables de orientation du méta-
bolisme du glycogéne dans le sens biosynthése ou dégradation. Elles sont
régulées par un mécanisme de phosphorylation-déphosphorylation. L'enzyme
E3 est active sous forme déphosphorylée alors que I'enzyme E4 est active
sous forme phosphorylée,

- Donner le nom de chacune des enzymes E3 et E4.

L'insuline stimule les phosphatases qui catalysent la déphosphorylation des
enzymes E3 et E4,

— Ecrire I'éguation de déphosphorylation d’une enzyme (on utilisera les nota-
tions simplifiées : = enzyme-0OH » pour la forme déphosphorylée et « enzyme-
O-P » pour la forme phosphorylée).

- Quelle est I'action de I'insuline sur le métabolisme du ghycogéne 7

1.2.4. Perturbations métaboliques en I'absence d'insuline

1.2.4.1. Donner le nom de chacun des métabolites M1 et M2 et indiquer,
a l'aide des donnees du document 2 p. 27, et en justifiant les réponses,
guelles sont les perturbations des métabolismes glucidique et lipidique qui
apparaissent en |'absence d’insuline.

1.2.4.2, Quel est le trouble de I"éguilibre acido-basique qui apparait en
I'absence d'insuling 7

2. Diagnostic du diabéte

2.1. Détermination de la glycémie

2.1.1. Dans quelles conditions est effectué le prélévement sanguin en vue
de |a détermination de la glycémie par la méthode a la glucose oxydase 7

2.1.2. Indiquer succinctement le principe de cette méthode de dosage.

2.2, Epreuve d'hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO)

Le document présente I'allure de la courbe d'HGPO obtenue pour un patient X, et
celie d'un sujet normal.

— Comparer ces deux courbes et indiquer quelles sont les différences importantes
qui permettent d'affirmer que le patient X est diabé&tique.
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Patient X

1

B e
e e R A A A eam e m e

Sujel normal

5 "'\-\.|_\_-_-—._._'_,.o-"'
O 30 &0 90 120 150 180 210 240

Compaosition de la solution réactionnelle

tampon phosphate 150 mmol/L

phénol 10 mmaol/L
amino-antipyrine 0.4 mmaol/L
peroxydase = 300 UsL
glucose oxydase = 15 000 U/L
Mélanger : échantillon ou étalon 10 uL

solution réactionnelle 1 mL
Homogénéiser, Attendre 10 minutes a 37 °C ou 20 minutes a 20-25 °C.

Lire 'absorbance a 505 nm contre un blanc réactif.

Stabilité de la coloration : 30 minutes
Limnite de linéarité ; 20 mmol/L ou 4 g/L (dans I'échantillon)
Valeurs de référence : 41361 mmol/Lou0,7a1,1g/L

Surveillance biologique du traitement a l'insuline

Chez le sujet diabétique, le glucose se fixe, par une réaction non enzymatique, sur les
groupements NH. des protéines. Le dosage de I'hémoglobine Al glyguee permet de
suivre I"équilibre glycémique de I'individu diabétique.

3.1. Quelle est la structure de I'hémoglobine A1 7

3.2. L'hémoglobine, molécule transporteuse du dioxygéne

3.2.1. 00 se fixe le dioxygene ? Quelles modifications de la structure quater-
naire cette fixation induit-elle et quelles en sont les conséguences ?
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3.2.2. Quels sont les principaux facteurs gqui diminuent I"affinité de I'hémo-
globine pour le dioxygene ? A quel niveau de I'organisme interviennent-ils ?

3.3. Comment varie la concentration en hémoglobine glyquée chez le diabétique
dont e traitement est mal équilibré 7 Quel est I'intérét de ce dosage par rapport a
celul de la glycémie 7

3.4. Electrophorése de I"hémoglobine
3.4.1. U'hémoglobine glyquée peut étre dosée par électrophorése en gel
d'agarose.

- Sur gquelle fraction sanguine se réalise ce dosage 7

- Donner le principe de cette méthode de séparation et préciser comment
migre I'némoglobine glyquée par rapport a I'hémoglobine non glyquée.

- Comment s'effectue la lecture du gel aprés migration et comment exprime-
t-on le résultat de cette analyse ?

3.4.2. Lélectrophorése de I'hémoglobine est aussi utilisée pour le diagnostic
de certaines anémies. Lesquelles ? Donner un exemple de résultat.

4. Diabéte et auto-immunité

Un sujet prédisposé 4 un diabéte insulinodépendant (DID) présente des auto-anticorps
anti cellules B des flots de Langerhans du pancréas.

4.1. En tenant compte de la présence de ces auto-anticorps, comment peut-on
expliquer le DID 7

4.2, Le risgue génétique de ce diabéte est lié 4 certains groupes du CMH Il {complexe
majeur d'histocompatibilité d’expression restreinte).

4.2.1. Sur quelles cellules existent les antigénes du CMH |l 7
4.2.2. Quelle est la structure de ces antigénes 7

4.2.3. Indiquer le principe de leur détermination a partir des Iymphucytﬁrs du
sujet par la méthode de microcytotoxicité.

4.3. La présence d'auto-anticorps anti cellules [ du pancréas est détectée par réac-
tion d'immunofluorescence indirecte sur coupes de pancréas humain. Quelles sont
les étapes de cette technique ?

4.4. Le caractére auto-immun de cette maladie a également été démontré par expé-
rimentation animale. || apparait chez ces animaux des lymphocytes T cytotoxiques
anti cellules B de Langerhans. Cela prouve une rupture de la tolérance immunitaire.

4.4.1. Présenter une hypothé&se qui puisse expliquer la tolérance immunitaire
et son caractére spécifique.
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4.4.2. Certains diabetes sont expliques, au niveau des mecanismes physio-
pathogénigues, par une réaction 8 médiation cellulaire dingée contre les cel-
luies [i. Décrire les étapes de la réaction immunitaire aboutissant a la lyse
des cellules .

5. Diabéte et infections opportunistes

La déficience immunitaire gui accompagne le diabéte est favorable a la survenue
d'infections microbiennes a micro-organismes opportunistes.

5.1, Diabéte et infections bactériennes

Parmi les bactéries anaérobies responsables d'infections opportunistes, se trouve
Bacteroides fragilis.

5.1.1.

- A quel groupe d anaérobies appartient le genre Bacteroides ?
- Quels sont les principaux caractéres morphologiques de ce genre 7

5.1.2. Bacleroides fragilis est caractérisé par une capsule, une endotoxine,
la possibilité de produire de nombreuses enzymes.

- Expliquer le role de ces différents facteurs dans I'expression d'un pouvoir
pathogéne,

5.1.3. La flore commensale intestinale est trés majoritairement constituée
de bactéries anaérobies parmi lesquelles Bacteroides fragilis domine.

- Donner brigvement les conditions d'isclement de cette bactérie dans les sel-
les : température, durée d'incubation, atmosphére, milieu(x).

5.1.4. Bacteroides fragilis posséde une [Hactamase d'origine chromosomi-
que, non inductible, L'action des aminopénicillines est récupérée en présence
d'un inhibiteur de fHactamase.

- Donner la définiticn et le mode d'action d'une f-lactamase.

— Quel est le site d'action des f-lactamines ?

- Que signifie f-lactamase d'origine chromosomigue, non inductible 2
- Citer un inhibiteur de Hactamase.

5.1.5. En outre, de nombreuses souches de Bacteroides fragiles sont résis-
tantes aux tétracyclines et a I'érythromycine. Cette résistance est liée a la
présence de transposons dans la bactérie.

- Qu'estce qu'un transposon ? Quelle différence existe-til entre un transpo-
son et un plasmide ?

5.2. Diabéte et infections mycosigues

Candida albicans est un hote normal de la flore du tube digestif et des voies génito-
urinaires de I'homme. Il peut devenir pathogéne lors d'un déséquilibre au sein d'une
flore comimensale.
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5.2.1. Citer trois facteurs favorisant I'installation d'une mycose chez un sujet.

5.2.2. Sous forme d'un schéma, présenter :

- les différentes étapes conduisant au diagnostic d'une infection & Candida
albicans;

— les méthodologies utilisées et les résultats attendus.

BIOLOGIE HUMAINE 1999 :
LE MYELOME MULTIPLE OU MALADIE DE KAHLER

{corrigé pp. 74-80)

Un homme de 70 ans consulte pour des douleurs osseuses et articulaires.

Les douleurs ont conduit le médecin a demander dans un premier temps |'exploration
de la pathologie osseuse par un dosage de phosphatase alcaline sérique et une pre-
miere exploration hématologigue.

1. Exploration de la pathologie osseuse

1.1. Quels sont les facteurs vitaminigue et hormonaux qui interviennent dans le
meétabolisme des phosphates et du calcium ? Quelle est leur action sur le métabo-
lisme de ces deux ions 7

1.2. Dosage de la phosphatase alcaline (PAL) selon le protocole de 'annexe 1.

1.2.1. Ce dosage s'effectue en déterminant la concentration d’activité cata-
lytigue de I'enzyme.
— Définir 'activité catalytique d'une enzyme,

= Justifier, pour une telle détermination, I'intérét d opérer en miliew tamponng
et dans un bain thermostaté.

1.2.2. Le substrat utilisé est le nitro-4-phénylphosphate & la concentration de
16 mmol.LY. Justifier I"intérét d'utiliser un tel substrat et la nécessité de fixer
sa concentration a cette valeur.

Donnée K, de la PAL = 1,5 mmol.L ™.

1.2.3. Justifier la remarque concernant la lingarité : nécessité de diluer
I"échantilion pour une variation moyenne d'absorbance supérieure & 0,25/ mi-
nute.

2. Exploration hématologique

2.1, Exploiter les résultats de I"héemogramme donné en annexe 2,
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2.2. La vitesse de sédimentation (VS) est de 115 mm 2 la premiére heure. Présen-
ter le principe de ce test; justifier I'augmentation de la V5.

Quel résultat de I'hémogramme (annexe 2) est en relation avec |'augmentation de la
Vs ?

Les résultats de ce premier bilan montrant un metabolisme phosphocalcigue normal
et une vitesse de sédimentation trés élevée conduisent a poursuivre les investiga-
tions par |'étude de 'urine, des protéines sériques et de la moelle osseuse.

3. Examen chimique et cytobactériologique de I'urine (ECBU)

3.1. L'urine est élaborée dans le rein par envircen un million d'unités fonctionnelles
appelées néphrons.

Préciser les étapes de |"élaboration de "urine par le néphron et donner brigvement
les caractéristiques de chacune d'elles.

3.2. Comment doit-on prélever les urines dans le cadre d'un ECBU ?

3.3. Les résultats obtenus sont donnés dans "annexe 3.
- Peut-on conclure & une infection urinaire ? Justifier la réponse.

- Que représentent les cylindres hyalins observes lors de I'examen cytologigue et
quelle est leur signification 7

4. Etude des protéines

4.1. Dans tout sérum normal on retrouve des immunoglobulines qui possédent tou-
tes la méme structure de base.

4.1.1. Citer les cing classes dimmunoglobulines.

4.1.2. Faire un schéma détaillé de cette structure de base.
Pour chaque classe, préciser la nature de leurs chaines lourdes et 18geéres.

4.1.3. Expliquer & partir du schéma produit en 4.1.2, comment une méme
structure de base peut correspondre & des anticorps de spécificités différentes.

Pour un organisme donné, au cours d'une immunisation, on observe successi-
vement la synthése de deux classes différentes d'immunoglobulines : on parle
de commutation isotypigue,

- Quelles sont, dans |'ordre d'apparition, ces deux classes dimmunoglo-
bulines ?

- Quappelle-t-on isotype 7

4.2, Le dosage des protéines sériques du malade a donné un résultat de 110 g.L.
Ce résultat élevé a conduit le laboratoire 3 réaliser une électrophorése de zone sur
polyacétate de cellulose en tampon tris barbital pH 8,8.
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4.2.1. Le résultat de cette électrophorése et son analyse par densitométrie
sont présentés dans 'annexe 4, figure A,

Quelle est "anomalie apparente sur ce tracé 7

4.2.2. Pour compléter cette analyse, on réalise une immuno-€électrophorése
sur le sérum du malade,

Les résultats sont présentés en annexe 4, figure B.
— Donner le principe de I"immuno-électrophorése.
— Analyser et interpréter les résultats. Les relier a la pathologie étudiée.

5. Exploration médullaire

Une ponction médullaire est réalisée chez le malade. Le résultat du myélogramme est
donné en annexe 3.

5.1. Définir ponction et biopsie médullaires. Quels types d'études permettent-elles
d'effectuer ?

5.2. Présenter les principales étapes de 'obsenation microscopique d'un frottis
meédullaire coloré par la méthode de May-Grinwald Giemsa en vue de I'établisse-
ment du myelogramme.

5.3. Schématiser I"aspect d'un plasmocyte normal sur frottis fixé et coloré par la
methode de May-Grunwald Giemsa.

Présenter les relations entre aspect cytologique, ultrastructure et fonction du plas-
mocyte.

5.4. De quelle cellule le plasmocyte est-il issu 7

5.5. Les plasmocytes observés sont dystrophiques (atypiques). Indiquer les princi-
pales dystrophies des plasmocytes.

5.6. Le bilan des investigations permet de conclure a un myélome multiple.

5.6.1. Quel est le résultat du myélogramme qui oriente vers un myélome mul-
tiple ?

5.6.2. Définir cette pathologie.

5.6.3. Quelles sont les conséquences de la dysglobulingmie sur hémo-
gramme ?

6. Infections respiratoires

Les personnes atteintes de myélome sont sujettes a diverses infections, en particulier
des infections respiratoires.

!
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6.1. L'arbre respiratoire présente des moyens de défense non spécifiques s'oppo-
sant & l'implantation des micro-organismes.

Les présenter en fonction de leur localisation et expliquer le rile de chacun.

6.2, Les bactéries responsables d'infections respiratoires sont recherchées dans
les prélévements trachéobronchiques.

Indiquer et justifier les examens pratiqués le premier jour de I'analyse cytobactério-
logique du produit d'une expectoration spontanée, en décrire sommairement le pro-
tocole.

6.3, Streptococcus pneumaoniae est fréquemment rencontré comme agent d’infec-
tions chez les sujets atteints de myélome,

Décrire les colonies suspectes pouvant étre observées sur les milieux d'isolement
et présenter la conduite de I'identification rapide de cette bactérie.

G.4. De nombreuses souches de pneumocoques présentent une sensibilité dimi-
nuée a la pénicilline G.

Comment est-elle recherchée in vitro 7

6.5. Certaines infections respiratoires peuvent étre dues a des adénovirus. Ce sont
des virus & ADN, nus, a symétrie cubique et & pouvoir hémagglutinant.

- Donner la définition d'un virus, Quels sont les critéres de classification des virus ?
— Proposer un schéma simple et légendeé d'un adénovirus.

6.6. Les adénovirus humains se multiplient essentiellement sur cellules humaines
de type épitheélioide.

Présenter les principales étapes de l'entretien d’une lignée cellulaire.
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Annexe 1
Enzyline® PAL standardisé

Détermination cinetique de I'activité phosphatase alcaline (SFBC/SSCC-SGHC,/NVKC

Ref. 6 365 9

Coffret pour 2 = 30 8 2 = 120 déterminations
FL-4=85mL
R2 - 3= 5 mL [poaedra)

MODE OPERATOIRE

Méthode recommandée par la SFEC

A l'exception de la température, &5 memes conditions oe
réactions sont recoymmandées par \a socidig de Chimde Clin
quae Sdusse (BE00- SGHC) e Holfandaise (NVHE)

PRINCIPE
Détermination cingtigue de "activité phosphatase alcaline
salon @ réaction

PAL
Nitra-4 phémylphosphate —s Nitro-4 phénol + phosphate
La réaction ast effectwée an tampon amino-2 méthyl-2
propanol-1, pH 10,5
PAL | phosphatase alcaling

Valeurs usualles dans ba sérum & 30 *C (SFBC)

Préparation du réactifl
Reprendre un flacon de Réactif 2 par 5 ml
d'eau distilkee,

Stabiling

=1 sgmaing a 2025 G

- 1 maolg & 2-8 °C

Longuaur d'onde — 405 nm
Température ———— 30 °C

Cuva trajet optigue 1 cm
Zéro de I'apparell —  air ou eau distillde

Imtroghuire dans un tubde ou une cuwe de mesung
thermnsiatés & 30 %G

Vakeurs usuelles dans le sérm 8 3T *C (SS0C-SGHENVEE)
utilisar le factewr de conversion 1,23 (ref 4}

Binliographie
1. Ann. Biol. Clin. 1977, 35, 271273

2. Ann. Blod. Clim, 1982, a0, 111116

3. 158 1984, 10 (n® 1), 31-35

4, Sociétd Suisse de Chimie Clinique, Commission scientifi
gue. Bufletin S5CC- SGHE. Suppl. au vol. 25/ 3V, 1982

REACTIFS

Cancaniration dans le test

Réactif 1

tampon magnesium | tamgon amino-2 méthyl-2

Réactif 2 propanol-1, pH 13,5 0,9 mmol/L
suifate de magneésiim 1 mmoly/L
Mitro-4
phénylphosphate 16 mmuoly L

Stabilité

La stahilitd des rdactifs 4 2-8 °C est indiquée qur chague
conditicnngment.

ECHANTILLONS

Sérum ou plasma recudilli sur héparine.

Hémolyse génants,

Tampan
Enfanis
= magnésium (Ry | 8 Mk LA4mL| 700 pL
0 - 2 moks 1 600 - 3 800 nkat.L* . ]
2 6 mots 1 300 - 4 600 nkat L™ Echantillon 100 pY SOul| 25u
& mois - 3 ans 1 600 - 3 BOO nkat. L Mélanger N
3-15 ang 1 B0 - B OO0 gl LY Substrat (R2) 100 pl| B0 pl | 26 pL
Fermmes Metanger, Mesurer I augmentation
15 - 40 ans 500 « 1 500 nkat,L™? mayenne d'absorbance par min {n)
au dessus de 40 ans S00 - 4 700 ka1 pendant 1 8 3 minutes.
Hommes Lindarité ;
au dessus de 15 ans 500 - 1 500 nkat Lt Pour uie vanation moyenne 3 absorbance par

min = 0,25, refaire la détermination &n diluant
I'&chantiilon au 1/5 o 1710 dans wne solutian
de NaCl 9 g/

Caleul :

405 nM ———————— L e x 1 613
nHat/ L = n = 26 B30

410 —7m78 —  — UL =n=x 1715
nkat/L =n = 28 5D

MNOTE
Adaptations sur apparsils automatiques dispo-
nibles sur demandse,

CONTROLE DE QUALITE : Zymotral




Annexe 2

RESULTATS DE L'HEMOGRAMME
Leucocytes 8,80.10°%/L
Erythrocytes 3.82.10%4/L
Hémoglobine 105 g/L
Hématocrite 0,395 L/L
VGM 85,1 fL
TCMH 27,5 pg
CCMH 323 g/L d érythro-

cyles

Intradermao réaction 13,7 %
Thrombaocytes 290.10%/L

Formule leucocytaire normale

sur le frottis i]I‘EEEI"IEE ﬂ'émhmcytes 2N
rouleaux

Annexe 3
CHIMIE ET CYTOBACTERIOLOGIE

URINAIRES

= Chimie

pH 5

Glucose absent

Protéines 444

Mitrites absents

- Cytologie

- rares leucocytes (moins de 2 par
champ);

- guelques cellules épithéliales vésica-
les ;

- asse? nombreux cristaux d'oxalate de
calcium, nombreux cylindres hyaling,
trés rares bacilles mobiles;

— absence d'hématies.
- Bactériologie
10? colonies de E. coli par mL d'urine,
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Annexe 4

Figure B
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Anli-lambda — e e
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SR Te——— =¥ ¥

SHMN = s&rum humain nosmal; B = sérum di
makadae

Annexe 5

RESULTAT DU MYELOGRAMME
La richesse cellulaire est normale.

Les meégacaryocytes sont en nombre
normal,

Les cellules des ligneées granuleuses
représentent 35 %. Elles ont un aspect
normal et tous les stades sont bien
représentés.,

Les cellules de la lignée érythroblasti-
que représentent 3 %.

Les lymphocytes représentent 12 % des
cellules.

Les plasmocytes (B0 %) sont souvent
dystrophiques.
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BIOLOGIE HUMAINE 2000 : LES ANTICORPS

fcorrige pp. B1-87)

1. Relations structure-fonctions

1.1. Structure

1.1.1. Sur le schéma fourni en annexe 1 :

- compléter les égendes ;

- localiser le(s) site(s) de liaison a 'antigéne et la région Fc.
Le schéma est a rendre avec la copie.

1.1.2. Les immunogiobulines sont des glycoprotéines oligomériques.

1.1.2.1. Définir le terme glycoprotéine et rappeler quels sont le ou les
organites cellulaires responsables des glycosylations.

1.1.2.2. Présenter succinctement les quatre niveaux d'organisation molé-
culaire des protéines. Indiquer la nature des différents types de liaisons
mises en jeu.

1.1.2.3. Des ponts disulfure interchaines participent a la stabilisation de la
structure quaternaire des immunoglobulines.

A partir de quels résidus d'acides aminés se forment ces liaisons disulfure ?

1.2. Fonctions

Il existe différentes classes d'anticorps circulants qui possédent des valences
et/ou des fonctions effectrices différentes.

La fonction commune & toutes les classes d'anticorps est la reconnaissance d'un
antigéne, ce qui entraine la formation d’un immuncomplexe.

1.2.1. Quelle est la particularnté remarquable de la structure primaire des
régions peptidiques responsables de la spécificité des sites de liaison pour
les antigénes ?

1.2.2. Citer les différentes classes d'anticorps. Indiquer :

~ leur valence théorique ;

- les fonctions liées au fragment Fc pouvant s'exprimer aprés formation d'un
immuncomplexe.

2. Pathologies liées aux anticorps

Les pathologies auto-iimmunes peuvent &tre responsables d'anémie hémolyvtique. |
s agit parfois d'hémolyse intravasculaire aigueé d’apparition brutale.

3
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2.1. Aspect hematologique

2.1.1. Qu'estce qu'une maladie auto-immune ? Donner un autre exemple de
maladie auto-imimune,

2.1.2, Quelles sont les caractéristiques des parameétres énythrocytaires de
I"'hémogramme lors d'une anémie hémolytique ? Justifier la réponse.

2.1.3. Proposer une classification des anémies hémaolytiques.

2.2, Aspects biochimigues

On trouve, dans le sang des patients atteints d'anémie hémolytique, des concentra-
tions élevées en isoenzymes 1 et 2 de la lactate déshydrogénase (LDHL et LDH2)
et de bilirubine non conjuguée,

2.2.1. Justifier I'existence des concentrations plasmatiques supérieures a la
normale de la LDH et de la bilirubine non conjugues.

2.2.2. Préciser le devenir physiologique de la bilirubing non conjuguée. Expli-
guer "apparition fréquente d'ictéres dans cette pathologie.

2.2.3. La lactate déshydrogénase est une enzyme tétramérique constituée de
deux sous-unités, H et M. On trouve dans l'organisme cing iSO-enzymes nume-
rotées de 1 a 5.

2.2.3.1. Définir le terme « 1SO-enzyme ».

2.2.3.2. Justifier, sur un plan structural, I'existence de ces cing iso-enzymes.

2.2.3.3. La séparation analytique de ces iso-enzymes peut étre réalisée
par électrophorése. On observe alors cing bandes. Justifier, par des argu-
ments structuraux, les différences de migration des cing iso-enzymes,

2.2.3.4. Les isoenzymes LDH 1 et LDH 2 possédent une spécificité de
substrat qui leur permet de catalyser & la fois la transformation réversible
du pyruvate en lactate (activité LDH) et la transformation de |'w-cétobutyrate
en o-hydroxybutyrate (activité «HBDH). Un coffret de dosage permet de
déterminer les deux concentrations d'activité catalytigue. La composition
des réactifs du coffret est indiquée dans I'annexe 2.

Indiguer le principe de chaque dosage :

— équations ;

- longueurs d'onde utilisées ;

— sens de I'évolution de I"absorbance.

3. Applications thérapeutiques

3.1. Prévention et traitement du tétanos

La vaccination antitétanique se fait par deux injections sous-cutanées d'anatoxine a
un mois d'intervalle, un rappel au bout d'un an, puis tous les dix ans. Aprés une
blessure a risque chez un sujet présentant une vaccination incompléte, il faut fui
injecter, dans les plus brefs délais, des gammaglobulines antitétaniques.
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3.1.1. Donner la définition d’'une anatoxine.
3.1.2. Présenter le mécanisme physiopathologique du tétanos.

3.1.3. Expliquer pourquoi les gammaglobulines antitétaniques permettent de
limiter I'évolution de la maladie.

Pourquol est-il urgent de les injecter en cas de blessure a risque ?

3.2. Intéret de la vaccination anti-Haemophilus influenzae serotype b dans la préven-
tion des méningites chez le jeune enfant

Il existe actuellement un vaccin anti-Haemophilus influenzae sérotype b desting 3
protéger les enfants des risques de méningite.

3.2.1. Haemophilus influenzae est un bacille Gram négatif, le sérotype b est
une souche capsulée, Le vaccin a pour objectif de prévenir, par la production
d'anticorps, les meningites dues a ce germe.

- Quelle est la nature chimique de cette capsule 7

— Indiquer son role dans le pouvoir pathogéne de Haemophilus influenzae ainsi
gu'un autre facteur de virulence produit par cette bactérie. Citer une autre
espece bactérienne capsulée responsable de méningites.

3.2.2. Dans le cas de méningite aigué & Haemophilus influenzae, quel est
I"aspect macroscopique du LCR ? Justifier la réponse.

3.2.3. Compte tenu de I'urgence du diagnostic de méningite, une technique
permet de dépister en quelgues minutes Haemophilus influenzae directement
a partir du prélévement. Décrire cette technique et en présenter le principe.

3.2.4. Classiquement, le LCR est ensemencé sur un milieu de culture adapté
aux exigences de ces bactéries. Présenter la composition sommaire de ce
milieu et ses conditions d'utilisation.

3.2.5. Sur quels critéres fondamentaux sont identifiés :

— le genre Haemophilus ;

- I'espéce Haemophilus influenzae ?

3.2.6. De nombreuses souches de Haemophilus influenzae produisent une [
lactamase. Donner le principe d'un test de detection rapide de ces enzymes.

3.3. Vaccination anti-bilharziose

e nombreuses recherches portent actuellement sur la mise au point de vaccins
antiparasitaires, en particulier contre les bilharzioses.

3.3.1. A quel genre appartiennent les parasites responsables des bilharzio-
ses 7

3.3.2. Indiguer le mode de contamination et la forme infestante.

3.3.3. Donner les étapes du diagnostic direct de cette parasitose a partir de
I"urine.
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4. Outil de diagnostic

4.1. Les anticorps monoclonaux et la différenciation cellulaire

Dans de nombreux cas, I'étude de la différenciation cellulaire a bénéficié de I'apport
des anticorps monoclonaux. s sont dirigés contre des structures antigéniques mem-
branaires ou cytoplasmiques.

4.1.1. Définir le terme « anticorps monoclonal -,

4.1.2. Application a I'"étude de I'énthropoiése,

4.1.2.1. Les antigenes membranaires de la lignée énythroblastique sont
donnés en annexe 3. Les anticorps monoclonaux comespondant peuvent
étre utilisés pour mettre en évidence les antigénes membranaires des
BFU E et CFU E.

Présenter le principe et les modalités de 'immunofluorescence directe
appliguée a la reconnaissance des BFU E.

4.1.2.2. Citer les critéres d'identification, sur frottis coloré au MGG, des
autres cellules de la lignée présentées dans le tableau (annexe 3).

4.1.2.3. Représenter schématiguement le pro-érythroblaste.

4.1.3. Etude de la différentiation des cellules endothéliales obtenues en cul-
tures cellulaires.

L'un des critéres le plus utilisé pour affirmer la différenciation est la révélation
du facteur von Willebrand par immunofluorescence.

4.1.3.1. La culture des cellules endothéliales est réalisée en présence
d'un miliew nutntif avugquel on ajoute :

- du sérum de veau foetal ;

- de la glutamine ;

- de la pénicilline ;

- de la streptomycine.

Indiguer I'intérét de ces différents composés.,

4.1.2.2. Aprés lésions des vaisseaux, 'hémostase primaire débute. Les
cellules endothéliales libérent notamment le facteur von Willebrand. Expli-
quer le réle de ce facteur dans I'hémostase primaire et indiguer la consé-
quence physiologique de sa libération locale.

4.2, Sérodiagnostic de I'infection par le ViH

Le sérodiagnostic de I'infection par le VIH est réalisé en premiére intention par une
détection et un titrage d'anticorps spécifiques par méthode ELISA,

En cas de séropositivité, un test de confirmation est réalisé par une technique
d immuno-empreinte,

4.2.1. Aprés culture du VIH 1 et purification, il est possible d extraire les dif-
férentes protéines antigéniques. On réalise une séparation des protéines,
selon leur masse molaire, par une électrophorése en gel de polyacrylamide
en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS).
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Le SDS confére a toutes les protéines une densité de charge négative identi-
que.

Aprés migration, ces protéines sont transférées sur une bande de nitroceilu-
lose.
Aprés séchage, les bandes sont utilisées pour les tests immunologiques.
4.2.1.1. Dans le cas de I'électrophorése de zone des protéines
— préciser les facteurs intervenant sur la mobilité electrophorétique ;
~ indiquer leur rile respectif.
4.2.1.2. A I'aide du tableau présente en annexe 4, justifier e choix d'une
électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS.
4.2.2, Un protocole de détection des anticorps sérigues anti-VIH 1 par
immuno-empreinte est proposé (annexe 5).

4.2.2.1. Exposer le principe de la technigue immunologique présentée en
annexe 5,

4.2.2.2. lustifier les différents lavages.

4.2.2.3. Justifier I'emploi :
- d'un sérum de controle positif;
—d'un sérum de contrdle négatif.
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DOCUMENT-REPONSE
(A rendre avec la copie)

Annexe 1

Schéma de la structure de base
d'une immunoglobuline I2G

Chague forme ovale symbolise une
chaine polypeptidique.

Chaque trait symbolise un pont disulfure.

Annexe 3

Expression antigénique des cellules
de la lignée érythroblastique
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Pro E : pro-grythroblaste

EE : éndhrabiasie basaphile

Rt : réticulocyte

BFL E ; Burst forming wnit-erytheoid
CFU E @ Colony farming unit-enythrohd

Annexe 2

Composition des réactifs
du dosage LDH «HBDH

Tampon phosphate pH = 7.5
Reéactif 1 NADH

Réactif2

Pyruvate

Réactil 3 w-pEtobutyrate
Annexe 4

Caractéristiques des supports
d'électrophorese

Paoly-
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cellulose ®" PIESE0CE " agar)

Electroendosmose + 4] .

Contre-courant

" dvaporation + faible 4+

Tamisage différen-

ti=l des protéines t++ faibile

Annexe 5

Détection des anticorps anti-VIH 1
par immuno-empreinte

1. Réhydratation des bandelettes.

2. Incubation des échantillons sériques
de patients et de sérums de controle.
3. Lavage.

4. Incubation en présence d'antidgi
humains conjugues a la phosphatase
alcaline.

5. Lavage.

6. Incubation en présence de 5-bromo,
d-chloro, 3-indolphosphate et de nitro-
bleu de 1&trazolivm.

7. Lavage.

8. Lecture.
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BIOLOGIE HUMAINE 1995 :
LES ENZYMES AU LABORATOIRE D’ANALYSES MEDICALES

1. Les enzymes parameétres du diagnostic biologique
1.1. Infections a staphylocoques

1.1.1. Staphylococcus aureus fait partie de la flore normale de 'homme. I
peut devenir pathogéne lors d'une rupture de I'équilibre hote-bactérie ou
aprés pénétration dans l'organisme, par effraction de la barriére cutanée. ||
se multiplie localement et sécréte des enzymes qui vont favoriser sa dissé-
mination.

L'envahissement local est di aux hyaluronidases qui détruisent le tissu
conjonctif.

La diffusion tissulaire est rendue possible grace aux lipase, estérase, phos-
phatase, DNase. Ces enzymes entrainent une nécrose tissulaire.

La coagulase est responsable de caillots qui protégent les bactéries de la pha-
gocytose, ce qui entraine la formation d'une thrombophlébite locale.

La fibrinolysine dégrade les caillots en microthrombi qui sont disséminés par
la circulation sanguine dans I"organisme (embols septigues). Cette dissémina-
tion est responsable de métastases septiques.

1.1.2, Plusieurs enzymes sont recherchées pour identifier Staphylococcus
Ureus :

— la catalase permet de preciser la famille du coque a Gram positif, les Micro-
coccacese sont catalase positifs. La catalase catalyse la transformation du
peroxyde d'hydrogéne en eau et dioxygéne. Le test se réalise sur lame en
déposant des bactéries dans une goutte de peroxyde d'hydrogéne (eau oxy-
génée), L'apparition de bulles indique la présence d'une catalase :

— la coagulase libre, lorsqu'elle est présente, diagnostique 'espéce aureus,
L'excrétion de la coaguiase est favonsée par la culture du germe dans un
milieu liquide riche tel que bouillon pour staphylocoagulase ou bouillon cosur-
cervelle, pendant 24 heures. Aprés culture, I'enzyme est recherchée en
melangeant, a parts égales, du bouillon et du plasma de lapin. Le mélange
st incubé a 37 “C. Toutes les 30 minutes, le tube est délicatement incling
pour déceler la présence d'un caillot ;

—la présence d'une thermonucléase est caractéristique de 'espéce aureus.
Cette DNase se recherche dans une culture de la bactérie en bouillon caeur-
cervelle. Aprés 24 heures d'incubation, une partie du bouillon est portée au
bain thermostate a 100 °C pendant 15 minutes. La DNase de S. aureus est
thermostable contrairement a d'autres DNases bactériennes. Une goutte du
milieu refroidi est déposée dans un puits creusé dans une gélose a I'ADN
additionnée de bleu de toluidine, La gélose est incubée 2 heures 4 37 °C. La
présence de la DNase se traduit par un halo rose autour du puits, le reste de
la gélose demeurant bleu.
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(D’autres tests sont nécessaires pour poser un diagnostic de genre : type res-
piratoire, sensibilité a la nitrofurantoine, affinité pour le fibrinogéne, mais seu-
les les enzymes étaient a traiter dans cette question.)

1.1.3. - La Mactamase des staphylocoques est une protéine inductible, exo-
cellulaire et d'origine plasmidique. Les souches non productrices ne possé-
dent pas le plasmide portant l'information permettant la synthése de cette
protéine enzymatique.

- Une plactamase hydrolyse le cycle [-lactame des PHactamines, rendant
"antibiotigue inactif.
De nombreuses enzymes existent, certaines sont actives sur les pénicillines
(pénicillinases), d'autres sur les céphalosporines (céphalosporinases) et les
plus actives sont dites a large spectre (pénicillinases a spectre élargi aux
céphalosporines).

- Chez Staphylococcus aureus, la [Hactamase peut étre suspectée lorsque le
halo d'inhibition autour du disque de pénicilline G est a8 bord net et que des
colonies « squatters » sont observées dans la zone d'inhibition. La mesure
du diameétre montre une souche intermédiaire & la pénicilline. Dans ce cas,
un test a la céphalosporine chromogéne, A partir des colonies poussant
dans |'environnement du disque {(enzyme inductible), est nécessaire. Un dis-
que de papier buvard imbibé d'antibiotigue couplé & un chromogéne est
posé sur une lame et réhydraté. Les bactéries prélevées sur I"antibiogramme
sont déposées sur le disque. L'apparition d'une coloration, due & la libéra-
tion du chromogéne, montre la présence de I'enzyme.

Un test de Gots peut étre pratiqué, mais il nécessite 24 heures d'incubation. |l
consiste a introduire une souche test sensible a la pénicilline dans un milieu
Mueller Hinton en surfusion, puis, aprés refroidissement, 3 déposer un disque
de pénicilline au centre de la boite. Les souches de staphylocoque a tester sont
ensemenceées en stries radiees. Aprés 24 heures d'incubation, la présence de
I'enzyme, libérée dans le milieu autour de la strie de culture de staphylocoque,
aura permis a la souche sensible de pousser dans 'enwvironnement du disque
de pénicilline {voir le schéma ci-dessous).

Tosts oo Gols
Souche de staphylocoqus produsciour
de panicillinase
Culturg die Microcooous
litelus
Disque
de paniciling

Souche témoin sensible Souche emaoin résistante
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- Staphylococcus aureus peut résister aux fHactamines par un autre procédé,
La bactérie a subi une mutation chromosomique entrainant une modification
de la protéine enzymatigue servant de cible a 'antibiotique. La mutation
peut soit entrainer la synthése de la méme protéine, mais a affinité réduite
pour 'antibiotique, soit diminuer la synthése de la protéine cible au profit
d'une autre sans affinité pour I'antibiotigue. Cette mutation rend la bactérie
résistante a toutes les [flactamines, méme a celles qui étaient insensibles
aux [Hactamases {oxacilline, méthicilline).

Pancréatite aigue

1.2.1. Lipase et c-amylase pancréatiques.

~ Les cellules pancréatiques exocrines sont responsables de |la synthése de
I'c-amylase et de la lipase. L'intestin est le lieu d'action de ces deux enzy-
mes du suc pancréatique.

- Réaction catalysée par |'c-amylase :

ceanmylase
Amylose + H,O » 1 maltose + dextrines

— Réaction catalysée par la lipase :

fipase
Triglycéride + H,0 » diglycéride + R'COOH

Jinﬁse
Diglycéride + H.0O » monoglycéride + R*CO0OH

- La bile, par les sels biliaires qu'elle contient, a une action émulsionnante
sur les lipides (formation de micelles). De plus, les sels biliaires permettent
la fixation de la colipase activatrice sur la lipase. La lipase hydrosoluble
(ancrée a l'interface eau/lipides des micelles par la colipase) hydrolyse les
triglycérides.

- La cytolyse du pancréas exocrine entraine la libération des enzymes dans le
milieu interstitiel, Ces enzymes passent ensuite dans la lymphe puis dans le
sang ol leurs concentrations vont augmenter.

1.2.2. Détermination de I'o-amylasémie.

1.2.2.1. Les formes multiples d'enzymes catalysent la méme réaction. Les
différences sont structurales et dues a un codage génétique différent ou a
des modifications post-traductionnelles.

Les isoenzymes sont un cas particulier de formes multiples d'enzymes.
Elles sont formées de I'association de monoméeres codés par des genes dif-
férents, donc de structure primaire différente.

1.2.2.2. La filtration glomérulaire dépend de la taille de la molécule.
L'c-amylase passe le filtre glomérulaire et elle n'est pas réabsorbée
puisquelle est retrouvée dans ["urine définitive.

Puisque I'c-amylase passe avec une taille supérieure a celle de la lipase,
I'hypothése la plus vraisemblable est que cette demiére est aussi filtrée au
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niveau des glomérules, mais qu'elle est fortement réabsorbée au niveau
des tubules rénaux.

1.2.2.3. Lintérét de la méthode immunologique est un dosage spécifique
de l'isp-enzyme P,

1.2.3. Détermination de la lipasémie.

La lipoprotéine lipase est accrochée & la paroi des vaisseaux sanguins (endo-
thelium capiliaire) (muscles squelettiques, tissu adipeux). Elle hydrolyse les tri-
glycérides contenus dans les chylomicrons et dans les VLDL.

1.2.4. Résultats.

Le temps d'apparition du pic d activité maximale est presgue le méme pour
les différentes enzymes (4547 heures).

Le temps de retour au taux de base est plus long pour la lipase (137 = 113 heu
res).

L'augmentation relative de |"activité est semblable pour I'-amylase P et pour
I"-amylase totale,

L'augmentation relative de I'activité est plus importante pour la lipase totale
que pour I'o-amylase totale.

L'augmentation relative de I'activité est encore plus importante (15 =) pour la
lipase P que pour I'c-amylase P. Donc le dosage est beaucoup plus sensible
pour la lipase P et a un plus grand pouvoir diagnostique.

1.3. Déficit immunitaire : étude du systéme du complément

- Le systéme du complément est un ensemble complexe d'une vingtaine de protéi-
nes circulant dans le sérum a I'état inactif et en dehors de toute immunisation. 1l
est impliqué dans les réactions de défense spécifique et non spécifigue de I'orga-
nisme,

Ce systeme fonctionne par une Série de réactions d'activation en cascade, les
protéines inactives étant transformées en complexes dotés d'une activité enzyma-
tique. Il faut noter que I'activation se produit sur des supports (membrane cellu-
laire, fragment Fc des immunoglobulines), les fractions activées du complément
étant sensibles aux inhibiteurs, en phase soluble.

— Un déficit immunitaire par anomalie du complément peut étre mis en évidence par
une exploration de ['activité fonctionnelle du compiément (détermination de la
CH=) ou par une &Stude quantitative des fractions du complément {dosage par
réaction d immunoprécipitation).

La CHg;, est la quantité de sérum nécessaire pour lyser, dans des conditions défi-
nies, 50 % des globules rouges de mouton recouverts d'anticorps : elle explore
I"activité hémolytique de la voie classigue d'activation du complément.

La technique de Mancini ou immunodiffusion radiale est utilisée pour doser certai-
nes fractions du complément, par exemple la fraction C4. Des anticorps anti-C4
sont incorporés a un gel coulé en boite. Le sérum & tester est introduit dans un
puits creusé dans le gel. Aprés incubation, on obtient un cercle de précipitation,
autour du puits, dont le carré du diametre est proportionnel & la concentration en
fraction C4 du sérum,
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2. Les enzymes, outils technologiques

2.1,

2.2,

Dosage enzymatique d'un substrat @ le cholesterol

2.1.1. Le facteur limitant sera le substrat lui-méme pour la premiére réaction.
Et pour la seconde réaction, ce sera H,0, résultant directement de |'oxydation
du cholestérol.

Les constituants du chromogéne doivent étre en concentration suffisante pour
ne pas étre limitants dans la réaction catalysée par la peroxydase.

Le dosage est effectué dans un temps relativement court, ce qui justifie gue
les concentrations d'activité cataltique soient importantes.

2.1.2. La peroxydase.

2.1.2.1. - Le parametre d'une cinétique michaélienne qui permet d'esti-
mer |"affinité est la constante de Michaelis (K,).
Pour déterminer cette constante, il faut mesurer Vi pour différentes concentra-

. . _ 1 1
tions en substrat, puis tracer |la courbe de Lineweaver-Burk : vi = f[—] .

i [5]

L'abcisse a l'origine est alors - 1

H._M .
- Le résultat serait modifié par défaut car H,0, est en partie réduit par
I"acide ascorbigue.
2.1.2.2. Réaction catalysée.
cataiase
H.0, » H.0 + 1/2 0,

Le résultat serait modifié par défaut car une partie de H,0, formée par la
reaction principale sert de substrat a la catalase.

Dosage d'un medicament

2.2.1. Lantithrombine Ill s& combine a I"héparine (I'antithrombine Il est le
cofacteur de "héparneg). Le complexe AT Il-héparine inhibe le facteur Xa.
L'activité résiduelle Xa est mesurée en dosant le produit d'hydrolyse du chro-
mogene. Cette réaction d'hydrolyse est amrétée aprés un temps d'incubation
précis par addition d'acide acétique.

L'enzyme est le facteur xa.
L'inhibiteur est le complexe AT [lI-héparine.
Le substrat est le chromogene.

2.2.2. Pendant le temps t1, le plasma dilué est amené a 37 °C.

Pendant le temps 12, le complexe AT lll-héparine se combine avec le facteur Xa
et I'inhibe.

Le temps t3 est la durée de la réaction enzymatigue.

Le temps t1, préincubation a 37 °C, est approximatif,
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2.3.

Le temps t2 doit étre rngoureusement respecté pour la standardisation de la
méthode (temps d’inhibition).

Le temps t3 doit lui aussi étre respecté puisque c'est la durée de la réaction
enzymatigue.

2.2.3. Pour réaliser le témaoin, il ne faut pas que la réaction colorée se déve-
loppe, on met donc 'acide acétique (réactif d'amét) en premier.

2.2.4. U'héparine est un anticoagulant a effet immédiat, elle est donc utili-
s&e en premier en cas de thrombose ou en cas de risque de thrombose. Les
antivitamines K (AVK) prennent ensuite le relais de I'héparine.

Avant toute héparinothérapie il faut faire un bilan de 'hémostase avec obliga-
torement :
- une numération de plaquettes (I'héparine peut induire une thrombopénie) ;

—un dosage de I'AT Il {c’est le complexe AT lli-héparine qui est [inhibiteur).

Au cours du traitement, il faut :

— effectuer des numérations de plaquettes pour déceler une éventuelle throm-
bopénie ;

- évaluer |"activité anticoagulante de I'héparine circulante pour vérifier si 'on
se trouve bien dans la zone thérapeutique. Une dose insuffisante d'héparine
est inefficace et un surdosage entraine des risques d'hémorragie. Pour |'hépa-
ring standard, on détermine le TCA et I'héparinémie par mesure de |'activité
anti-lla ou anti-Xa du plasma. Pour les héparines a bas poids moléculaire, le
TCA peu modifié est sans intérét, I'héparinémie est déterminée par mesure
de I'activité anti-Xa.

Le sérodiagnostic immuno-enzymatique de la toxoplasmose

2.3.1. La présence d'anticorps antitoxoplasmiques de classe IgM permet de
diagnostiguer une infection récente.

2.3.2. Dans le conjugué anticorps-enzyme, I'anticorps est le support de la
spécificité de la réaction, 'enzyme étant responsable de la sensibilité de la
réaction puisqu’il est le révélateur de la formation de I'immun-complexe et
I"amplificateur de la réaction.

2.3.3. Les différentes étapes de la réaction ELISA de type immunocapture
sont les suivantes :

~ fixation des anticorps de classe 1gM du sérum & analyser sur les anticorps
anti-chaines w (fixés sur un support) ;

- lavages pour éliminer ce qui n'est pas fixé de fagon spécifique ;

— addition d'antigénes toxoplasmigues (ici P30) qui vont se fixer sur les IgM
antitoxoplasmiques « piégees » par les anti-u ;

- lavages pour €liminer ce qui n'est pas fixé de fagon spécifique ;

— addition du conjugué anticorps (anti-P30)-enzyme (phosphatase alcaline) qui
va se fixer sur I'antigéne toxoplasmigue ;

— lavages pour éliminer I'exces de conjugué ;
— addition du substrat de 'enzyme (PNPP) ;
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- blocage de la réaction enzymatique par addition de soude ;
- évaluation de |'intensité de |a coloration gui est fonction de la concentration
an |gM antitoxoplasmiques du sérum.

ELISA type immunocapiure

Subsiral — 3 H e Produit mesuré colorimétriquement
Conjugqué —_ La concentration est propovtionnede & celle
anli Pal-anzyme IK das ight antifoxoplasmiques du sarum

YY1 T g,

Anticorps
i
Suppart—

BIOLOGIE HUMAINE 1996

Anligéne loxoplasmigue
P30 —

1. Un mécanisme physiologique intracellulaire :
la contraction musculaire

1.1. Lamvée de I'influx nerveux au niveau de la cellule musculaire entraine une libéra-
tion du calcium contenu dans les citemes du réticulum sarcoplasmigue dans le sarco-
plasme. Ce calcium permet la fixation de 'ATP & la myosine (grace a des protéines
régulatrices). La myosine posséde une activité ATPasigue, ce qui permet 'hydrolyse de
I"ATP et entraine |a fixation de la myosine a 'actine. Le changement de conformation
de la myosine permet la libération de I'ADP et le déplacement du filament d’actine par

glissement.

| Arrivie dun influx nerveus |

!

| Augmentation de Ca* inracedlulaire |

y

[ Liaison de FATP 4 la myosing J

| Hydeolyse de rATP |

| Fixation de la myosine & Factine |

Litséralion de FADP ef déplacement du filamant d'actina
par changament de conformation de la myasing
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1.2,

1.3

La toxine botulique

1.2.1. En bactériologie, « toxine « désigne des macromolécules, synthétisées
par les bactéries, a trés fort pouvoir toxique. Une toxine est capable, a des
doses treés faibles, de tuer un organisme vivant thomme, animal, vegétal) ou
d'induire des perturbations graves au niveau d'un organe, d'un tissu ou d'une
cellule,

On peut classer les toxines d'aprés :
- leur nature chimique (protéique, lipopolysaccharidique);

- |leur localisation dans la bactérie (intracytoplasmigque, espace périplasmique,
partie intégrante de la paroi, extracellulaire);

- leur tropisme (entérotoxine, neurotoxine, ete.).

Les toxines protéiques sont soit excrétées par la cellule pendant la phase de
croissance, soit gardées dans le cytoplasme et libérées lors de la lyse de la
bactérie. Elles ont un fort pouvoir immunogéne, elles entrainent la synthése
d'anticorps neutralisant I'activité toxigue, elles sont transformables en ana-
toxines non toxiques mais ayant gardé leur pouvoir immunogéne. Elles peu-
vent donc étre a |'origine de vaccins. Elles sont thermolabiles. Elles sont trés
toxigues et agissent de maniére spécifique en se fixant sur une cible précise.

Les toxines lipopolysaccharidiques font partie intégrante de la membrane
externe des bactéries 8 Gram négatif. Elles ne sont donc libérées qu'au
moment de la lyse des bactéries. Leur pouvoir immunogéne est peu important
et les anticorps formés ne sont pas neutralisants, elles ne peuvent étre trans-
formées en anatoxine. Elles sont thermostables. Leur pouvoir toxigue est
moins grand que celui des toxines protéiques, il est le méme pour toutes les
bactéries a Gram négatif. L'action toxigue n'est pas spécifiqgue et s'effectue
sur différents organes et cellules.

La toxine botulique est une toxine protéique sécrétée par Clostridium botuli-
num pendant la phase de croissance et libérée dans le milieu lors de la phase
de lyse,

1.2.2, La toxing botulique est une protéine trés active {1 mg de toxine A
représente 31 x 10° DMM souris). Elle agit surtout sur le systéme nerveux
periphérique, sur les terminaisons nerveuseas des fibres nerveuses préganglion-
naires parasympathiques, sympathiques et du systéme nerveux autonome,
mais aussi sur les fibres nerveuses parasympathiques et les motoneurones
des muscles striés. La toxine inhibe la libération de I'acétylcholine en empé-
chant I'activation du mécanisme de libération par les ions calcium lors de
I"arrivée du potentiel d'action sur "axone,

1.3.1. Le culot de centrifugation du broyat d'aliment est chauffé pour éliminer
les formes végétatives. Clostridium botulinum est une bactérie sporulée, la
spore est thermorésistante et sera donc sélectionnée par ce chauffage.

Les éléments structuraux responsables de la thermorésistance sont la forte

déshydratation, la présence dans le cortex du dipicolinate de calcium et les
enveloppes protectrices.
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Schéma d'une spore

Cyloplasme

_ Meambrane cytoplasmique

1.3.2. Le culot sera mis en culture en atmosphére anaérobie car les Clostri-
dium sont des bactéries anaérobies strictes. Ces bactéries sont hypersensibles
a 'oxygéne, elles ne possedent pas (sauf de rares exceptions) d'enzymes du
systéme respiratoire (cytochromes, catalase, peroxydase). La présence d'oxy-
géne est responsable de |"apparition de composés toxiques oxydant les pro-
téines, ce qui entraine la mort de la bactérie. Ces bactéries tirent leur énergie
de la fermentation.

1.3.3. La DMM est la dose minimale mortelle, Elle correspond a la plus
petite quantité de toxine capable de tuer tous les animaux d'un lot, dans un
temps déterming, les animaux appartenant tous a la méme espéce, ayant le
méme age et pesant le méme poids. Le choix de I'animal et le temps de
détermination dépendent de la toxine étudiée.

1.3.4. La réaction utilisée pour rechercher la toxine botulique est une réac-
tion de neutralisation de I'activité toxique de la substance contenue dans |'ali-
ment a analyser.

Le prélévement contenant la toxine a rechercher et a identifier est mis en pré-
sence d'anticorps de spécificité connue, puis inoculé a I'animal.

3l la toxine correspond a I'anticorps, la formation de l'immun<complexe qui en
résulte neutralise "activité de la toxine et I'animal survit. Si la toxine ne corres-
pond pas a I'anticorps, son activité est conservée et I'animal meurt.

1.3.5. La détermination de la dose minimale mortelle (DMM) permet d ajus-
ter les quantités respectives d'antigéne (toxine) et d’anticorps. En effet, en
cas d'excés d'antigéne, il persistera une fraction de toxine non neutralisée
qui sera a 'origine de la mort de I'animal et, donc, d'une mauvaise interpré-
tation du résultat de la réaction.

1.3.6. Dans l'immuncomplexe, antigéne et anticorps sont liés par des liaisons
faibles : liaisons hydrogéne, liaisons hydrophobes, liaisons ioniques (ou forces
électrostatiques), forces de Van der Waals,

Ces liaisons se créent entre |'épitope de |"antigéne et le paratope (ou site anti-
corps) de "anticorps.
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2.

Protéines extracellulaires et diagnostic :
érythropoiétine et enzymes plasmatigues

2.1. L'érythropoiétine
2.1.1. Action de |'énsthropoiétine.

2.1.1.1. L'érythropoiétine est séorétée par des cellules rénales situées au
niveau de I'appareil justa-glomérulaire.

Sa production est contrilée par 'oxygénation tissulaire, une hypoxie stimu-
lant sa syntheése.

2.1.1.2. Une hormone est une substance :

- synthétisée puis sécrétée dans le courant sanguin par des cellules endo-
crines ;

= transportée a distance du lieu de sécrétion par voie sanguineg ;
- pénétrant dans les tissus ;

— induisant, aprés liaison avec un récepteur protéique spécifique présent
chez les cellules cibles, une réponse cellulaire spécifique du type modifi-
cation de l'expression de certains génes et/ou modification des perfor-
mances catalytigues d’enzymes.

L'érythropoiétine sécrétée par des cellules juxta-glomérulaires, transportée
par voie sanguine, agit au niveau de la moelle osseuse rouge en stimulant
I"'&rythropoiése, c'est donc une hormone,

2.1.1.3. La lignée érythroblastique comprend a partir de la cellule souche :
— proérythroblaste ;

- énythroblaste basophile ;

- énythroblaste polychromatophile ;

— érythroblaste acidophile ;

- réticulocyte ;

- hématie.

L érythropoiétine agit en stimulant :

— la différenciation des cellules souches en proérythroblastes ;
— la synthése de I'hémoglobine ;

~ le passage des réticulocytes de la moelle vers le sang.

2.1.2. Dopage par administration d'érythropoiétine.

2.1.2.1. La production d'hématies étant stimulée par I"érythropoigting, on
trouve au niveau de 'hémogramme un nombre d’hématies, un hématocrite
et un taux d'hémoglobine supérieurs a la normale. Les indices érythrocytai-
res (VGM, TGM, CCMH) restent normaux.

En I'absence de tout renseignement sur le patient, le diagnostic est orienté
vers une polyglobulie, ce qui nécessite une mesure de volémie.

Il s’agit d'un dopage car la polyglobulie, provoquée par injection d'érythro-
poieting qui entraine une augmentation du pouvoir oxyphorique du sang, ne
répond pas a une hypoxie.
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2.1.2.2. Pour obtenir le méme effet sans administration de substance chi-
mique, il faut provoquer une hypoxie : il suffit pour cela de suivre un entrai-
nement en altitude (Mexico par exemple située 8 2 260 m d'altitude). En
redescendant a une altitude proche du niveau de la mer, le pouvoir oxyphori-
que du sang étant supérieur a la normale, les performances sportives peu-
vent étre ameliorées mais ceci n"est que passager.

2.1.2.3. Il s'agit d'une méthode immuno-enzymologique de type sandwich.

Les anticorps monoclonaux anti-EPO sont fixés sur le tube. L'échantillon est
ajouté. L'EPD se fixe sur ["anticorps. Aprés lavage, on ajoute le conjugué
constitué d'un autre anticorps monoclonal conjugué & la peroxydase. Le
conjugué se fixe sur I'EPQ, Il suffit alors de révéler en ajoutant les substrats
de la peroxydase,

Chromogéne + H.O. Produit coloré

Peroxydase

——— Conjuaué

{ «———— EPO

Anti-EPO

W FParoi du tube

Il y & dopage si le taux d"EPO est supérieur 8 15,2,
Les enzymes plasmatiques en biologie clinique
2.2.1. Les enzymes plasmatiques sont d'origine tissulaire.

2.2.2. Leur activité est augmentée lors d'une oytolyse ou d'une augmenta-
tion de perméabilité cellulaire, ce qui rend leur identification et leur dosage
intéressants.

Le dosage permet :

— de préciser I'organe 185& ;

— d'aider au diagnostic ;

- de suivre I"évolution d'une maladie ;

- d'identifier une maladie génétique avec déficit enzymatique.

Aucune enzyme n'est totalement spécifique d'un organe. |l est donc néces-
sare d'étudier plusieurs enzymes caractéristiques de |'organe.
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2.2.3. La CK-MB apparait rapidement aprés une atteinte du myocarde. Elie
permet de confirmer le diagnostic de l'infarctus,

La LDH a son activité augmentée plus tardivement. Elle permet de suivre I'évo-
lution de la pathologie.

Il faut noter que la myoglobine peut étre dosée rapidement puisqu'elle aug-
mente trés rapidement aprés I'infarctus.

2.2.4. Séparation des iso-enzymes de la LDH par chromatographie d'affinité
sur 5°-AMP-sépharose

2.2.4.1. Equation de réaction.
lactate déshydrgenase
Lactate + NAD™ = = pyruvate + NADH + H'

La lactate déshydrogénase permet de réoxyder le NADH,H* en NAD®, autori-
sant ainsi le fonctionnement de la glycolyse pour fabriquer de I'ATP en anaé-
robiose,

Elle permet aussi le recyclage des métabolites en glucose (cycle de Cori).

2.24.2. Seule I'isoenzyme LDH1 est spécifique du coeeur, d'ol l'intérét de
doser les iso-enzymes. Le dosage de la LDH totale (somme des activités
des iscenzymes LDH) ne permettrait pas de confirmer la pathologie.

2.2.4.3. La LDH reconnait le NADH par sa partie 5"-AMP; le 5-AMP-sépha-
rose comporte cette partie, ce qui permet la fixation de la LDH.

Ity & compétition entre le NADH et le 5-AMP pour la fiation des LDH, d'ol
elution de ces derniéres. Les affinités des difféerentes isc-enzymes étant dif-
férentes, I"élution est graduelle.

3. Protéines membranaires et virulence des micro-organismes

3.1.1. Les Candida albicans sont des levures opportunistes. Les candidoses
sont variées :

- lésions cutanées suintantes des plis (intertrigo);
- atteinte de la base de 'ongle (onyxis);

- vaginites, urétrites;

— candidose buccale (muguet);

— candidoses digestives, tous les étages du tube digestif peuvent étre atteints
mais le plus souvent il s'agit de I'cesophage, de 'estomac, du rectum et de
l'anus;

— pneumopathie sur terrain déficient ;

- septicémies, endocardites, méningites.

Des levures sont parfois retrouvées dans les urines, mais C. tropicalis semble
le plus souvent responsable des infections urinaires.

3.1.2. L'observation microscopique directe du prélévement (prélévement vagi-
nal, lavage broncho-alvéolaire, LCR) montre des levures bourgeonnantes, Dans
certains cas, 'examen direct n'est pas possible.
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Les prélévements sont ensemences sur milieu Sabouraud simple ou addition-
nés de chloramphénicol &'il existe une flore associée (prélévement vaginal).
Un milieu sélectif peut étre utilisé permettant IMidentification de C. albicans
comme albicans ID. Ce milieu contient un substrat chromogéne mettant en
évidence une hexosaminidase caractéristique de cette levure.

Les milieux sont incubés a 30 °C ou 37 °C selon 'origine du prélévement, pen-
dant 24 a 48 heures,

A partir des colonies obtenues on effectue un test de blastése : C. albicans
forme des tubes germinatifs en 3 heures,

En cas de résultat neégatif, la formation de chlamydospores, la résistance a
I'actidione, sont recherchés et un auxanogramme est effectué.

Virus Epstein Barr (EBV) et lymphocytes B

3.2.1. La moelle osseuse est le lieu de formation et de maturation des lym-
phocytes B.

3.2.2. Les lymphocytes B matures ont différents marqueurs, parmi lesquels ;

= les immunoglobulines de mambrane (mig);
- les marqueurs CD19, CD20, CD22.

3.2.3. Activation et immortalisation du virus d'Epstein-Barr.

3.2.3.1. La réaction immunitaire des lymphocytes B vis-avis d'un antigéne
thymodépendant met en jeu de nombreuses interactions cellulaires et fait
intervenir divers médiateurs chimiques.

Interaction CPA — LT CD4+, interleukine 1 : la cellule présentant I'antigéne
ou CPA (macrophage, par exemple) présente l'antigéne au lymphocyte T
CD4+. Le contact, d'une part, entre ['antigéne HLA de classe |l de la CPA et
le CD4 du ymphocyte et, d'autre part, entre 'antigéne présenté par la CPA
et le récepteur spécifique a "antigéne du lymphocyte T (TCR) induit I"activa-
tion du lymphocyte T CD4+. L'interleukine 1 produite par le macrophage pro-
voque également "activation du lymphoeyte T CD4+.,

Interaction LT CD4+ - LB, interleukine 2 : le lymphocyte T CD4+ activé syn-
thétise et sécréte l'interleukine 2 (I12) qui, en dehors d'un effet autocring
sur ces mémes lymphocytes T CD4+, induit la prolifération et Ia différencia-
tion des lymphocytes B.

Parallélement, les lymphocytes B ont reconnu spécifiqguement "antigéne,
par Vintermédiaire des immunoglobulines membranaires qu'ils possé-
dent.

Devenir des lymphocytes B © les lymphocytes B actives (par Pantigéne et
interleukine 2) proliférent et se différencient en lymphocytes B mémaoire et
en plasmocytes producteurs d'anticorps spécifiques de "antigéne induc-
teur,

3.2.3.2. Le virus d’Epstein-Barr induit une activation polyclonale des ym-
phocytes B. En effet, les lymphocytes B ayant un récepteur pour ce virus, la
molécule CD21, la fixation de I'EBV sur son récepteur induit une activation
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et une prolifération de plusieurs clones de lymphocytes B. Ces clones ne
sont pas issus d'une activation par un antigéne spécifique.

BIOLOGIE HUMAINE 1997 : A PROPOS DES STREPTOCOQUES

1. Etude systématique et structurale des Streptococcaceae

1.1. Les Streptococcaceae sont des cocci & Gram positif, d'aspect et de mode de
groupement variables selon les genres et les sérotypes : sphériques ou ovoides,
groupes par deux ou en chaing plus ou moins longue. lls cultivent en aérobiose,
mais ils sont anaérobles aérotolérants et donnent donc une meilleure culture en
anaérobiose. lls n'ont pas de catalase, sont oxydase négatifs et fermentent les glu-
cides.

1.2, Les principaux genres de la famille des Streptococcaceae sont @ Streptococcus,
Levconostoc, Aerococcus et Enterococcus.

1.3. Le polyoside C constitue le déterminant antigénique des streptocoques grou-
pables.

1.3.1. Le polyoside C entre dans la composition de la parol des streptoco-
ques groupables, a la surface du peptidoglycane, en association avec des
protéines quil comespondent a des antigénes de types.

1.3.2. Le polyoside C du streptocoque A est une substance de poids molé-
culaire élevé, présentant des structures répétitives. Pour ces raisons, il s'agit
d'un antigéne thymo-indépendant, qui sera reconnu par les lymphocytes B. Le
mécanisme de reconnaissance implique les épitopes du polyoside C et les
paratopes des immunoglobulines de surface qui constituent le récepteur &
I'antigéne des lymphocytes B.

Schematiquement :

Polyoside C
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1.3.3. Structure chimique linéaire du L-mannose et du L-rhamnose.

CHO CHO CHO
CHaOH CHaOH CHy
D-mannose L-mannose G-désoxy-L-mannose

1.4. Acide hyaluronique : N-acetyl-D-glucosamine 31,4 D-acide glucuronique 1.3
N-acétyl-Dglucosamine 1,4 Dacide glucuronigue.,

COOH
H OH {H.OH)
CH OH
o o
OH oH
CHpOH
o
O
(03]
oH NH - C - CHy
o
NH - C - CHy

2. Maétabolisme des Streptococcaceae

2.1. Le milieu CTA est conditionné en tube. Il 8'agit d'un milieu faiblement gélosé
(gélose maolle), gu'il faudra liguéfier 8 100 °C, puis laisser refroidir vers 50 °C poury
ajouter une solution de glucose stérile de maniére a obtenir une concentration finale
de 1 %. Le milieu sera, aussitdt apres homogéneisation, placé dans de I'eau froide
pour le solidifier. L'ensemencement s'effectue par pigure centrale.

Apres 24 heures d'incubation, le streptocoque aura dégradé le glucose par fermen-
tation homolactique, ce qui produit de "acide lactique sans production de gaz. Le
milieu possede un indicateur de pH, le rouge de phénol, il passera donc du rouge au
jaune.
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2.2, Ondonne les potentiels standard d’oxydoréduction des deux couples suivants :

NADT / NADH Ep=-032V

pyruvate / lactate Ep==-0,19V
NADH + HY e NAD*+ 2 H'+ 2 e AE,=-0,32V
CHCHOCOOH ¢ » CH;CO-COOH+2H*'+2e AE;=-0,19V

Le transfert d'électrons s'effectue dans le sens des potentiels croissants, par con-
séquent le NADH est donneur d’électrons et le pyruvate accepteur.

Variation d’enthalpie libre standard de la réaction :

AG) =-nFAE,=—2.96 500 . [- 0,19 - (- 0,32)] = - 25 090 J.mol !
=— 25 K).mol?

L'équilibre de la réaction est en faveur du lactate : la réaction est pratiguement
totale dans le sens pyruvate —— lactate,

L'équation s'écrira donc :
pyruvate + NADH + H* » lactate + NADH

L'enzyme catalysant la réaction est |a lactate déshydrogénase.

2.3. Bilan de la glycolyse

- Blucose ——— 2 pyruvate
- synthese de 2 ATP

— production de 2 NADH

Le NADH est réoxydé lors de la transformation de I'acide pyruvique en acide lacti-
que.

Le bilan de la fermentation homolactique devient :
glucose + 2 ATP + 2 Pl ——— 2 lactates + 2 ATP + 2 H,0

2.4, La pyruvate kinase

2.4.1. Etude structurale de la pyruvate kinase.

La filtration sur gel ou tamisage moléculaire permet la séparation des molécu-
les en fonction de leur masse molaire.

Le séphadex est un gel de dextrane (polymére de glucose réticulé). Il se pré-
sente sous forme de billes poreuses. La taille des pores conditionne le frac-
tionnement .

— les molécules de taille supérieure aux pores sont totalement exclues et se
répartissent dans le volume extérieur aux billes. Elles sortent les premiéres:;

- les molécules de taille intermédiaire vont pénétrer dans les billes en fonc-
tion de leur taille et vont donc étre éluées dans 'ordre décroissant de leurs
masses molaires;

- les molécules de taille inférieure aux pores des billes pénétrent librement
dans toute la colonne, elles sortent les derniéres.
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Le sodium dodécylsulfate (détergent anionique) rompt toutes les liaisons de
type faible (dissociation des sous-unités) et charge toutes les sous-unités
négativement (« méme densité de charges »).

Le 2-mercapto-€thanol réduit les ponts disulfures.

La myruvate kinase est vraisemblablement constituée de 4 sous-unités (identi-
ques ou non) ou de 4 chaines reliées par des ponts disulfures. |l peut étre
encore envisageé la combinaison des deux hypothéses précédentes.

2.4.2. Etude cinétique.

- La courbe Vi = flPEP] a une allure sigmoide qui correspond & un comporte-
ment allostérique. La pyruvate kinase est une enzyme allostérique vis-avis
du PEP.

— La courbe Vi = flJATP] a aussi une allure sigmoide mais décroissante, ce qui
signifie que 'ATP est un inhibiteur allostérigue de la pyruvate kinase.

- La régulation fine du métabolisme est I'intérét principal de ce phénoméne.
Pour de faibles concentrations en ATF, I'enzyme sera inhibée trés progressi-
vement alors que, pour des concentrations plus élevées, l'inhibition sera
massive.

3. Angines streptococciques et complications

3.1

3.1.1. Pour que la bactérie exerce son pouvoir pathogéne, il faut gu'elle
puisse se fixer au tissu concerné, gu'elle sécréte des substances agressives
pour les cellules de ce tissu et gu'elle retarde la phagocytose.

Parmi les éléments responsables de l'adhérence au Lissu, on peut citer : les
fimbrize, la protéine M et les acides lipotéichoiques de la paroi des streptoco-
ques du groupe A, des polyméres tels que les dextranes ou les lévanes des
streptocoques de la bouche qui leur permettent d"adhérer au tissu cardiaque.

Parmi les enzymes sécrétées par le streptocogue du groupe A, on peut citer :
la streptolysine & activité cytolytique, une hyaluronidase qui détruit le tissu
conjonctif, une désoxyribonucléase.

La capsule, de taille et de composition variables selon les groupes, permet de
retarder la phagocytosa,

3.1.2. La gélose Columbia enrichie par 5 % de sang de mouton peut étre ren-
due inhibitrice par |"addition d'acide nalidixique et de colistine ou d'azide de
sodium. L'incubation en anaérobiose permet d'obtenir une bonne hémolyse, ce
caractére étant indispensable a I'orientation d’identification des streptocoques.
Les colonies de streptocoque A sont petites (0,5 mm de diamétre), transiuci-
des et entourées d’un halo d’hémolyse compléte ([i). Celles des streptocoques
de la flore commensale oropharyngée sont petites, blanchatres, incrustées
dans la gélose et entourées d'un halo d’hémolyse incompléte verdissante (o).

3.1.3. Les colonies p-hémolytiqgues peuvent correspondre a des streptoco-
gques A. Pour poursuivre |'identification, un groupage des bactéries de ces
colonies est donc nécessaire.
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Il existe plusieurs techniques commercialisées. Deux se distinguent, celles qui
utilisent une extraction du polyoside C et qui sont donc fondées sur une réac-
tion de précipitation en présence de |"anticorps correspondant, et celles qui
utilisent le streptocoque entier et qui donnent une agglutination en présence
de I"anticorps correspondant.

L'extraction du polyoside C peut s'effectuer par du chlorure d'hydrogéne
(Lancefield) ou par I'utilisation d'enzymes associées au lyzozyme. La précipi-
tation s'effectue par une technique en tube capillaire ou par immuno-
électrophorése. Certaines techniques mettent en présence 'extrait pariétal et
les anticorps fixés sur des particules (bactéries, latex), ce qui donne une
agglutination.

Les technigues d’agglutination sont beaucoup plus souvent utilisées,

Lorsque la bactérie est utilisée en entier, il suffit de la mettre en présence de
I'anticorps pour obtenir une agglutination, mais la réaction est plus visible si
I'anticorps est fixé sur une particule. Ces techniques utilisant les bactéries
entigres sont moins spécifiqgues lorsgu'on les effectue directement sur les
colonies, il vaut mieux les pratiquer sur une culture en milieu liquide glucosé
tamponné. L'agglutination est réalisée sur lame.

3.2, Principe du titrage des ASLO

- La streptolysine, qui a une activité hémolytique sur les hématies de différentes
espéces (le lapin et I'nomme par exemple), induit 1a synthése d'anticorps {anti-
streptolysines) capables de neutraliser cette activité.

Schématiguement :

Premier temps : neutralisation éventuelle
de la streptolysine par les anticorps

Sérum & analyser

Absence danlicorps Présance d'anticorps

>—

Streptolysine (antigéne)

l l

= [

Streplolysing non neiralysds Streptolysine neutralysée
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Second temps : révélation par ajout des globules rouges

+
Globules rouges

! l
) —>— @

Globules rouges hémolysés Globules rouges non hémolysés

Le titre du sérum correspond a la plus grande dilution ne donnant pas d'hémolyse.
— Résultat : ici, la réaction est positive puisque le titre est supérieur a 200 Ul/mL.

3.3. Une bactérie lysogéne est une bactérie infectée par un bactériophage tem-
pere, elle en a intégré le génome. C'est ce génome qui porte I'information de syn-
thése de la toxine érythrogéne. Le streptocoque A qui héberge le phage produira la
toxine et sera responsable de |a scarlatine. Le streptocoque A qui n'en héberge pas
ne produira pas de toxine et sera responsable d'une simple angine,

3.4. Glomérulonéphrite aigué

3.4.1. - Clairance de la créatinine :

U=y

FI-
U = concentration urinaire de la créatinine
P = concentration plasmatigue de la créatinine
V = débit urinaire
La clairance de la créatinine révéle le pouvoir d"épuration du plasma par le rein
vis-a-vis de [a créatinine. Elle est indépendante de la diurése et mesure direc-
tement la filtration glomérulaire, puisqu'elle n'est ni réabsorbée, ni sécrétée,
Ce paramétre permet de détecter une insuffisance rénale.

Lors d'une glomerulongéphrite aigué, la protéinurie va augmenter puisque le
glomerule ne va plus jouer son rdle de filtre.

La créatininémie va baisser pour les mémes raisons et la créatininurie va aug-
menter.

3.4.2. Le compte d'Addis est une mesure du nombre de leucocytes qui pas-
sent dans |'urine par minute. La leucocyturie correspond a ce passage de leu-
cocytes dans 'urine alors qu'ils en sont normalement absents.

Les 8 bandes de la cellule de Nageotte représentent un volume de 10 mm?
{50 mm* : 5 car 8 bandes = 1/5 du volume total). Le nombre de cellules est
donc de 180 pour 10 mm? done 18,/ mm?>.

C=
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En 3 heures le volume d'uring est de 300 cm®. Le nombre de cellules dans
300 em® est de 5,4 = 108,

Donc le débit par minute est de 3 x 10° leucocytes.min™ (5,4 » 105/180 minu-
tes).

3.4.3. Antistreptodomases.

Les antigenes qui cormmespondent aux antistreptodornases sont les streptodor-
nases. Ces enzymes ont la propriété d"hydrolyser I"’ADN.

4. Endocardites infectieuses

4.1. Une thrombopénie, un temps de Quick et un TCA trés allongés orientent vers
un syndrome de consommation di & une coagulation intravasculaire disséminée
(CIVD). La coagulation consomme plaquettes, fibrinogéne et d'autres facteurs de la
coagulation. C'est le déficit important en fibrinogéne qui entraine un allongement du
temps de Quick et du TCA,

Un patient atteint par ce syndrome ne peut, dans I'immédiat, subir une intervention
chirurgicale en raison des risques d’hémomagie.

4.2. La colonisation bactérienne des amas fibrinoplaquettaires a lieu lors d’épiso-
des bacténémiques. Les streptocoques responsables proviennent d'une muqueuse.
Le plus souvent, il s'agit de la muqueuse buccale. La bactériémie survient soit lors
de soins dentaires agressifs (deétartrage, extraction d'une dent, etc.), soit lors du
brossage des demts. L'importance de |a bactériemie est proportionnelle au nombre
de bactéries présentes sur la muqueuse et a I'importance du traumatisme de celle-
ci. |l s'agit alors de streptocogues viridans o hémolytiques : 5. sanguls, 5. mutans,
S. mitis, 5. salivarius, ou plus rarement de streptocogues non hémolytiques comme
5. milleri.

Parfois, ce sont des bactéries de la mugueuse digestive qui passent de maniére
transitoire dans le sang, on retrouvera alors des streptocoques du groupe D @ Ente-
rococcus faecalis, Streptococcus bovis,

4.3. Homme de quarante ans souffrant d endocardite

4.3.1. Interprétation des résultats de I'hémogramme.

Leucocytes  11.109/L = 10.10%L Légére hyperleucocytose

Granulocytes B0 % = 7,5.10%1L ‘Neutrophilia

neutrophiles  soit 8,8.10%/L

Hémoglobine 102 g/L < 130 g/L Anémie (si la volémie
est normale)

VGM B7 fL entre 80 et 100fL  Nommocytose

CCMH 300 g/L = 300 g/L  Normachromie

Plaquettes  150.10%L entre 150.10% et Narmal

400.10°/L
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Cet homme a donc une neutrophilie due a linfection et une aneémie Normocy-
taire normochrome. Le nombre de plagquettes est normal,

4.3.2. - L'activité bactéricide in vitro est obtenue lorsqu'il ne reste pas plus
de 0,01 % de survivants de I'inoculum de départ.

~ Pour obtenir un meilleur effet bactéricide, on peut associer a la pénicilline G
un aminoside car ces deux antibiotiques appartiennent 8 deux familles agis-
sant difffremment. Les fiHlactamines fragilisent la paroi en agissant sur la
synthése du peptidoglycane et les aminosides peuvent plus facilement péné-
trer jusgu'a leur cible cytoplasmique, le ribosome.

4.3.3. Allergie a la pénicilline.

Cette allergie est une réaction d'hypersensibilité de type | ou hypersensibilité
immédiate ou, encore, anaphylaxie.

Meécanisme physiopathologique

Les IgE, anticorps cytophiles synthétisés en réponse a introduction de I'aller-
gene, se fixent sur diverses cellules, en particulier les mastocytes et les gra-
nulocytes basophiles. Lors d'un nouveau contact avec 'allergéne, celuici se
lie aux IgE réalisant un = pontage » entre deux IgE voisines, ce qui induit un
signal d'activation de la cellule, Celle<i libére des médiateurs préformés comme
I"histamine, d'une part, et synthétise et sécréte d'autres meédiateurs comme
des prostagiandines et leucotriénes, d'autre part.

Conséquences

Les médiateurs libérés présentent diverses activités sur fes tissus et cellules :
augmentation de la perméabilité vasculaire, contraction des muscles lisses,
agrégation des plaguettes. Ces phénoménes sont & 'origine des manifesta-
tions cliniques de |"allergie.

BIOLOGIE HUMAINE 1998 : LE DIABETE INSULINODEPENDANT

1. L'insuline

1.1. Biosynthése et sécrétion de l'insuline

La biosynthése de l'insuline débute par une transcription du géne de l'insuline en
ARN prémessager dans le noyau. Cet ARN subit ensuite, toujours dans le noyau,
une maturation avec excision des introns et épissage des exons. |l devient I'ARN
messager.

L'&tape de traduction a lieu sur les nbosomes du réticulum endoplasmique rugueusx,
Une chaine polypeptidique de pré-prodinsuline est synthétisée.
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Ce polypeptide subit une double étape de maturation dans le réticulum endoplasmi-
que et dans |"appareil de Golgj :

— il est clivé pour donner la pro-insuline et le peptide signal;

— la pro-insuline donne ensuite l'insuline et le peptide C (dans les vésicules épineu-

ses de |'appareil de Golgi).
Le stockage est effectué dans les vésicules golgiennes lisses (perte de clathrine) et
la sécrétion est une exocytose,

1.2. Insuline et métabolisme énergétique

1.2.1. Entrée du glucose dans les cellules.
1.2.1.1. Courbe.

Vilassa
de diffusion

Glycania

La K, est la constante de dissociation du complexe GluT-glucose, Plus elle
est faible plus I'affinité est grande (voir courbe). Dans cette &tude, GluT4 a
la plus faible valeur de K,,, donc la plus grande affinité pour le glucose.

Equation de Michaelis

[Elucose]
V= Mo
Ky + [glucose]

Tissu v Commentaire
Fole & jeun 1 1 _F_ o

T =Wpax * — La vitesse de diffusion est trés

______ . d+1 21 faible dans le foie & jeun

Fole aprés un repas 20 g Comparde 3 la vilesse dans le

¥ = Vinax ¥ oo L— 2 foie en période post-prandiale
Muscle 5 1 Lavitesse est identigue alm
et tissu adipeux V= Ve ® 5+5 = Vinax ® 2 vitesse dans ke foie en périoda

post-prandiale

Le transporteur ne risque pas d'étre saturé puisque v = V., dans les trois
cas.
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1.2.1.2. Exocytose

hdau exiraceiiulaina Marnl:lrarm- Flaamlqua

Wisicule
mianbefes
GluT4 sur In membrang
- GlTd plasmigqua
sur la rmambrane

diz la |
@ [a vesicula Accolement puis fusaon

das mambrangs

L'insuline augmente la vitesse de diffusion du glucose a travers la mem-
brane des myocytes et des adipocytes et, donc, stimule I'entrée du glucose
dans ces celluies.

1.2.2. Phosphorylation du glucose
1.2.2,1. Equations.

GH,OM cHﬂn
F YIHOH o ATP ———= ! yiHOH) 4+ app
Couplage énergétique :

La réaction peut étre écrite sous forme de deux demi-réactions :
glucose + Pi — glucose 6 phosphate + H,0

avec : AG) de formation de la liaison ester phosphate du GGP

=+ 14 kJ/mal

ATP + H,0 — ADP + Pi

avec . AGq d'hydrolyse d'une liaison phosphoanhydride de I'ATP

= — 30 klfmaol
d'ol AG, de la réaction = + 14 - 30 = - 16 kJ/mol.
Le AGg de la réaction est inférieur a 0, donc le couplage est possible.

1.2.2.2. Mom de chacune des enzymes.
El = hexokinase ; E2 = glucokinase.

1.2.2.3. Linsuline, en augmentant la quantité de glucokinase produite,
active la phosphorylation du glucose. La concentration intracellulaire du glu-
cose diminue, Le gradient chimigue du glucose est augmenté, donc 'entrée
est augmentée, Cette entrée est une diffusion facilitée.
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1.2.3. Devenir du GBP

Mom de chacune des enzymes : E3 = glycogéne synthétase ; E4 = glycogene

phosphorylase.

enzyme-0-P + H.0 — enzyme-OH + Pi

L'insuline stimule la déphosphorylation des deux enzymes. La glycogéne
synthétase sera activée tandis gue ce sera l'inverse pour la glycogéne phos-
phorylase. En conséquence, la glycogénogenése sera stimulée et la glycogé-

nolyse ralentie.

1.2.4. Perturbations métaboliques en I'absence d'insuline.

1.2.4.1. Nom de chacun des métabolites : M1 = pyruvate, M2 = acétyl coA.

Meétabolismes

Perturbations

Conséquence

Glucidigue

Lipidique

= diminution de 'entrée du glucose

dans les cellules musculaires et adi-
peusas |

diminution de la phosphondation du
glucoze dans 'hépatocyte ;
diminution de la glycogénogenase et
augmentation de la gycogénolyse ;
diminution de la glycolyse et aug
mentation de la néoglucogenase.

. diminution de la lipogenéze et aug-

mentation de la lipolyse ;

diminution de la bicsynthése des
acides gras et augmentation de la
froxydation ;

ralentissement du cycle de Krebs et
augmentation de la cétogenése (di
au déficit d'oxaloacétate résultant
de la réduction de la glycolyse et a
"augmentation de la néoglucoge-
nése),

Hyparglycemie
el glucosurie

Augmentation de la
production d'acétyl
Cod
Hypercétonémie

et cétonurie

1.2.4.2. L'absence d'insuline entraine une cétogenése importante. L'aug-
mentation des corps cétoniques acides ([f-hydroxybutyrate et acétoacétate)

conduit & une acidose métabolique.

2. Diagnostic du diabéte

2.1. Détermination de la glycémie

2.1.1. Le prélevement sanguin est effectué sur antiglycolytique et anticoagu-

lant en évitant soigneusement I"hémolyse. |l sera consernvé au froid aprés cen-

trifugation.
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2.1.2. Principe
Glucose il - H.O T £ = - Produit coloré
. Phanal arming-
q Aﬂdem anitignyrina
[ Reaction principale ] [ Rgaction r'm:l'r'ﬂﬂ!fk:'ﬂ]

Le dosage est une méthode enzymatique en point final {mesure en spectro-
photométrique d'un des produits aprés réaction totale).

2.2. Epreuve d'hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO)

Le patient X est diabétique car :

- la glycémie de base ou a jeun est trés élevée;

- la flieche hyperglycémique est trés élevée et tardive;

— le temps de retour a la normale est plus long que chez le sujet normal;
— I'hypoglycémie du patient normal n'est pas observée.

3. Surveillance biologique du traitement a 'insuline

3.1. L'hémoglobine A1l est une hétéroprotéine (chromoprotéine) tétrameérique. Elle
est constituée d'une partie protéique (globine) avec quatre chaines qui sont deux a
deux identiques (2 w et 2 B). A chaque chaine est associé un héme avec un atome
de fer sous forme Fe?*.

3.2. U'némoglobine, molécule transporteuse du dioxygéne

3.2.1. Le dioxygéne se fixe sur chague atome de fer, donc une molécule
d'hémoglobine peut fixer guatre molécules de dioxygéne.

Un changement de conformation s'opére lors de la fixation du dioxygéne. Mais
ce changement est de type coopératif, ¢'est-a-dire que la fixation d'une molé-
cule sur une sous-unité entraine une modification de |"affinité des autres sous-
unités pour e dioxygéne (et ainsi de suite pour les autres sous-unités).

3.2.2. Les principaux facteurs diminuant |'affinité de I'hémoglobine pour le
dioxygene sont :

- la baisse de p0.,;

— une baisse de pH;:

— une augmentation du 2,3 DPG;

- une augmentation de la pCQ.,.

Ces facteurs interviennent au niveau des cellules consommatrices de dioxy-

gene,
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3.3. La concentration en hémoglobine giyquée chez le diabétique dont le traitement
est mal equilibré sera augmentée proportionnellement a l'intensité et a la durée de
I"hyperglycemie des semaines précédentes.

Le dosage de I'hémoglobine glyquée représente = la mémoire » de la glycémie alors
que la détermination de la glycémie donne une indication ponctuelle.

3.4. Electrophorgse de I'hémoglobine

3.4.1. Ce dosage est réalise sur un hémolysat de la fraction énythrocytaire.

Principe : cette méthode est fondée sur la séparation de molécules chargées
electriguement, par migration dans un champ électrique sur un support impré-
gné d'un solvant tamponné. Elle est fondée sur les différences de charges,
dues aux différences de pi des molécules. L'hémoglobine glyquée a un pi plus
faible car les groupements NH. engagés dans la lisison avec le glucose ne
sont plus ionisables.

La lecture est densitométrique et le résultat est exprimé en pourcentage par
rapport 8 I'hémaoglobine totale.

3.4.2. L'électrophorése de I'hemoglobine est utilisée pour le diagnostic des
anemies hemolytiques dues a la présence d'une hémoglobing anormale
(hémoglobine S dans la drépanocytose par exemple) et pour le diagnostic des
thalassémies.

Exemple de résultat :

émttmphuriu de 'hémoglobine sur cellogel & pH 9

Anhydrass
carbanigue HES

O | | ®

Tarmain rearmeal .

Drépancoyiose haldrozygole

4. Diabéte et auto-immunité

4.1. Les autc-anticorps anti cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, en
détruisant ces cellules, provoquent une insuffisance de production d'insuline qui est
a I'origine du diabéte insulinodépendant.
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4.2. Risgue génétique et groupes du Complexe Majeur d'Histocompatibilité

4.2.1. Parmi les cellules exprimant les antigénes d'histocompatibilité de
classe I, on retrouve essentiellement les macrophages et les lymphocytes B,

4.2.2. Les antigénes du CMH de classe |l sont formés de deux sous-unités
glycoprotéiques associées de fagon non covalente. Ces chaines, o et [, pré-
sentent une partie extracellulaire (avec deux domaines), une partie transmenm-
branaire et une autre intracytoplasmigue.

Schématiquement :

MH; NH,

“1
Chaine Chaine [3

[

-::*.-Eh?‘?: Membre cellulaire
UL PR s

4.2.3. Reéaction de microcytotoxicité permettant la mise en évidence des anti-
gEnes.

Les lymphocytes du sujet sont mis en présence de :

- sérums anti-CMH Il {dont les anti-CMH | ont été préalablement adsorbés)
provenant, par exemple, de sujets polytransfusés;

- complément;
- colorant {bleu Trypan par exemple).

Si les lymphocytes présentent des antigénes du CMH | dont la spécificité cor-
respond & celle des anticorps des sérums, il y a formation d'un complexe anti-
géne-anticorps, fixation du complément, formation du complexe d'attaque
membranaire visualisée par la coloration du lymphocyte.,

4.3. Différentes &tapes de la réaction d'immunofluorescence indirecte permettant
de mettre en évidence les auto-anticorps anti-cellules B des ilots de Langerhans :

- dépdt du sérum a tester sur la lame ol les coupes de pancréas ont été fixées ;

- incubation puis lavages pour éliminer les éléments fixés de fagon non specifique ;
= ajout d'antiglobuline marguée par un fluorochrome ;

— incubation puis lavages;

— lecture au microscope UV, une fluorescence des ilots traduisant la présence d'auto-
anticorps.
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4.4, Caractére autoimmun de la maladie et rupture de la tolérance immunitaire

4.4.1. Durant les périodes feetale et néonatale, les clones de lymphocytes T
spécifigues d'une structure particuligre de "organisme (spécifigues d'un anti-
géne du - soi =) sont détruits. Ces clones qui pourraient réagir contre les pro-
pres cellules de 'organisme sont des clones « interdits = car dangereux.

4.4.2, Les auto-antigénes des cellules f sont, aprés phagocytose et associa-
tion aux antigénes du CMH II, présentés par les macrophages aux lymphocytes
T auxiliaires, CD4 +, porteurs du récepteur a I'antigéne (TCR) comespondant.
Ces lymphocytes T auxiliaires sont alors activés, ils sécrétent de |'interleukine
2 qui va induire I'activation des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques des
antigenes des cellules . Par I'intermédiaire de perforines, les lymphocytes T
cytotoxiques détruisent ces cellules P.

Schématiquement ;

-En-ﬂu.'aliO
T
] G

Pearfarines

™ el
Auto-antigéne
N cos

~  TCR

5. Diabéte et infections opportunistes

5.1. Diabéte et infections bactériennes

5.1.1. Bacteroides est une bactérie anaérobie stricte de la flore de Veillon.
Ce sont des bacilles a8 Gram négatif pale, courts, souvent polymorphes, immo-
biles, non sporulés.

5.1.2. La capsule protége la bactérie de la phagocytose et lui permet ainsi
d'echapper a la vigilance des macrophages. L'endotoxine des bactéries a Gram
neégalif est libérée aprés la lyse des bactéries. Elle a une action leucopéniante
qui ralentit la réponse immunitaire, Les enzymes favorisent la progression des
bactéries dans les tissus et donc la dissémination de I'infection.

5.1.3. Les selles doivent étre fraichement émises car les anaérobies strictes
sont sensibles au dioxygéne. Le milieu doit &tre riche car les Bacteroides sont
exigeants, on peut utiliser un milieu de Schaedler au sang. Les selles étant
riches en bacténes, le milieu doit contenir des antibiotiques (néomycine et van-
comycine). L'incubation se fait en anaérobiose, 8 37 *C pendant 48 heures,
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5.1.4. - Une [Hactamase est une enzyme qui hydrolyse les antibiotiques de
la famille des PHactamines par ouverture du cycle Prlactame. L'antibiotique
est alors inactif.

- Les [lactamines ont pour cible des transpeptidases de 'espace périplasmi-
que qui interviennent dans la synthése du peptidoglycane. Ces cibles sont
appelées PLP (protéine liant la pénicilline).

-~ Ces flactamases sont codées par un ADN qui est intégré au chromosome
bactérien. Elles sont dites non inductibles car leur synthése a lieu méme en
absence d'un inducteur,

— Les inhibiteurs de [Hactamases sont des [rlactamines ayant une affinité
plus grande pour les f-lactamases que pour les PLP, c'est le cas de 'acide
clavulanique, du sublactam, etc.

5.1.5. Un transposon est une portion d"ADN portant une série de genes pou-
vant se déplacer le long du chromosome. |l peut s'intégrer au chromosome
ou au plasmide. I se déplace entre les plasmides et le chromosome.
Lorsqu'il porte des génes de résistance aux antibiotiques, cela entraine une
dissémination de la résistance aux antibiotiques.

Le plasmide, contrairement au transposon, ne peut se déplacer le long de
I"ADN.

Diabéte et infections mycosiques

5.2.1. Une mycose s'installe le plus souvent sur un terrain affaibli ;
— en cas de malnutrition ;

- lorsque les défenses immunitaires sont diminuées par une corticothérapie,
une chimiothérapie, une infection maligne, une infection virale (VIH) et cha-
que fois que les défenses cellulaires sont déprimées ;

— dans certaines hormonothérapies.

5.2.2. A I'examen direct du prélévement, on observe des levures, parfois des
filaments. L'isolement est réalisé sur un milieu Sabouraud + Chloramphénicol
et incubé 24 heures a 37 "C. A partir des colonies obtenues, on réalise un
test de blastése sur du sérum & I'aide d'un inoculum peu abondant en 3 a
4 heures & 37 °C. 5i le test se révele positif par la présence de tubes germi-
natifs, le diagnostic de Candida albicans est posé. En cas de résuitat négatif
une galerie compléte d'identification est ensemeancéea.

| Salles

RN

Etat frais Isodameant

Test d'identilicabon
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BIOLOGIE HUMAINE 1999 :
LE MYELOME MULTIPLE OU MALADIE DE KAHLER

1

2.

Exploration de la pathologie osseuse

1.1. Les facteurs vitaminiques et hormonaux qui interviennent dans le métabolisme
des phosphates et du calcium sont la vitamine D, la parathormone et la calcitonine.

Action sur le métabolisme de ces deux ions :

— la vitamine D est hypercalcémiante et hyperphosphorémiante et agit au niveau de
I"intestin ;

- la parathormone est hypercalcémiante et hypophosphorémiante et agit au niveau
des 05 et des reins ;

- la calcitonine est hypocalcémiante et hypophosphorémiante et agit au niveau des
0s et des reins.

1.2. Dosage de la phosphatase alcaline

1.2.1. Deéfinition de l'activité catalytigue d'une enzyme. Le dosage d'une
enzyme requiert des conditions ou v, = V. (substrat saturant). La V,,, cor
respond a la quantité maximale de produit formé ou de substrat transformeé
par unité de temps, par une certaine quantité d'enzyme, dans des conditions
expérimentales définies. Dans ces conditions, la concentration catalytique ou
concentration d'activité enzymatique correspond a |"activité enzymatique par
litre de solution d'enzyme.

Intérét d'opérer en milieu tamponné et dans un bain thermostaté.
L'activité enzymatique est dépendante du pH et de la température :

— travailler en milieu tamponné permet de s"affranchir des variations de pH au
cours de la mesure, pH proche de I'optimum de la PAL;

- travailler en bain thermostaté permet de s'affranchir des variations de tem-
pérature au cours de la mesure.

Le choix de 30 °C est une recommandation de la SFBC (standardisation).
1.2.2. Le substrat utilisé, le nitro-4-phénylphosphate, est incolore. Son hydro-

lyse conduit au nitro 4-phénol coloré en jaune en milieu alcalin (pH : 10.,5),
ce qui permet un suivi en spectrophotométrie a 405 nm.

La mesure d'une activité nécessite d'étre en excés de substrat : S = 10 K,
done v; = Vi,,-10 K, = 15 mmol.L™! = concentration 16 mmol L.

1.2.3. Une augmentation trop rapide de I'absorbance correspond & une
consommation rapide du substrat avec le risque d'un épuisement rapide du
substrat. Une erreur serait possible par défaut.

Exploration hématologique

2.1. Hémoglobine < 130 g/L donc anémie.
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B0 fL = VGM < 100 fL donc normocytose.
CCMH = 300 g/L donc normochromie.

Il y & donc anémie normocytaire normochrome avec des rouleaux d'hématies sur
frottis. Les leucocytes et les plaquettes sont normaux.

2.2, Principe de la mesure de la vitesse de sédimentation (VS)

Le sang, recueilli sur anticoagulant &l laissé au repos, sédimente. 1l y a d'abord for-
mation de rouleaux d'hématies puis sédimentation de ceux-ci.

La V5 est la mesure de la hauteur de plasma surnageant au bout d'une heure,

Ici la VS est augmentée, les rouleaux d’hématies &tant déja présents dans le sang
circulant.

3. Examen chimique et cytobactériologique de I'urine (ECBU)

3.1. Etapes de I'élaboration de I'urine :

Liew Fonction Exemple
Filtration glomérulaire UItrafi]Uat1nn-ciL-;:la§|:|1$--_ S B
Transporis tubulaires
Tube contourne proximal Réabsorption Glucose, urée...
Sécrétion MH. Ha0"...
Anse de Henié Reabsorption
Tube comtourne distal Reéabsarption MNa© ...
Sécrétion K ...
Tube collecteur Reabsorption HLO, Na*™ ...
Secrétion K ...

Les transports sont actifs ou passifs (avec ou sans intervention d”hormones).

3.2, L'urine doit étre prélevée de préférence le matin {(I'urine doit avoir séjourné au
moins trois heures dans la vessie), aprés une toilette antiseptique soigneuse et
dans un flacon stérile. Le premier jet doit &tre &limine.

3.3. Les résultats montrent une absence d'infection, car la leucocyturie est nor
male et le nombre de bactéries est inférieur & 10° par mL. L'absence de nitrites est
également en faveur d'une absence d'infection,

= Un cylindre hyalin correspond a un moulage de tubule rénal. Ce sont les proléines
uringires qui, a pH acide, forment ce moulage. Ces cylindres sont présents lors
des protéinuries.

4. Etude des protéines

4.1. Les immunoglobulines

4.1.1. Il existe cing classes d'immunoglobulines :
- les immunoglobulines G (1gG);
- les immunoglobulines M (IgM);
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— les immunoglobulines A {IgA);
— les immunoglobulines D (IgD);
— les immunoglobulines E (IgE).

4.1.2. Toutes les immunoglobulines ont la méme structure de base qui peut
étre représentée par le schéma suivant :

NH, NH;

Chaine legera

—  Ponts dissutfures

CH  Domaine constant des chalnes lourdes
CL Domaing constant des chaines légéres
VH Dvamaina variable des chaines lourdes
VL Domaine variable des chaines légéras

COOH COOH
Las chaines lourdes et chainas légaras sonl semblablas deux & deux

MNature des chaines lourdes et légéres des immunoglobulines

Immunoglobulines Chaines lourdes Chaines légéres
o IgG ¥ K Oou i
I'gTul A K ou A
IgA o K Ou A
gD - & B Kou A
IgE o £ K ou A

4.1.3. Une méme structure de base d'immunoglobuline peut correspondre 3
des anticorps de spécificités différentes. En effet, des modifications ponctuel-
les dans la nature des acides aminés des zones hypervariables donnent une
trés grande diversité de paratopes sans pour autant changer la structure
dimensionnelle globale de I'immunoglobuline.

Au cours d'une immunisation, I'organisme synthétise d'abord des IgM puis des
IgG. Ce phénomene, appelé commutation isotypique, correspond aux synthé-
ses sucessives de deux immunoglobulines ayant le méme idiotype mais d'iso-
types differents. Les isotypes, localisés dans les domaines constants, sont
codés par des genes identiques chez tous les individus d'une méme espéce.
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4.2. Electrophorése et immuno-€lectrophorése

4.2.1. Le pic gamma est trés important, ce qui, compte tenu de la pathologie
(maladie de Kahler), parait logique.

4.2.2. Principe de I'immuno-électrophorése
L' immuno-&lectrophorése comporte deux temps :

- €lectrophorése en gel d'agarose © séparation électrophorétique des protéi-
nes du sérum. A pH alcalin, les protéines sont sous forme d'anions. Pour
résumer, les protéines sont soumises a deux forces principales :

- le courant électngque (ddp donnée et | donnée) qui les entraine vers |"anode;

- le courant d'endosmaose @ courant liquidien dd au gel qui tend & entrainer
toutes les protéines vers la cathode et freine donc leur déplacement vers
I"anode.

La migration se fait globalement vers 'anode ;
— précipitation aprés immungo-diffusion double :

- les protéines antigeéniques précipitent aprés double diffusion contre un anti-
serum contenant les anticorps correspondant aux antigénes,

A chaque antigéne correspond une arc de précipitation.
L'analyse des résultats :

- une anomalie quantitative et qualitative des chaines y peut étre observée,
donc 1gG;

- un exces de chaine x peut aussi étre observeé, donc ce sont des 1gG a chai-
nes k, avec deficit en chaine o et .

5. Exploration médullaire

5.1. La ponction est réalisée a "aide d'un trocart par aspiration de la moelle. Elle
permet ;

— d'apprécier la dureté de I'os ;

— d"établir le myélogramme sur frotlis colore ;

- (& réaliser des réactions cytochimiques ;

- de faire une mise en culture et une étude cytogeénétique.

La biopsie est le prélévement d'une « carotte osseuse » an vue d'un examen histolo-
gique. Elle permet d'étudier :

— |a richesse de la moelle ;
- I'importance du tissu adipeux ;
- la trame réticulinigue.

5.2. Principales étapes de I"'observation d'un frottis médullaire.
Observation au faible grossissement :

- evaluation de la richesse de la moelle en cellules nucléges;

- évaluation de la richesse en mégacaryocytes ;
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-~ observation du polymorphisme ou du monomaorphisme cellulaire ;
- repérage d'éventuels amas cellulaires anormaux (métastase).
Observation a fort grossissement :

— identification des cellules;

- établissement du pourcentage de chaque type cellulaire.

5.3. Schéma d'un plasmocyte sur frottis coloré au MGG.

Moyau arrondi ou ovalaire, excentra,
présentant des masses
chromatindennas volumimneuses,

P, —
b . )

h

N ‘_>\ Cyloplasme irés basophile

T sans granulation

La fonction du plasmocyte est la synthése et la sécrétion d" immunoglobuline.

La basophilie importante du cytoplasme est liée au développement important du
réticulum endoplasmigque granuleux (synthése protéique intense).

L'archoplasme est di & la présence de 'appareil de Golgi qui joue un role dans la
sécrétion des protéines.

5.4. Les plasmocytes dérivent des lymphocytes B.

5.5. Les principales dystrophies des plasmocytes sont :
— une taille trés élevée ;

— un noyau arrondi, volumineux, a chromatine peu condensée (plasmocytes immatu-
res) ;

- |la présence de plusieurs noyaux.

0.6. Le bilan des investigations permet de conclure & un myélome multiple.

5.6.1. En cas de myélome multiple :

—1'os est mou ;

- la moelle est riche ;

- l'infiltration plasmocytaire est importante (> 15 %) ;
- certains plasmocytes sont dystrophiques.
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5.6.2. Il s'agit d'une prolifération maligne monoclonale plasmocytaire locali-
sée dans la moelle osseuse, avec pour conséquences la production d'une im-
munoglebuline monoclonale et Mapparition de lésions osseuses.,

5.6.3. La seule conséquence de la dysglobulinémie sur I'hémogramme est la
présence de rouleaux d’hématies sur frottis sanguin.

Infections respiratoires

6.1. L'arbre respiratoire est protégé par un épithélium formé, au niveau des bron-
ches, de cellules ciliées et de cellules a mucus qui empéchent la fixation des ger-
mes. La toux permet de les évacuer et les macrophages alvéolaires phagocytent
ceux qui ont pu pénétrer.

6.2. L'examen macroscopique permet la recherche des particules purulentes ou la
présence de sang.

L'examen microscopique au faible grossissement renseigne sur la richesse en PN
et en cellules épithéliales, L'abondance de ces demiéres montre la présence de
salive. L'aspect salivaire du crachat doit entrainer un arrét de I'analyse et la demande
d'un autre prélévement.

Au fort grossissement, on observe la flore, on note la prédominance d'une morpho-
logie permettant une orientation du diagnostic.

La fluidification par des enzymes mucoltiques permet une homogénéisation du crachat.

Le crachat fluidifié est mis en culture sur gélose au sang pour les pneumocoques et sur
gelose chocolat enrichie en vitamines pour les hémophiles et autres germes exigeants.

L'observation des cultures permet une évaluation du nombre de colonies suspectes.

6.3. Les colonies de pneumocogques sont mugueuses, transparentes et o hémaolyti-
ques

A I'examen microscopigue on note la présence de diplocogues 3 Gram positif, la
catalase est négative.

L'identification rapide est réalisée grace a |'agglutination du pneumocoque par des
anticorps anti-antigénes capsulaires fixés sur des particules de latex.

6.4. La sensibilité diminuée est recherchée en déterminant la CMI par la techni-
que E-test®, la CMI classique étant difficilement réalisable en raison des exigences
de culture du pneumocogque.

Une technique simple permet de dépister ces souches @ elle consiste & poser un
disque d'oxacilline sur I"antibiogramme par diffusion et, si le diamétre d'inhibition
est inférieur ou €gal a8 19 mm (zone » résistant «), on suspecte une souche a sensi-
bilite diminuée,

6.5. Un virus est une particule composée d'un seul type d’acide nucléique (ADN ou
ARN). || se reproduit & partir de son matériel génétigue par réplication et grace aux
systémes de biosynthése d'une cellule vivante. C'est un parasite obligatoire.

Le systéme de classification est fondé sur quatre caracléres :
~ la nature de I'acide nucléigue ;
- la symétrie de la nucléocapside, hélicoidale ou icosaédrique [« cubigue »);
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- |la présence d'une enveloppe, virus enveloppé ou nu ;

- le nombre de capsoméres des capsides icosaédriques ou le diamétre des capsi-
des halicoidales.

Schéma d'un adénovirus

ADENOVIRUS

Spicule d'hémagglutinine

ADN bicaténaire

6.6. Lorsgue les cellules sont arrivées & confluence, il faut les repiquer sur un
miliew neuf.

Les etapes du repiquage sont les suivantes :
— @limination du milieu initial ;

- addition de trypsine pour détacher les cellules de leur support et les isoler les
unas des autres. La trypsinisation est arrétée par ajout de milieu neuf enrichi en

sérum de veau foetal ;
- dénombrement des cellules dans un volume déterming :

— mise en culture d'un inoculum cellulaire calibré dans un miliew neuf, de fagon &
apporter un nombre défini de cellules par flacon ;

— incubation a 37°C sous CO.. Les cellules vont se fixer & la paroi du flacon et se
multiplier pour former un nouveau tapis.
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BIOLOGIE HUMAINE 2000

1. Relations structure-fonctions

1.1. Structure
1.1.1. Schéma

Schéma de la structure de base d'une iImmunoglobuline 1gG

Sile de liaison
& l'antigene

Site e liaison
& l'antigéne

Drarnadrie variatlo
de la chaine lourde A

Dormane variable de

'a chaine lagere Chaine légere
Domalne constant i
da la chaine ldgera
Reégion Fo
Domalnes constanis Chaine lourde
da la chaine lourde Y

1.1.2. Les immunoglobulines

1.1.2.1. Beaucoup de protéines de la surface externe de la membrane
ainsi que des protéines sécrétées sont liées de facon covalente a des rési-
dus glucidiques. Ces résidus glucidigues sont additionnés lors du passage
des protéines dans le réticulum endoplasmigue el dans I'appareil de Golgi.
Les glycoprotéines peuvent contenir jusqu'a 50 % de glucides voire plus,
mais le plus souvent c'est la partie protéique qui est prédominante.

1.1.2.2. Niveaux d'organisation moléculaire des protéines.

Structure primaire : ¢'est 'enchainement ordonné des acides aminés par
des liaisons peptidiques de "extrémité N terminale vers ['extrémité C termi-
nale. Cette structure est contrdlée génétiguement.

Structure secondaire | elle comespond a 'organisation de certaines régions
de chaine polypeptidique sous I'influence de liaisons hydrogénes entre les
CO et les NH des ligisons peptidiques. Deux types d'organisation peuvent
étre mis en évidence ;

- en helice o, liaisons H intrachaines, paralléles a I'axe de I'hélice ;

—en feuillet  plissé, liaisons H intra ou interchaines, perpendiculaires a
I'axe de la chaine peptidique.

Structure tertiaire : c'est la structure tridimensionnelle de la protéine, sous
I"influence de liaisons mettant en jeu les chaines latérales des acides ami-
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nes, entre des acides aminés éloignés dans la structure primaire. C'est
cette structure minimum qui confére a la protéine son « activité biologique =.

Structure quaternaire : certaines protéines sont formées de |"assemblage
de plusieurs chaines polypeptidiques (sous-unités ou MonNoMeres) posse-
dant chacune leur structure I, Il ou Il et associées par des liaisons faibles.

Les liaisons mises en jeu sont des liaisons hydrogéne, ionique, Van der
Waals, hydrophobe, coordinence, pont disulfure.

1.1.2.3. Les ponts disulfure interchaines, participant a la stabilisation de
la structure quaternaire des immunoglobulines, se forment a partir de la
cysteine.

1.2. Fonctions
1.2.1. La structure primaire des régions peptidigues responsables de la
liaison a 'antigéne présente des séquences en acides aminés d'une grande
variabilité.

1.2.2. Les différentes classes d'anticorps

IgG IEM IgA IgD IgE
Valence 2 10 2 ou 4 selon quil 2 2
théorique s'agit d'une IgA
mong ou dimérique
& — Activation du complément  Activation
F “‘an - Opsonisation (fixation aux s 11
Fragme récepteurs  membranai- complément
au t Fe res des phagocyles)

2. Pathologies liées aux anticorps

Les pathologies autodmmunes peuvent étre responsables d’anémie hemaolytique. I
s'agit parfois d'hémolyse intravasculaire aigué d'apparition brutale,

2.1. Aspect hématologique

2.1.1. Une maladie autodimmune est une maladie due a la synthése, par
I'organisme, d'anticorps dirigés contre ses proprés structures (auto-anticorps).

Dans les anémies hémolytiques autodimmunes (AHAl) par exemple, I'organisme
synthétise des auto-anticorps anti-hématies.

2.1.2. En cas de thalassémie, la synthése de I'hémoglobine est trés perturbée
et les hématies sont hypochromes (CCMH < 300 g/L). Les mitoses dépendent
de la saturation du cytoplasme des érythroblastes en hémoglobine. lci, le
nombre de mitoses sera avgmenté et il y aura microcytose mais 'érythro-
poiese est accélérée, les cellules passent dans la circulation avant matura-
tion compléte, ce qui entraing une macrocytose. On trouve finalement dans
ce cas une anisocytose trés importante avec micro et macrocylose et le VGM
peut étre normal.
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La TGM est évidemment toujours diminuée en raison de |'hypochromie.

Les autres anémies hémaolytiques sont dues soit & ung anomalie des héma-
ties concernant la structure de la membrane, ou de I"hémoglobine ou, encore,
de I'éguipement enzymatique, soit & une cause externe aux hématies. Ces
demiéres sont donc normochromes, normocytaires. Cependant, les anémies
hémolytigues sont régénératives et les réticulocytes sont d'une taille supé-
rieure a celle des hematies, on peut donc trouver une légére macrocylose.

2.1.3. Les anémies hémolytiques peuvent étre classées selon leur cause.

Hémuolyse due a une anomalie d'un des constituants des hématies (anémies
hémolytiques corpusculaires) :

— hémoglobine : trouble de la synthése (thalassémie); anomalie de structure
(drépanocytose par exemple) ;

- membrane (microsphérocytose héréditaire par exemple) ;
- eéquipement enzymatique (deficit en GEPDH par exemple).

Hémolyse due a une cause extemne aux hématies (anémies hémolytiques extra-
corpusculaires) :

- anticorps ;

— parasites;

— CAUSES MECaniques ;

- substances toxigues, etc.

Aspects biochimigues

2.2.1. L'hémolyse libére dans le plasma le contenu des hématies. Les LDH 1
et 2 sont majoritaires dans les hématies, ce qui explique I'augmentation de
I"activité LDH. La bilirubine non conjuguée est un produit de dégradation de
I"némoglobine massivement libérée lors de I'hémolyse, ce qui explique sa
forte concentration plasmatigque.

2.2.2. La bilirubine non conjuguée subit une conjugaison hépatique, puis est
éliminée dans la bile. La bile est sécrétée dans le duodénum, |a bilirubine (ster
cobiline, urobiling) sera éliminée dans les selles ou les urines {ou recyclée :
cycle entérohépatique).

La bilirubine en excés dans le sang peut diffuser vers les tissus périphériques
donnant la couleur jaune observée dans les ictéres.

2.2.3. La lactate déshydrogénase

2.2.3.1. Les formes multiples d'enzymes catalysent la méme réaction. Les
différences sont structurales et dues a un codage génétique différent ou &
des modifications posttraductionnelies.

Les iso-enzymes sont un cas particulier de formes multiples d'enzymes.
Elles sont formées de I'association de monoméres codés par des génes dif-
férents, donc de structure primaire différente.

2.2.3.2. La combinaison de quatre sous-unités de deux types différents (M
et H) aboutit 3 cing iso-enzymes : M4, M3H, M2HZ, MH3, H4.
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2.2.3.3. Les deux types de sousunités ont des structures différentes, des
pi différemts, donc des migrations différentes. Les combinaisons des cing
LDH obtenues permettront d'observer cing bandes.

2.2.3.4. Equations.
Lactate déshydrogénase

pyruvate + NADH + H* = |actate + NAD*

- HEDH
c-cetobutyrate + NADH + HY —— a-hydroxybutyrate + NAD"

Dans les deux réactions, c’est le NADH qui est dosé donc la longueur
d'onde choisie est 340 nm.

Le MADH disparait donc I'absorbance diminue.

3. Applications thérapeutiques

3.1.

3.2

Prévention et traitement du tétanos.

3.1.1. Une anatoxine est une toxine protéique détoxifiée par le formol et la
chaleur douce ; ce procédé conserve le pouvoir antigénique de la molécule.

3.1.2. La bactérie responsable du tétanos est Ciostridium tetani, bacille a
Gram positif, sporulé dans le milieu extérieur et synthétisant une toxing pro-
téique neurotrope. Les spores pénétrent dans |'organisme lors d'une blessure
souillée de terre, elles germent et synthétisent la toxine. Les bactéries res-
tent au niveau de la plaie mais la toxine diffuse dans 'organisme. C'est la
toxine qui est responsable des signes clinigues, contractures musculaires
douloureuses avec spasmes. Elle agit essentiellement sur le systéme ner-
veux central {moelle épiniére) au niveau des jonctions synaptiques entre des
inter-neurones des voies inhibitrices et des motoneurones.

3.1.3. Les gammaglobulines antitétaniques se fixent sur les molécules de
toxine libres et les neutralisent. Elles sont sans action sur les molécules toxi-
gques déja fixdes au niveau des synapses : il faut donc les injecter trés vite
avant que la toxine se fixe sur sa cible.

Vaccination anti-Haemophilus influenzae

3.2.1. La capsule d'Haemophilus influenzae est de nature polyosidique.

La capsule permet, dans un premier temps, a la bactérie d'échapper a la pha-
gocytose et donc de se multiplier plus facilement. Elle lui permet également de
se fixer aux tissus. Diverses protéases synthétisées par la bactérie peuvent
étre considérées comme des facteurs de virulence.

D'autres bactéries capsulées sont responsables de méningites chez 'enfant :
Streptococcus pneumoniae, Neisserla meningitidis, Streptococcus B, Escheri-
chia coli K1,
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3.2.2. Dans le cas de la méningite a Haemophilus influenzae, le LCR sera
trouble en raison de 'afflux de leucocytes car Haemophilus est une bacténe
pyogéne (souvent plus de 500 GB/mm?).

3.2.3. A partir du LCR, on recherche les antigénes solubles spéecifiques (anti-
géne polyosidigue b) par une technigue d'agglutination sur lame de particules
de latex sensibilisées par des anticorps spécifiques de l'antigéne recherché.
Un témoin est réalisé a I'aide de particules de latex non sensibilisées pour
éliminer les agglutinations non spécifigques.

3.2.4. Le milieu disolement utilisé est la gélose chocolat (gélose a I'hémo-
Elobine) enrichie par un mélange de divers vitamines et facteurs de crois-
sance. L'incubation se fait 8 37 °C sous 10 % de CO..

3.2.5. Haemophilus est un coccobacille 3 Gram négatif ne cultivant pas sur
milieu ordinaire.

H. influenzae exige les facteurs X (hémine) et V (NAD) pour se développer.

3.2.6. Un disque de buvard imprégné d'une céphalosporine chromogéne est
utilisé pour rechercher rapidement la présence d'une flactamase. Une par-
celle de colonie est déposée sur le disque humidifié et I'apparition d’une
coloration, due a la libération du chromogéne par I'action de la fHactamase
sur la céphalosporine, peut étre obsenvée,

Une technigque similaire utilise une [Hactamine associée a un indicateur de

pH @ I'enzyme lib&re de 'acide penicilloigue et 'indicateur de pH change de
couleur.

Vaccination anti-bilharziose

3.3.1. Les parasites responsables des bilharzioses sont des trématodes du
genre Schistosoma.

3.3.2. La contamination s'effectue par voie transcutanée. La larve (furcocer-
caire) libre dans I'eau traverse la peau et migre dans |'organisme.

3.3.3. Des weufs de Schistosoma haematobium peuvent &tre retrouvés dans
I'urine. La totalité des urines est recueillie et centrifugée. Le culot est observé
gntre lame et lamelle pour mettre en évidence les eufs,

4. Outil de diagnostic

4.1.

Les anticorps monocionaux et la différenciation cellulaire

4.1.1. Un anticorps monoclonal est un anticorps sécrété par un clone de
plasmocyte. |l est spécifique d'un épitope antigénigque.

4.1.2. Application a I'étude de I"érythropoiése

4.1.2.1. Pour identifier les BFU E par immunofluorescence directe, on uti-
lise un conjugué anti-CD35 fluorescent. Ce conjugué, mis en présence des
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cellules a identifier, se fixe uniquement sur les BFU E (seules cellules de la
lignée érythroblastique a posséder cet antigéne membranaire) qui devien-
nent alors fluorescentes.

4.,1.2.2. Les critéres d'identification de ces cellules sur frottis coloré au
MGG sont :

- la taille de la cellule ;

- le rapport nucléoplasmigque ;

— |a forme du noyau ;

- la présence ou I"absence de nucléoles
— |a structure de la chromatine ;

~ |"affinité tinctoriale du cytoplasme ;

- |'absence de granulations.

4.1.2.3. Schéma d'un pro-€érythroblaste :

10

4.1.3. Etude de la différenciation des cellules endothéliales
4.1.3.1. Intérét de ces différents composés :

— le sérum de veau feetal contient beaucoup de facteurs de croissance pour
les cellules endothéliales ainsi qu'une activité anti-trypsine (repiquage) ;

- la glutamine est a la fois un apport nutritionnel et un apport d'azote ;

— la pénicilline et la streptomycine sont deux antibiotiques dont le rdle est
d'inhiber les bactéries.

4.1.3.2. Le facteur de Willebrand est indispensable a 'adhésion des pla-
quettes aux microfibrilles mises a nu lors de la lésion. Le facteur de Wille-
brand étant libéré par les cellules endothéliales lésées, les plaguettes ne
peuvent adhérer aux microfibrilles que localement, au niveau de la Iésion.

4.2. Sérodiagnostic de I'infection par le VIH

4.2 1, Electrophorése

4.2.1.1. Dans le cas de |'électrophorése de zone (hors équilibre), la mobi-
lité électrophorétique est fonction de la charge globale de la protéine.
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La mobilité électrophorétique sera inversement proportionnelle a la masse
moléculaire (en liaison avec la porosité du support).

L'électroendosmose sera un frein a la mobilité électrophorétique apparente
si les protéines sont chargées négativement (le contraire si elles sont char-
gées positivement).

Le contre-courant d'évaporation (rhéophorése) di a 'effet Joule est favora-
ble au début de I'électrophorése, mais défavorable ensuite,

4.2.1.2. Les échantillons protéigues subissent un chauffage (dénaturant),
un traitement au sodium dodécyl sulfate (surfactant anionique) et au 2-mer-
capto-€thanol qui va permettre la formation de micelles ayant toutes la
méme densité de charge. La séparation s effectue par tamisage moléculaire
sur les pores calibrés du support acrylamide. Le tableau montre par ailleurs
que les autres supports présentent des courants d'électroendosmose et de
rhéophorése importants qui freinent I'électrophorése et sont peu sépara-
teurs des masses moléculaires.

4.2.2. Détection des anticorps sériques antiVIH 1 par immuno-empreinte

4.2.2.1. Wl s'agit d'une technique immuno-enzymatique (EIA) ou plus préci-
sément une technique ELISA indirecte.

Principe :
- premiére phase (étape 2) : lors de l'incubation, les anticorps sériques for-

ment un immuncomplexe avec les antigénes, représentés par les protéi-
nes virales fixées sur les bandeletles ;

— deuxieme phase (étape 4) : le conjugué, anti-gi — enzyme, ajouté se fixe
sur les fragment Fc des anticorps sériques (de classe IgG);

- troisiéme phase (étape 6) @ 'addition du substrat de I'enzyme révéle la
fixation du conjugué, donc la présence des anticorps sériques spécifi-
ques, par apparition d'un produit coloré.

4.2,2.2. Les lavages realisés a I'étape 3 éliminent les composés du sérum
non fixés sur les antigénes viraux, ceux de |'étape 5 éliminent le conjugué
antHgG—enzyme en excés, ceux de |'étape 7 éliminent ["'excés de substrat.

4.2.2.3. La réaction est réalisée en paralléle sur un sérum de contrdle
positif et un sérum de controle négatif.

Le sérum de contrle négatif permet de valider la spécificité de la réaction
(élimination de faux positifs). Le sérum de controle positif permet, d'une
part, de vérifier la qualité des réactifs (élimination des faux négatifs) et,
d'autre part, d'interpréter les résultats par comparaison des bandes colo-
rées obtenues avec I"échantillon & celles du sérum de contrdle positif,
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TECHNOLOGIES D’ANALYSE MEDICALE 1995

(corrigé pp. 121-131)

Biochimie

1. Clairance de la créatinine
Préciser le comportement du rein vis-awis de la créatinine,

Calculer la clairance de la créatinine en mL.s™" pour un patient adulte avec les don-
nées suivantes :

—~ concentration plasmatique : 185 pmol.L™;

- concentration urinaire : 11,5 mmol. L™t ;

— diurése : 1.4 L.

Interpréter le résultat obtenu.

Donnée : valeur normale de la clairance de la créatinine : 2 mL.s™

2. Citer les différentes catégories de lipides sériques (formules non demandées).

3. Alraide d'un schéma convenablement annoté, donner la structure générale d'une
lipoproteéine. Justifier la position des différentes molécules dans cette structure.

4. La glucose-6-phosphate déshydrogénase est une enzyme érythrocytaire couram-
ment dosée.

Indiguer :

— la réaction catalysee par cetlte enzyme (formules non demandées) ;
=~ le nom de la voie métaboligue concernée ;

- la nature de la préparation sur laguelle est effectué le dosage.

5. Présenter le mécanisme d’un transport actif transmembranaire.

6. On veut doser I'albumine sérique par la méthode au vert de bromocrésol 4 pH 4,2,

A I'aide des données ci-dessous, proposer un protocole permettant de réaliser une
gamme d’étalonnage.

Réactifs ;. -~ solution étalon d'albumine a 50 g.L™!

- réactif de coloration ; vert de bromocrésol 0,14 gLt
tampon succinate pH 4,2 75 mmaol.L?
brij 35 7 mL.L?

Dosage : — E ulL de solution étalon diluée
~ (200 - E) puL d'eau physiologique
- 5 mL de réactif de coloration
Limite de linéarité de la méthode : 500 pg d'albumine par tube.

7. Donner lallure d'un enregistrement densitométngue d'un protéinogramme de
sérum normal réalisé 8 pH 8,6 sur acétate de cellulose. Préciser la position du
dépdt, des électrodes et la nature des différents pics.
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Donnée : le pi des protéines sériques est inférieur ou égal a 7.

B. Sécurité. Donner la signification des symboles (A, B et C) correspondant aux
dangers présentés par les substances ou les préparations utilisées au laboratoire.

Symbole A Symbaole B

Microbiologie

9. Quels sont les critéres utilisés usuellement pour identifier le genre Candida et
I'espéce Candida albicans. Présenter les méthodologies mises en cauvre.

10. Clostridium tetani est une bactérie sporulée,

10.1. Indiquer les principales propriétés physico-chimiques de la spore bacté-
rienne.

10.2. Présenter les étapes du processus infectieux conduisant au tétanos.

11. Citer les critéres cytobactériologigues de l'infection urinaire en précisant si pos-
sible les valeurs limites.

12. Pour orienter I'identification d'une bactérie Gram négatif, on pratique le test de
I'oxydase. Il se révele neégatif,

12.1. Indiquer le principe de la réaction réalisée et I'aspect observé dans le
cas présenté,

12.2. Ce test permet-il de prévoir le type respiratoire de la bactérie 7 Justifier
la réponse par des exemples.

13. Deux milieux sont ensemencés pour I'étude de la voie d'attaque du glucose et
["'un d'eux est recouvert de paraffine.

Préciser les caractéristiqgues générales de ces milieux. Schématiser les différents
résultats pouvant étre obtenus aprés 24 heures d'incubation. Citer un exemple
d'espéce bactérienne correspondant & chacun des cas envisagés.

14, L'antibiogramme d'une souche d'Escherichia coli isolée d'une suppuration en
milieu hospitalier a montré une résistance a "ampicilline et une sensibilité a 'asso-
ciation amoxicilline-acide clavulanique.

Interpréter ces résultats.

15. L'herpés.
15.1. Préciser les localisations possibles de cette infection.
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15.2. Présenter une méthode de mise en évidence du virus.

16. Présenter la méthode utilisée au laboratoire de parasitologie pour le diagnostic
de I"anguillulose.

Hématologie

17. Définir I'éosinophilie et citer deux types de causes possibles.

18. Les résultats de I"électrophorése de |'hémoglobine d’un patient sont les suivants :
— Hemoglobine A1 : 20 %;

- Hémoglobine A2 : 6 %;

- Hémoglobine F : 74 %,

Commenter ces résultats. Indiguer les principales anomalies érythrocytaires obser-

vées sur le frottis sanguin coloré par la méthode de May-Grunwald Giemsa qui
accompagnent généralement ce type de pathologie.

19. Lors d'examens d'hémostase réalisés chez deux patients : Monsieur X et
Madame Y, on réalise un temps de céphaling activé (TCA) puis, COmme examen
complémentaire, le TCA du mélange de plasma du patient avec un plasma normal
témoin.

Les résultats obtenus sont les suivants :

Patient M. X Mme Y Témoin
TCA du patient {en secondes) 47 a5 i
TCA du mélange patient + témoin (en SE'EIZW:IEE}. — _tlI — 3_2 e

Conclure sur les résultats obtenus pour les deux patients,
20. Quelle est I'action de |'urokinase dans |'hémostase ?

21. Sur quel aspect cytologique médullaire repose le diagnostic de la maladie de
Kahler 7

Une étude complémentaire des protéines sériques est nécessaire. Citer trois des
analyses a réaliser et préciser le résultat obtenu dans chacune d'elles.

22. Une carence importante en vitamine B12 peut provogquer une anémie avec
mégaloblastose médullaire.
Caractériser les meégaloblastes du point de vue cytologique et physiopathologique.

23. Citer la composition qualitative d'un des fixateurs les plus utilisés en anatomo-
pathologie.

24, Indiquer deux précautions a respecter dans la mise en ceuvre de la fixation en
anatomopathologie.
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Immunologie

25. Préciser le type de réaction antigéne-anticorps correspondant au dosage des
antistreptodornases d'un sérum.

Citer les différents réactifs employés pour ce dosage et indigquer leur rile.

26. Présenter le principe général de deux réactions immunologiques d'agglutination
passive appliguées au diagnostic de la polyarthrite rhumatoide.,

Quelle est la nature de I'anticorps généralement recherché dans cette pathologie ?

27. Indigquer les cellules et les molécules directement impliguées dans la présenta-
tion et la reconnaissance de lantigéne par les lymphocytes T (illustrer par un
schéma).

28. Présenter sous forme d'un schéma annoté la recherche des anticorps antitoxo-
plasmigques par une méthode indirecte en immunofluorescence.

Qu'apporte en plus le test de Remington ?

29, Donner un exemple d'hypersensibilité dont le mécanisme implique une réponse
exclusivement cellulaire.

30. Quelles sont les cellules spécifigues intervenant dans la réponse exclusivement
cellulaire de I'hypersensibilité ?

TECHNOLOGIES D’ANALYSE BIOMEDICALE 1996

(corrigé pp. 131-142)

Microbiologie

1. Présenter les mécanismes des diarrhées entéro-invasives. Indiguer les principa-
les espéces bactériennes en cause,

2. Indiguer une technique de mise en évidence de Chliamydia trachomatis dans un
prélévement génital et préciser les conditions de prélévement que celle-cl impose.

3. Citer quatre types d"éléments figurés qui, observés sur un culot urinaire, orien-
tent vers une infection urinaire haute (pyélonéphrite).

4. Donner le principe, la technique en macrométhode et I'intérét du test oNPG.

5. Quels sont les facteurs qui conditionnent le pouvoir pathogéne des bactéries
anaérobies de |a flore de Veillon ?

Citer deux exemples de bactéries appartenant 4 cette flore et deux exemples de
localisation d'infections pour lesquelies elle est impliquée.
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6. Qu'appellet-on « résistance naturelle « des bactéries aux antibiotiques 7

D'une maniére générale quels sont les mécanismes biochimigues du phénomeéne
de résistance des bactéries aux antibiotiques ?

7. Quelles sont les conditions d'isolement d'un Aspergilius & partir d'une expecto-
ration ?

Indiquer les critéres d'identification d'un Aspergilius.

8. Le virus de la poliomyélite est un virus nu, a8 ARN positif et & symétrie cubique.
8.1. Decrire brigvement les étapes de sa multiplication.
8.2. Pourquoi est-l particuligrement résistant dans le milieu exténeur 7

9. Indiquer les principales étapes d'un diagnostic viral direct, par culture cellulaire,
a partir d'un produit pathologique.

10. Donner un ordre de grandeur de la taille des éléments parasitaires suivants :

- kyste d'Entamoeba coli;

— ceuf de Schistosoma haematobium ;

— trophozoite de Plasmodium falciparum |

= Enmterobius vermicularis {oxyure) femelle ;

- Taenia saginata.

Immunologie — Sérologie
11. Citer six systémes d'antigénes énthrocytaires humains.

12. Donner le principe du diagnostic de la grossesse par inhibition de I"agglutination
sous forme d'un schéma légendé faisant apparaitre la nature de la substance recher-
chée ainsi que celle des réactifs utilisés.

13. La reéaction de Paul-Bunnell-Davidsohn, mise en ceuvre pour le diagnostic de la
mononucléose infectieuse, a donng les aspects macroscopigues reproduits ci-des-
S0Us,

- Présenter les résultats sous forme d’un tableau.
- Donner une conclusion et une interprétation de ce sérodiagnostic.

14. Citer les principales étapes de la préparation des anticorps monoclonaus.

15. Définir le systéme Gm des immunoglobulines humaines et présenter ses carac-
téristiques.

16. Présenter 'origine et le role de I'interleukine 2 dans I"organisme humain.
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Diagnostic de la mononucléose infectieuse
Réaction de Paul-Bunnell-Davidsohn en microméthode
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Rangge O I SUMmageant e sénem X, raité par des anfigénes globules rouges de boau

Valeur e réfdrence ou seull de positivité - 1120

Biochimie

17. A I'aide d’'un schéma légendé, expliguer le fonctionnement de la synapse neurc-
musculaire.

18. Dosage de la créatine kinase sérique par test UV a 340 nm.
La détermination cinétique de I'activité de la créating kinase met en jeu trois réactions.

CH
Créatine + ATP «—— 3 Créatine-P + ADP

G6 POM
Gluconate 6P + NADPH + H* «—— Glucose 6-P + NADP* + H,0

GH
ATP + Glucose 3 Glucose 6P + ADP
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Coordonner ces trois réactions en les écrivant dans le sens de leur déroulement au
cours du dosage. En déduire le sens de la variation de I'absorbance a la longueur
d'onde du dosage.

19. Le dosage de la créatine kinase est réalisé selon le protocole suivant.

Dans une cuve de trajet optigue | = 1 cm, introduire :

— fampon + enzymes 4+ CoenZymes Y mL
- echantillon (sérum) E mL
Mélanger, placer 5 minutes a 37 °C,

Ajouter :

- créatine-P S mL

Mélanger, attendre 2 minutes.
Mesurer la vanation moyenne d'absorbance par minute, & 340 nm (A& min).

~ Etablir la formule littérale donnant la concentration d’activité catalytique de
I'échantilion en pKat.L™ en fonction de g,,pey & 340 nm, |, V, E, 5, A&/ min.

Donnée : g0py 8 340 nm exprimé en m?.mol .

20, Dans le cadre du dosage d'une enzyme sérique, quelles mesures de sécurité
fautdl respecter au cours de la manipulation 7

21. Le contrdle journalier pour le dosage des protéines est réalisé a 'aide d'un sérum C.

Carte de controle
Concentration en proldines en gL

A
TG m+3s
74 m+ 2 s
70 toyenne (m}
G m-2%
B m-3s5

T T T T T » Temps
J-6 J-5 J-4 J-3 J-2 J-1
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Le résultat obtenu le jour J est: 74,2 g.L"1. Les résultats obtenus lors du premier
mois d'utilisation du sérum C sont :

moyenne = 70,0 g.L-1;
5 = écart type = 2,0 g.L7L.

Les résultats obtenus pendant les 6 jours précédant le jour J figurent sur la carte de
contrdle.

Interpréter I'évolution des six dermiers jours.

Le résultat obtenu le jour J pour le sérum C permetil de valider la série de dosage
dont il faisait partie 7 Justifier la réponse.

22, Préciser et justifier les conditions dans lesquelles un échantillon sanguin doit
étre prélevé et traité en vue de la détermination de la ghycémie.

23. Définir les termes suivants :
- cholestase |

— insuffisance hépatocellulaire ;
- Cytolyse hépatigue.

Pour chacun des syndromes définis ci-dessus, citer un paramétre biochimigue plas-
matique modifié et indiquer, en le justifiant, le sens de variation correspondant.

24, Donner e mode d'action de 'hormone antidiurétique (ADH) dans la régulation
de I"'élimination rénale de |"eau.

Hématologie — Histologie — Cytologie

25. - Citer une coloration trichrome utilisée couramment en histologie.
- Préciser le nom et le rdle des colorants employés,

- Pourquoi doit-on réhydrater les coupes contenant de la paraffine avant |'étape de
coloration 7 Expliguer comment s'effectue cette préparation a la coloration.

26. — Définir le terme de myélémie.
— Faire le schéma annoté d'un promyélocyte (en précisant les couleurs).

27. Donner un exemple d'hémogramme permettant d'orienter le diagnostic vers une
leucémie lymphoide chronigue.

28. Un automate affiche le résultat suivant : 50.10 thrombocytes par litre de sang.
Le technicien décide de vérifier ce résultat avant de le rendre.

Pourquoi et de quelle facon cette vérification est-elle faite ?

29. Donner le principe de la détermination de |'activité prothrombinigue (temps de
Quick).

30. Le suivi d'un traitement aux antivitamines K comprend la détermination de I"acti-
vité prothrombinigue.

— Pourquoi ce test est-l choisi ?

— Comment exprime-t-on le résultat dans ce contexte 7
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TECHNOLOGIES D’ANALYSE BIOMEDICALE 1997

fcorrigeé pp. 142-151)

Hématologie — Histologie — Cytologie

1. Pour un patient X, la vitesse de sédimentation (VS) mesurée a la premiére lec-
ture est de 38.

- Préciser :

- la nature de 'anticoagulant choisi pour le prélévement de sang desting a cetie
mesure ;

- le délai nécessaire pour effectuer la premiére lecture ;
- 8 quoi correspond le nombre 38 ;
- Conclure.

2. Pour un patient Y, le nombre de leucocytes donné par un automate est de
12.10%.L°%

L établissement de la formule leucocytaire de ce patient, sur un frottis sanguin
coloré par la technigue de May-Grinwald Giemsa, met en évidence 20 % d'énythro-

blastes. Le technicien effectue alors un caleul pour corriger le nombre de leucocytes
donné par I"automate.

— Expliquer pourguoi le nombre de leucocytes doit étre corrigé et établir la formule
de calcul qui permet cette correction.

— Proposer pour ce patient une presentation de formule leucocytaire donnée en
pourcentages et rédiger le bilan leucocytaire du patient Y.

3. Pour un patient Z, le temps de saignement (TS), mesuré par la méthode d’ivy,
est supérieur & 15 minutes et le nombre de plaguettes est de 300.10%.L1.

- Préciser quelle phase de ['hémostase est explorée par le temps de saignement.

- Sachant que, chez ce patient, les résultats des autres tests de contrdle d’hémo-
stase sont normaux, commenter les résultats ci-dessus et proposer une onenta-
tion du diagnostic.

4. Un technicien se prépare a réaliser deux tests d'hémostase, 3 'aide des trois
réactifs sulvants :

A = solution de chlorure de calcium ;

B8 = thromboplastine calcigue ;

C = céphaline kaolin.

Identifier la nature de ces deux tests d'hémostase en précisant, pour chacun d'eux,
le ou les réactifs a choisir,

5. La carence en fer est la cause d'anémie la plus fréguente,

- Préciser les modifications de I'hémogramme qui orientent le diagnostic vers une
anémie par carence en fer.
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- Définir la carence en fer et citer 'examen complémentaire qui peut confirmer

d'emblée cette onentation du diagnostic.

6. Indiquer dans quel type de cellule et dans quel type de pathologie on rencontre
des corps d"Auer.

7. Le protocole opératoire cidessous est celui de la coloration de Papanicolaou
utilisée en cytologie vaginale.

— Indiguer le but des étapes : 1 a4 et 18 a 23.

— Justifier la nécessité de ces étapes.
= Indiquer ce que colorent respectivement les colorants des étapes 5, 14 et 17.

1 Alcool & 80° s
2 Alcool a70° 30 s o
3 Alcoolaso® 0s
4 Eau di5tillé¢;= - 30 s
5 Hématn:ylir; .II-:l.EIHI:I;:IS 143 min
6 Eau distilleée 30s F
7 Solution d'acide chiorhydrique & 0.25%  Plonger 6 fois
8 Eaw courante - - 'lli_r-nin o
8 Eau distillée 30s
10 Alcool a 50* 30s
11 Alcoola 70° 30s
12 Alcool 4 80 * 30 s -
13 Alcoola 8957 il-;
14 Orange G.6 S 90 s o
15 Alcool 4 95 ° 30s cwetl.es_lndlﬁgll}es—
16 Alcoola 95 = 20 s t:LI'u'E‘L'-I_ES individuglles
17 EABD ou EA 36 EE.I_E-“_H
18 Alcool 4 95 ° 0s N
19 Alcoola 8957 . 30s cuvetles individuelles
20 Alcool a 957 - 30 5 cuvettes individuelles
21 Alcool absolu Eﬁ_ﬁ.-_ N cumneé :r;&hme_s_
22 Xylol Alcool 30s -
23  Xylol 30 s
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Biochimie

8. Deéfinir 'expression = pression oncotique plasmatique =,

L'abaissement de la pression oncotique plasmatique est susceptible de déclencher
I'apparition d'edémes.

Expliguer ce phénoméne.
9. Préciser le rle des reins dans I"équilibre acido-basique.

10. Le foie convertit une partie des acides gras en corps cétoniques. Cette produc-
tion de corps cétonigues augmente lors d'un jedne glucidigue.

A I'aide du schéma ci-dessous, expliquer cette augmentation.
Glucose
l Acides gras

Pyruvatea

/ Acdlyl coA ——s [ HMG cof ——— Corps céloniquas

Oxaloacdtabe Cycle
de Krebs

11. Afin de prélever un volume précis de sérum, on utilise une pipette automatique.
Préciser les opérations a réaliser et les précautions & prendre.

12. Commenter les résultats suivants, obtenus chez un patient présentant une
détresse respiratoire.,

Résultats sanguins Intarvalle da référance

pH 7,30 7.36 - 7,42

pCOy, a 50-59 kPa
pi, 7 10,4 - 13 kPa
HCO5 40 23-27 mmol/ L
Ma* 135 135 - 145 ol L
K* 5.2 35-55 mmaol/ L
Cl- a8z 98 - 108 mmal/L

Citer une méthode de mesure des paramétres suivants : pO.; pCO,; Na*; K, ClI~.
La concentration en HCO* peut étre déduite par calcul connaissant le pH et la pCO..

Expliquer comment.
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13. Dans le cadre de la détermination d'une concentration activité enzymatique, pré-
ciser les paramétres a fixer pour un spectrophotométre programmable.

14. Un coffret pour le dosage sérique par une méthode enzymatique (point final)
contient les réactifs suivants :

— cholestérol-estérase ;
— cholestérol-oxydase ;
— peroxydase ;

— chromogene.

Indiquer le principe de ce dosage en précisant les équations des réactions chimi-
ques (sans formules chimiques).

15. La révelation des bandes d'électrophorése sur acétate de cellulose nécessite
"utilisation d'une solution d’acide acétique a 5 %. Cette solution est préparée a par-
tir d'une solution commerciale concentrée, laquelle est accompagnée de |'étiquette
suivante :

R 10-35 5. 23-2645

Donner la signification :
= du pictogramme ;
- des lettres R et 5.

Immunologie

16. Indiquer la structure schématique d'une maolécule HLA de classe |. Préciser la
localisation de cette molécule.

17. Avant d'effectuer un sérodiagnostic de rubéole par séroneutralisation (ou séro-
inhibition) d'hémagglutination, on traite le sérum test par une solution de dextran
(ou de kaolin) et une suspension de globules rouges.

Justifier ce traitement.

18. Un patient regoit de la cyclosporine.

Indiquer I"'action de la cyclosporing et dans quelles circonstances ce traitement est
nécessaire,

19. Définir une agglutinine iréguliére.

Indiquer trois situations au cours desquelles la formation d'agglutinines iréguliéres
peut survenir,

20. Expliquer le principe du test de Coombs indirect appliqué a un exemple précis.
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Microbiologie

21. Certaines bactéries exigent pour leur croissance une gélose chocolat supplémen-
tée.

— Citer deux exemples de bactéries concemees.
- Quels sont les différents types de facteurs de croissance apportés par ce milieu ?

22, Les milieux d'isolement discriminants et identifiants sont utlilisés de plus en

plus fréequemment lors de la recherche d'esp&ces microbiennes précises au sein
d'une flore associée complexe.

- Présenter le principe général de ces milieux.
- Donner deux exemples de tels milieux.

23. L'adhésion aux muqueuses est une étape obligatoire du processus infectieux
pour la grande majorité des bactéries pathogénes.

Donner deux exemples de structures bactériennes responsables de cette propriété.

24. La recherche des mycobactéries par les méthodes classigues dans un produit
d'expectoration nécessite un traitement préalable du prélévement. Citer et justifier
les différentes étapes de ce traitement.

25. La manipulation des mycobactéries nécessite des précautions particuliéres tant
au niveau du personnel gu'au niveau du matérigl.

En citer au moins trois.

26. La vaginose bactérienne est en général due a une association de micro-organis-
mes.

— Citer les espéces impliquées.

— Comment peut-on détecter cette pathologie sur frottis coloré ?

— Indiguer d'autres caractéristiques relatives a cette vaginose.

— Quelles sont les conditions de culture du principal micro-organisme responsable ?

27, Les concentrations critiques inférieure (c) et supérieure (C) de |"'ampicilline sont
respectivement de 4 et 16 mg.LL. Les diamétres d'inhibition mesurés pour ces con-
centrations sont de 11 et de 17 mm.

- Définir ces deux concentrations.

— Construire 'abaque de lecture de cet antibiotique et I'utiliser pour expliquer I'inter-
prétation d'un antibiogramme.

28. Lors du repiquage d'une culture cellulaire, on effectue une numération de la
suspension au bleu Trypan.

- Quel est le role de ce produit ? Quel type de cellules doit-on compter ?

— Pour la numération, on a mélangé 0,1 em? de suspension cellulaire et 0,1 cm? de
bleu Trypan.

On a compté 200 cellules dans 1 mm?>,

Quel volume de milieu neuf doit-on ajouter, avant répartition, a 8 cm? de suspension
pour obtenir 200 000 cellules par cm?® 7
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29. Comparer, en les justifiant, les deux modes de transmission des virus de |"hépa-
tite A {(virus nu} et de I'hépatite B (virus enveloppe).

30. Quelle est la technigque la plus utilisée en laboratoire pour effectuer le diagnos-
tic du paludisme 7
Iindiquer les principaux critéres d'identification des différentes espéces de ce genre.

31. Pour effectuer une analyse mycologique, a quel niveau d'une lésion cutanée
doit-on prélever ? Justifier.

32, Certains prélévements en mycologie nécessitent, en vue de leur observation
microscopique, une technigue d'éclaircissement.

Indiquer lesquels, ainsi qu'un exemple de réactif utilisé.

TECHNOLOGIES D’ANALYSE BIOMEDICALE 1998

{corrigé pp. 151-157)

Immunologie

1. Donner la méthodologie d'une technigue ELISA type « sandwich » appliquée a la
recherche d'un antigene soluble dans un sérum.

2. Le sérodiagnostic de la rubéole
- Dans quel cas est-on conduit a faire la recherche des IgM ?

— Lors d'une réaction d'inhibition d’hémagglutination, le sérum est traité préalable-
ment. Quel est le but de ce traitement ?

3. Que rechercheton dans tous les tests présomptifs de |la grossesse ?

Pourquoi 'utilisation des anticorps monoclonaux atelle permis une plus grande fia-
bilité des tests ?

4. Rdle des organes lymphoides primaires

Sachant que I'on a réalisé I'ablation néonatale du thymus ou de la bourse de Fabri-
cius chez un poulet, indiquer les caractéristiques des paramétres consignés dans le
tableau suivant, a reproduire sur la copie :

(noter : n = situation normale d'un animal non traité
+ = augmentation par rapport a la situation normale
— = diminution par rapport a la situation normale
(} = annulation par rapport a la situation normale)
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Effets sur le systéme immunitaire Bursectomie Thymectomie

Taux de lymphocytes circulants
Flasmocytes

Taux d‘lmmunﬁ-gjnhullnés SEMGUES

Synthése d'anticorps spécifigues :
= anti-LPS
- antitétanique

Rejet d'autogreffe

Quel est I'équivalent de la bourse de Fabricius chez 'homme 7

Microbiologie

5. = Décrire les caractéres morphologiques de I'espéce Neisseria meningitidis aprés
coloration de Gram.

- Citer deux produits pathologiques a partir desquels cette espéce est le plus sou-
vent isolée.

6. - Indiguer la caractéristique structurale fondamentale des mycoplasmes.
- Citer deux espéces de mycoplasmes responsables d'infections génitales humaines.

- Quelle précaution doit-on prendre au moment du prélévement afin de recueillir ces
micro-organismes en abondance 7

7. Un isolement est pratiqué sur gélose CLED a partir d'une urine purulente. On
observe une majorité de colonies jaunes opaques. Justifier cet aspect.

On envisage la recherche d'une fglucuronidase par un test rapide. Donner le prin-
cipe de ce test et citer une espéce [Fglucuronidase +.

8. Dans le cadre de la recherche de mycobactéries, on réalise la coloration fluores-
cente a "auramine sur un frottis d'expectoration. L'examen se révéle positif,

- Comment se présente ce résultat ?

- Quelle méthode de coloration de référence doit-on réaliser pour confirmer le résul-
tat précédent 7

9. Une nouvelle génération de tests d'agglutination sur lame permettant l'identifi-
cation rapide de Staphylococcus aureus est commercialisée, Elle permet la mise en
évidence de trois composants spécifiques de |"espéce.

— Préciser lesquels et dégager le principe de cette mise en évidence.
- Quel est I'intérét de ces tests par rapport aux précédents 7

10. La mise en route d'une hémoculture s'effectue classiquement sur deux flacons
de milieux.
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Présenter les caractéristigues de ces milieux de culture et les régles & respecter
lors de I'ensemencement.

11. Les streptocoques présentent vis-awis des aminosides une résistance de bas
ou de haut niveau.

- Qu'appelle-t-on résistance de bas niveau ? Comment explique-t-on ce phénoméne ?

— Qu'appelle-t-on résistance de haut niveau et comment la met-on en évidence au
laboratoire 7

12. Citer les moyens de défense de la muqueuse respiratoire en précisant leurs
riles.

13. - Chez les rétrovirus, quelle est la nature du génome présent dans le virion 7
- Présenter les principales étapes de leur cycle de multiplication.

14. - En mycologie, a partir de quels prélévements peut-on rechercher des dermato-
phytes 7

- Sur quels milieux peut-on ensemencer ces prélévements 7

— Dans quelles conditions d'incubation ?

15. Quels éléments caractéristiques permettent de différencier les kystes mirs
d’'Entamoeba histolytica et Entamoeba coli a I'examen microscopique d'une selle
colorée au MIF ?

Biochimie

16. — Ecrire la relation reliant la vitesse initiale et la concentration en substrat dans
le cas d’une réaction catalysée par une enzyme michaélienne.

- Quelle condition doit remplir la concentration en substrat pour une détermination
de concentration dactivité catalytique ? Justifier la réponse.

- Dans quelle condition de concentration en substrat la vitesse initiale peut-elie étre
considérée comme proportionnelle 3 cette concentration en substrat ? Justifier la
réponse.

17. LUictere, chez le nouveaunég, peut étre di a une immaturité hépatique ou a une
incompatibilité immunitaire fetomaternelle.

- Quelle est la molécule responsable d'un ictére ? Sous quelles formes peut-on la
trouver dans le plasma ?

- Dans chaque cas évoqué ci-dessus, quelle est la forme rencontrée 7 Justifier les
réponses,

18. Apres centrifugation de prélévements sanguins on peut observer des surna-
geants lactescents, ictériques ou hémolysés.

— Définir ces termes.
- De tels échantillons sont-ils forcément pathologiques ? Justifier la réponse.

— Indiquer, dans chaque cas, les précautions éventuelles a prendre lors de I'analyse
de tels échantillons.
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Les questions 19 a 21 portent sur I'extrait de la notice d'un coffret de réactifs pour
le dosage des phospholipides

Détermination enzymatigue des phospholipides l
Phospholipides enzymatiques PAP 150 (bioMérieux réf. 61491)

* Principe

Les phospholipides {lécithine, lysolécithine et sphingomyéline) sont hydrolyses
par la phospholipase D.

La choline libre est dosée par la réaction de Trinder.

Phospholipase 0
lipides + Hy0 ——————— choline + acide phosphatidique, acide lysophasphatidique,

M-acylsphingosylphosphate

Chaling oxpdase
I:l'ﬂllnﬂ 2 ':l? —_—— b’&tﬂrne + 2 Hz-ﬂz

Paroxydase
2 HyOy + phéned + aming-4-antipyring ——————— quingne-iming + 4 H,0
* Valeurs usuelles dans leseérum : 1,6 a 2.5 g/Lou 2,08 a 3,22 mmol/L

* Echantillon : sérum ou plasma. Les échantillons sont stables au moins
quinze jours a 2-8 °C.

* Mode opératoire

Longueur d'onde : 505 nm {(492-546 nm). £2é&ro de Nappareil : blanc réactif
Cuve de 1 cm d'épaisseur

Blanc réactif Etalon Dosage
Etalon (réactif 1) - 10 pL -
Echantilion - - 10 ul
Solution de travail 1 mL 1 mL 1 mL
Mélanger, incuber 10 minutes a 37 °C.
Stabilité de la coloration : 1 heure Linéarité : 0 & 10 mmaol,/L

19. Présenter la formule générale d'un glycérophospholipide.
Indiquer sur cette formule le site d'action de |la phospholipase D.

20. Quelle est la composition qualitative de la solution de travail 7
21. De quel type de dosage enzymatique de substrat s'agitil 7 Justifier 1a réponse.

22 Quel est 'ordre de grandeur de 'absorbance si la limite de lingarité est atteinte 7

Donnée : Coefficient d’absorbance molaire de la quinone-imine a 505 nm =
1 360 m*.mol™.

23. Comment sont véhiculés les phospholipides dans le plasma ? Pourquoi ?

]
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Hématologie

24, Commenter I"histogramme de répartition des hématies et le tableau des résul-
tats fournis par un automate concernant le sang d'un homme adulte.

REC  3,10.10%%/L
HGB 113 g/L

HCT 0,34 L/L
MCV 1101l

MCH 36,4 pg RBC T 50100 200 300
MCHC 331 g/L
RDW 18.9 %

RBC a0 ' | h 200 I Hllﬂ

histogramime nammal

Justifier les réponses,

25. Définir « anémie régéneérative ».
Sur quel{s} examen(s) est fondé le diagnostic ? Préciser les résultats attendus.

26. Definir 'expression o thalassémie et u” thalassémie. Indiquer quelle est la
pus grave de ces pathologies. Justifier la réponse.

27. Quelle est Ia nature des corpuscules de Heinz, des corps de Jolly ?

28. Sur quel argument cytologique se définit un syndrome mononucléosique 7
Quelle en est la cause |a plus fréquente ?

29, Definir 'endomitose, Dans quelle lignée cellulaire observe-t-on ce phénoméne 7

30. Citer les facteurs intervenant dans la voie extrinséque de la coagulation.

Indiquer le test permettant |'exploration de cette voie et les réactifs nécessaires 8
sa réalisation.

31. Le phénoméne de coagulation intravasculaire disséminée se nomme aussi syn-
drome de consommation. Justifier cette appellation.

32. Quelles sont les conséquences d'une avitaminose K sur le temps de saigne-
ment et le temps de céphaline activée ? Justifier la réponse.
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TECHNOLOGIES D’ANALYSE BIOMEDICALE 1999

(corrige pp. 158-167)

Biochimie

1. Protéinogramme,

L'électrophorése sur gel d'agarose & pH 8,6 des protéines sériques chez un sujet
présentant un syndrome inflammatoire aigu a donné les résultats suivants :

Intervalle de référence
Protides totaux e300t 65-80 gL 1
Albumine O 42.2% 52 - 65 %
Globulines alpha_-_lﬂ_. T.1% 2-4%
Globulines alpha 2 23T % 10-14 %
Globulines béta ) 9,0 % 5-13 %
Globulines gamma . iE,t} % 10-19 %

1.1. Reproduire et annoter I'électrophorégramme (document ci-dessous)
Préciser la zone du dépdt, le sens de migration. Justifier les réponses,

1.2. Identifier les différentes fractions protéigues séparées.

1.3. Determiner les concentrations de I'albumine et des globulines, expri-
mées en gLt

® ©

1.4. Comparer I'électrophorégramme et le profil protéigue (ci-dessous) réalisé
avec le sérum du patient précédent.
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% Apge;3Dans

457 % Sexa M
E&D%E
150 % : [
- ]
1060 %% : — - .-! i - }
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= —

gM G A 2 ORD HPT TRAF  ALB

Ig ¢ imrunogiobuling
QR0 : orosomucoile
HAF : haptoglobine
THF : transferming
ALE : albwoming

2. pHi et chromatographie sur résine échangeuse d'ions.
2.1. Définir le pHi d'un acide aminé.

2.2, Ecrire les equiliores d'ionisation de la cystéine en fonction du pH. Calcu-
ler le pHi de la cystéine.

Données ; les pK des groupements ionisables de la cystéine sont, 8 25°C :
pk, (o CODH) = 1,71 pKola NH,) = 10,78 pKH-SH) = 8,33

2.3. Un mélange de trois acides aminés : cystéine, lysing (pHi = 9,74), acide

glutamique (pHi = 3,22), réalisé en milieu tampon pH 2,0, est déposé sur une

colonne de résine polystyrénique substituée par des groupements sulfonates
(-503). L'élution est effectuée avec un gradient de pH de 2,0 4 10,0,

Indiguer et justifier I'ordre d'élution des trois acides aminés.
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3. Indiguer la nature du prélévement sanguin et les conditions a respecter en vue
de I'analyse du pH et des gaz du sang.

4. Qu'estce qu'un canal membranaire voltage-dépendant ? Donner un exemple.
5. Le cholestérol est le précurseur des sels biliaires et des hormones stéroides.,

5.1, Indiguer le lieu de synthése des sels biliaires. Préciser leur role dans la
digestion et leur lieu d'action.

5.2. Citer deux hormones stéroides. Préciser leur(s) role(s) et I'organe qui les
synthétise.

6., Le tableau ci-dessous indique des valeurs de référence plasmatiques el urinai-
res de différents composés.

Expliguer, pour chacun des composés dont "élimination urinaire (dU) est proche de
Zéro, les causes de cette absence dans une uring normale,

Quel est le comportement du rein vis-8vis de l'ammoniac ?

Constituants Plasma sanguin du

Albumine - "-ﬁ'-mg.L 1 £#0

Triglycérides 1,0-1,5 mmol L1 # 5_.‘

Glucose - é.B - 5,1 mmal. Lt #0

Cholestérol 5,1-7,2 mmolL #0

Bilirubine  6-24 pmol. Lt #0

HCO; 22 - 26 mmol L | #0 o

NH;  20-60 pmolL! 20 - 70 mmol.L!
Microbiologie

7. Campylobacter jejuni est une espéce bactérienne responsable d’infections intes-

tinales,

7.1, Quelles sont les caractéristiques microscopiques de cette bactérie 7

7.2, A partir d'un exemple de votre choix, décrire un mecanisme physiopatho-

logique de diarrhée entéro-invasive.

8. Recherche de Neisseria gonorrhoeae dans un prélévement vaginal
Indiguer les modalités du prélevement et les différentes étapes de I'analyse.

9. Les flagelles bactériens et la mobilité.

9.1. Quelle est la nature biochimique des flagelles 7
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9.2, A I'aide de schémas annotés, décrire les différentes ciliatures rencon-
trées cherz les bactéries.

9.3, Citer deux techniques courantes utilisées au laboratoire pour mettre en
évidence la mobilité.

10. Méningites.

10.1. Citer trois agents bactériens fréquemment responsables de méningites
a liguide trouble.

10.2. Comparer les cytologies du liquide céphalorachidien dans le cas d'une
meéningite a liquide trouble et dans celui d'une méningite a liquide clair.

11. Devant I'urgence que représente une septicémie, des techniques permettant un
diagnostic rapide sont mises en ceuvre a partir de la culture obtenue en flacon
diphasique de Castaneda.

Décrire 'une de ces techniques.

12. Le comportement des bactéries vis-awvis d'un antibiotique peut étre connu par
une méthode d'antibiogramme en milieu liquide utilisant les concentrations criti-
ques supérieure et inférieure de cet antibiotique.

A l'aide d'exemples de résultats, expliquer comment s'effectuent la lecture et
'interprétation de cet antibiogramme.

13. Indiquer les critéres d'identification de Plasmodium falciparum sur un frottis san-
guin coloré par la technique de May-Grunwald Giemsa.

14. L'observation de l'appareil sporifére asexué d'un Aspergillus est une étape
importante de son identification.

14.1, Faire un schéma légendé de cet appareil sporifére.

14.2. Indiquer les caractéres morphologiques de cet appareil sur lesguels
repose en partie le diagnostic d'espece.

15. La grippe.
15.1. Présenter |la structure du virus de la grippe.

15.2. Des pandémies massives de grippe sont observées plusieurs fois par
siécle, Comment les explique-t-on 7

Immunologie

16. Sérologie de |la syphilis par la technigue TPHA
16.1. Indiquer le type de |a réaction Ag-Ac mise en jeu.

16.2. Préciser la constitution du réactif-antigéne utilisé.
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16.3. Indiguer la composition qualitative de '« absorbant « |parfois incorporé
au réactif antigéne), avec leguel on traite le sérum & tester. Quel est le but
de ce traitement ?

17. Les lymphocytes T cytotoxiques

17.1. Schématiser la reconnaissance par un lymphocyte T cytotoxique (LTc)
d'une cellule infectée par un virus.

17.2. Décrire le mode d'action des LTc.

18. Quelle recherche doit-on mettre en ceuvre, lors d'un don du sang, en cas de
résultat négatif ou douteux du groupage rhésus standard 7 Justifier |a réponse.

19, Définir 1a vaccination.,

Donner la composition du vaccin DT polio (antidiphtérique, antitétanique, antipolio-
myélitique).

20, Les apoprotéines sériques Al et B peuvent étre dosées par électroimmunodifiu-
sion, technique de Laurell, dans un méme gel d'agarose.

20.1. Indiquer les principaux réactifs nécessaires a la mise en ceuvre de
cette technigue.

20.2. Quelles sont les principales étapes du protocole opératoire 7

20.3. Comment les concentrations en Apo Al et Apo B des différents échan-
tillons sont-elles déterminges 7

Hématologie
21. Les leucémies aigués
21.1. Citer les deux grands types de leucémies aigués.

21.2. Quels sont les résultats du myélogramme qui permettent de confirmer
un diagnostic de leucémie aigue, quel que soit le type ?

21.3. Pour différencier les deux grands types de leucémie aigué, on réalise
des colorations cytochimiques. En citer une en précisant les résultats.

22. Citer, dans |'ordre de maturation, les différents stades de la lignée granulocy-
taire neutrophile.

23, La coloration du May-Granwald Giemsa permet de mettre en évidence des élé-
ments d'affinité azurophile.

23.1. Citer deux cellules sanguines comportant des éléments azurophiles.

23.2. Quelle est la coloration de ces éléments ? Justifier la réponse.
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24, Dans quel but est réalisé le test de faiciformation 7 Décrire I'aspect cellulaire
observé,

Comment expliquer ce résultat positif ?
25, L'International Normalized Ratio (INR).
25.1. Définir FINR.

25.2. Expliquer l'intérét de cet indice.

26. Un bilan préopératoire de I'hémostase a donné les résultats suivants :

Numération des thrombocytes 300.107 par litre de sang
Taux de prothrombine S ) 557;;. )

TS (méthode VY incision) 5 min

Temps de céphaline activée [TCA) 47 5 pour un témoin de 36 s

Le TCA réalisé ensuite avec un melange volume a volume de plasma témaoin normal
et de plasma du patient est de 37 s.

26.1. Analyser ces résultats.
26.2. Quel facteur de coagulation doiton alors doser ? Pourquol 7

27. L'hémogramme réalisé chez un homme montre une anémie microcytaire hypo-
chrome.

27.1. Quels paramétres permettent cette conclusion 7 Indiquer leurs valeurs.

27.2. Quel test complémentaire envisager ? Préciser les résuitats possibles.

TECHNOLOGIES D’ANALYSE BIOMEDICALE 2000

{corrige pp. 167-177)
Microbiologie
1. La détermination du type respiratoire.

1.1. Indiquer le principe et la technigue de réalisation de cette recherche.

1.2. Présenter les différents résultats pouvant étre observés.

14
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1.3. Préciser 'intérét de cette détermination pour I'identification des bacilles
a Gram négatif, oxydase négative et cultivant en aérobiose.

2. Présenter sous forme de schéma deux types de ciliature observés chez les
bacilles 8 Gram négatif.

Donner un exemple pour chacun.

3. Un nombre croissant d'infections nosocomiales est di a des souches dites -
lactamase a spectre étendu (BLSE ou BSE).

3.1. Qu'est ce qu'une [Hactamase a spectre étendu ?

3.2. Comment met-on en évidence ces [Hactamases a8 spectre étendu sur un
antibiogramme par la méthode des disques ?

3.3. Un mode fréquent de transmission, entre bactéries, des génes codant
pour les Plactamases a spectre étendu est 1a conjugaison. Présenter succine-
tement les étapes de ce phénomeéne.

4. Un homme ageé présente des signes d'endocardite. Une souche de Staphylococ-
cus aureus a eté isolée et identifiée dans les hémocultures successives qui ont été
réaliseées, et une antibiothérapie a été instaurée, avec une association de gentami:
cine et d'oxacilline.

Pour vérifier I'efficacité du traitement, on effectue I'étude du pouvoir bactéricide du
serum.

On dispose :
- du sérum du patient ;

- d'une suspension de la souche de Staphylococcus aureus isolée du patient consti-
tuant I'inoculum bactérien.

4.1, Présenter succinctement le protocole opératoire, v compris la composi-
tion du témoin réalisé,

4.2, Aprés incubation, ce sérum présente un effet bactériostatique a la dilu-

tion 1/32. schématiser, en la justifiant, la gamme de dilutions correspondant
a ce résultat.

4.3. On repique ensuite chague tube limpide par étalement d'une strie, a
"aide d'une anse calibrée de 10 pl, sur une gélose coulée en boite de Pétri.
Aprés incubation, on compte les colonies sur chague strie. La plus grande
dilution du sérum ayant un effet bactéricide est 1/8.

Quel est I'ordre de grandeur du nombre de colonies obtenues pour les stries
réalisées & partir des dilutions 1/4, 1/8 et 1/16, sachant que la concentra-
tion bactérienne de déparnt est de 5 = 10F bactéries par mL ?

5. La recherche de 'agent responsable d'une diarrhée comprend toujours |'exa-
men microscopique des selles, Cet examen inclut I"état frais, deux frottis, 'un
coloré au bleu de méthyléne, |"autre au Gram.

Préciser l'intérét de chacune de ces préparations.
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6. Comparer succinctement les mécanismes physiopathologiques de diarrhées
dues a E. coli entéro-invasif et E. coll entérotoxique.

7. Reproduire et compléter le tableau suivant

Prodult biologique Taille approxima- Elément(s)
Forme parasitaire humain contenant  tive de la forme  morphologigue(s)
la forme parasitaire parasitaire en pm caractéristique(s)

(Euf de Schistosoma haematobium
Larve de Trichinella spiralis
Embryophore de Taenia saginata

Gameétocyte de Plasmodium
falciparuim

8. Un enfant présente des plaques d'alopécie évoquant une teigne. L'examen
direct montre la présence de filaments mycéliens.

8.1. Quels sont les genres de champignons dermatophytes susceptibles
d'étre impliqués dans des teignes 7

8.2, Sur quel milieu doit-on réaliser la culture 7 Préciser les conditions d'incu-
bation.

8.3. A partir du schéma d'un examen microscopique d'un fragment de culture
présenté ci-aprés, indiguer le nom des éléments 1 et 2 observés.

1

(A

9. Le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) est un virus & ARN, enveloppé,
qui fait partie de la famille des Retroviridae.

9.1. Expliquer pourquoi ce virus est particuliérement sensible aux agents ten-
sic-actifs comme les savons.

9.2. Indiquer les précautions a prendre pour prévenir, au laboratoire, les ris-
ques de contamination du personnel et de I'environnement lors de la manipu-
lation du sang et du sérum humain.

9.3. Quelle est la caractéristique du cycle de réplication de cette famille de
virus qui justifie leur nom de Retroviridae 7 Expliquer le principe du traitement
par I'AZT ou zidovudine.
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Biochimie

10. Certaines enzymes, dosées ou ulilisées lors de dosages, contiennent des rési-
dus de cystéine dont les fonctions thiol doivent rester sous forme réduite R-SH.

10.1. Danner la réaction d'oxydoréduction correspondant & la formation d'un
pont disulfure entre deux résidus de cystéine,

10.2. Quelles peuvent étre les conséquences, pour 'enzyme, de la formation
de pont{s) disulfure ?

1_[:.3. Des molécules organiques telles que le glutathion ou la cystéine sont
ajoutées aux milieux réactionnels comme agents antioxydants. Justifier la
réponse.

11. Présenter les mecanismes physiopathologiques de la formation d'un cedéme
consecutif a une hypoprotéinémie.

12. Equilibre acido-basique
12.1. Indiguer les différentes formes de transport du CO, dans le sang.

12.2. Expliguer comment les poumons interviennent lors d'une acidose méta-
bolique et lors d'une alcalose métabolique,

13. Décrire succinctement les étapes permettant la production d"ATP par phospho-
rylation oxydative.

14. La figure ci-dessous représente ["hybride obtenu entre un ARN messager isolé
du cytoplasme et I'ADN génomique d'une cellule eucarnyote.

i
PN

14.1. Donner le nom des éléments représentés (légendes 1, 2, 3 et 4),

14.2. Justifier 'aspect de cet hybride en présentant sous forme d’un schéma
les étapes de la transcription d'un géne cherz les organismes eucaryotes.

if
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15. Le dosage de la bilirubine est réalisé selon le tableau suivant.

Tubes n*

o

Etalon & 0,1 mol.L! en solution dans ke sérum normal (mL)

Sérum normal (mL)
Sénum & doser (mL)
Réactif 4 la caféine {mL})
Eau distillée {(mL})

b | b | R D e r::| -
Pl M| DS = ha
Sl Mo c:-i LR
=l el B Rl = =] o
R(wlolmrl ool

Diaroréactif (mL)

Indiguer le role de chacun des tubes 1 a 5. Justifier les réponses.

16. Présenter les modalités et les caractéristiqgues de la réabsorption rénale du glu-
cose au niveau d'une cellule de I'épithélium tubulaire. Justifier 'absence de glucose
dans |'urine chez un sujet normal.

Hématologie - Histologie

17. Déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase

Aprés absorption d'un médicament a propriétés oxydantes, I'examen du sang d'un
sujet montre la présence de nombreux corps de Heinz.

17.1. Donner le principe de la recherche des corps de Heinz.
17.2. Que représentent ces corpuscules 7
17.3. lustifier leur formation dans le cas présenté.

18. Thalassémie.

Chez un sujet atteint de thalassémie, on note la formule sanguine suivante (valeur
en %)

polynucléaires neutrophiles o2
polynucléaires éosinophiles o =
polynucléaires basophiles o
lymphocytes 23
monocytes 9
myelocytes neutrophiles 2
métamyélocytes neutrophiles 4

enythroblastes polychromatophiles et acidophiles 40

anisocytose importante a dominante microcytaire ;

hypochromie, nombreuses cellules cibles ;

heématies polychromatophiles et hématies a ponctuations basophiles ;
poikilocytose.
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Etablir la formule levcocytaire en valeurs absolues en justifiant les calculs (nombre de
leucocytes donné par I'automate : 14.10% LY et interpréter les résultats fournis.

19. Citer dans 'ordre les différents stades de la maturation d’un polynucléaire neu-
trophile.

20. Justifier 'utilisation de la paraffine dans le protocole de préparation des coupes
histologiques.

21, Indiquer le ou les liguides biclogiques et réactifs utilisés pour le dosage du fibri-
nogéne par méthode chronométrigue.

Citer un autre type de méthode permettant de doser cette protéine.

En quoi ces deux meéthodes sont-elles complémentaires 7

22, Présenter les modes d'action de I'érythropoiétine (EPQ) au niveau de la cellule
cible.

Quelles sont les variations de I'hémogramme induites par une administration d'EPO 7

Quel est le facteur qui déclenche la synthése de I'érythropoiétine 7 Indiquer les cel-
lules produisant cette hormone.

Immunologie

23, Sérodiagnostic de la grossesse,

On utilise un coffret comprenant :

- un antisérum ;

- un diluant ;

— une suspension d"hématies sensibilisées ;
— des compte-gouttes ;

— des tubes,

Donner le principe de ce test.

24, Le dosage de |"hormone chorionigue gonadotrope (BHCG), dans le plasma, est
réalisé par une méthode immuno-enzymatique de type sandwich.

24.1. Indiquer, en illustrant de schémas, le principe du dosage de cetle hor-
MOone,

24 .2, Préciser le role des lavages effectués lors de la manipulation.

25, Le sérodiagnostic de la toxoplasmose peul étre réalisé par différentes techni-
ques immunoclogiques.

25.1. Citer deux de ces techniques.

25.2. Préciser, pour chacune d'entre elles, la méthode utilisée pour titrer les
IgM spécifiques. Justifier I'intérét de ce titrage.
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26. Présenter les processus cellulaires par lesquels s'installe et se déclenche la
réaction d'hypersensibilité immédiate.

27. Dans quelles circonstances les cellules synthétisent-elles "interféron i ? Quel
est alors son rdle ?
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TECHNOLOGIES D’ANALYSE BIOMEDICALE 1995

1. Clairance de la créatinine

La créatinine est filtrée, non réabsorbée, non sécrétée par le rein. La clairance en
créatinine représente le débit de filtration glomérulaire.

C= % C=1mLs?

La valeur est abaissée, c'est le signe d'une insuffisance rénale.

2. Les différentes catégories de lipides sériques sont :
- les acides gras;

- les phospholipides ;

— le cholestérol (libre et estérifié) ;

— les triglycérides.

3. Structure générale d’une lipoprotéine

Le pdle hydrophile est constitué par des phospholipides, du cholestérol libre (—-0H)
et des apoprotéines qui se trouvent en surface.

Le noyau central, hydrophobe, est constitué de triglycérides et cholestéral estérifié.

Triglycérides

Cholestérol libre

Cholestérol estarifie i

Phospholipides

4. Glucose-6-phosphate déshydrogénase érythrocytaire

glucose-6-phosphate déshydrogenase
Glucose 6-P + NADP* &« Gluconate 6-P (ou gluconolactone-6P) + NADPH, H*

La glucose-G-phosphate déshydrogénase intervient dans la voie des pentoses phos-
phates dans I'érythrocyte.

i
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Le dosage sera effectué sur I'hémolysat puisque 'enzyme est présente dans les
érythrocytes.

5. Mécanisme d'un transport actif transmembranaire

Le transport actif s'effectue & |'aide d'un transporteur dans le sens inverse du gra-
dient de concentration et avec consommation d'énergie (ATP).

Extérieur @ Intérieur
Transport actif
3Na <&
ADP + Pi
ATP
2K

6. Dosage de I'albumine sérique par la méthode au vert de bromocrésol :

La limite de linéarité de la méthode est de 500 pg/tube. La gamme sera établie de
0 & 500 pg/tube.

La concentration de la solution d'albumine diluée est @

500 x 105
= = 2.5 g.L’l
200 = 10
Dol la dilution de la solution étalon :
20
d=——>0 =20
2.5
Gamme proposée :
Tubes i i 2 3 4
Solution etalon d'albumine diluée au 1720 (ul) 0 50 100 150 200
Eau physiologique (pL) 200 150 100 50 0
Réactif de coloration {rmL) 5 5 5 5 5
E}uanllﬁ d'albumine {ug) 0 125 250 375 500
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7. Allure du trace densitométrique d'un protéinogramme de sérum normal 8 pH 8,6
sur acétate de cellulose

@ Albuming E::'

Globulines

ity iig It ¥ Dépét

B. Sécurité

Symbaole A : facilement inflammable.
aymbole B : toxigue.

Symbole C : corrosif,

Microbiologie

9. Candida albicans est une levure,

Un état frais permet de montrer gu'il 8'agit d'une levure. On observe une cellule
ronde ou ovalaire de 3 & 5 pum éventuellement bourgeonnante. La coloration de
Gram n'apporte pas de renseignement supplémentaire car les levures sont des cel-
lules eucaryotes,

Un milieu RAT ou PCB permet de montrer, aprés 24 4 48 heures, la présence de
pseudomycélium pour toutes les levures du genre Candida et de chlamydospores
s'il s’agit de 'espéce alblcans.

Le milieu RAT (riz, agar, tween) est un milieu pauvre favorisant la formation de chia-
mydospores caractéristiques de l'espéce albicans, |l est coulé en couche mince en
petite boite de Pétri et ensemenceé par stries recouvertes d'une lamelle, La boite est
incubée a température ambiante ou 8 30°C. Le milieu étant transparent, |'observa-
tion microscopique peut étre effectuee directement en posant la boite sur la platine
du microscope et en utilisant un objectif = 10, Les levures du genre Candida sont
reconnaissables par la présence de pseudomycélium et de blastospores. L'espéce
albicans est identifiée par ses chlamydospores, spores de 6 4 12 ym a parois
épaisses réfringentes, apparaissant aux extrémités des filaments.

Le milieu PCB (pomme de terre, carotte, bile) est un milieu équivalent mais condi-
tionné en tube et demandant donc un &tat frais pour la lecture,
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Le test de blastése ou test de Taschdjian permet d'identifier I'espéce albicans car
c'est la seule levure capable de former des tubes germinatifs en sérum et en
3 heures.

10, Clostridium tetani est une bactérie anadrobie stricte.

C’est un bacille & Gram positif sporulé de la flore tellurique qui produit une exo-
toxine protéique neurotrope.

10.1. La spore bactérienne est une forme de résistance. Elle résiste aux
agents physiques tels que la chaleur (certaines résistent 4 80°C et a 100°C),
la sécheresse, les rayonnements (UV), les fortes pressions, et aux agents chi-
migues. Elle résiste plus longtemps aux antiseptiques (il faut 24 heures pour
détruire une spore avec du formol a 20 %).

10.2. Le tétanos est une toxi-infection qui débute par la pénétration de spo-
res de Clostridium tetani dans |'organisme. Les spores pénétrent le plus sou-
vent & la faveur d'une lésion cutanée profonde. Au point d'inoculation, si les
conditions d'anaéroblose sont suffisantes, les spores germent et donnent
des bactéries qui produisent une toxine. Cette toxine gagne le systéme ner-
veux central soit par voie hématogéne, soil par voie nerveuse (la toxine
remonte le long des axones des motoneurones). Elle se fixe alors sur des lipi-
des du tissu nerveux et agit sur une cible spécifigue, ce qui entraine une
paralysie spastique (contractures permanentes).

11. L'urine est naturellement stérile mais le prélévement de l'urine ne s'effectue
pas stérilement. De plus les bactéries se développent facilement dans I'urine, La
présence de bactéries dans I'urine n'est donc pas un critére suffisant pour conclure
a une infection urinaire. Il faut montrer un état inflammatoire par la présence de leu
cocytes a un taux significatif dans 'urine et une bactériurie suffisante. Les deux cri-
téres, leucocyturie et bactériurie, doivent &tre recherchés sur une urine fraichement
émise (moins de 2 heures).

Leucocyturie : elle se détermine sur I'urine entiére par une numeération en hématimé-
tre. Le seuil le plus souvent admis est de 10% leucocytes/mL. Parfois, lorsque I'exa-
men du culot de centrifugation montre plus de 20 leucocytes par champ, on se
dispense de la numération en hématimetre car elle donnerait un résultat supérieur
au seuil.

Bactériurie ; elle se recherche de différentes maniéres mais toutes les techniques
reviennent & numérer les colonies obtenues, aprés mise en culture d'un volume
plus ou moins précis d'uring, Une colonie correspondant & une bactérie de I'urine,
le nombre de colonies indique leé nombre de bactéries de 'urine. Le seuil le plus
souvent admis est de 10® bactéries,/ mL.

Une bactériurie supérieure ou égale a 10%/mL et une leucocyturie supérieure ou
égale 4 10%/mL sont le signe d'une infection urinaire. D'autres critéres peuvent &tre
pris en compte comme étant des preuves d'infection : présence de cylindres leuco-
cyltaires ou granuleux {(un cylindre est un moulage de tubule rénal), hématurie, cellu-
les rénales.

12. Le test « oxydase » est un test empirique gui n'explore pas une enzyme particu-
ligre.
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12.1. Il permet de mettre en évidence la capacité pour une bactérie 3 oxyder
la forme reduite d'un oxalate ou d'un chlorhydrate de méthyl-paraphényléne-
diamine incolore. La forme oxydée de ce réactif est rougeviolacé. Pour un
test « oxydase négatif «, le réactif restera incolore en présence de la bactérie.

12.2. Il ne permet pas de prévoir le type respiratoire. Pour un méme type res-
piratoire, le test d'oxydase peut étre positif ou négatif. Parmi les bactéries
aéro-anaérobies facultatives, on retrouve les entérobactéries oxydase négatif
et les vibrions oxydase positifs. De méme, pour les bactéries aérobies stric-
tes, les Acinetobacter sont oxydase négatifs et Pseudomonas oxydase positif.

13. Plusieurs milieux peuvent étre utilisés pour I'étude de la voie d'attague du giu-
cose,

lls ont des caractéristiques communes permettant de mettre en évidence la dégra-
dation du glucose par une acidification du milieu en présence et en absence du
dioxygéne,

lls doivent avoir une base gélosée suffisamment nutritive mais relativement pauvre
en peptones, car la dégradation des peptones par les bactéries libére des produits
alcalins. lls doivent &tre exempts de glucide et peu tamponnés pour rendre le milieu
plus sensible.

lls doivent étre faiblement gélosés pour que le dioxygéne de I'air ne se redissolve
pas trop vite aprés régénération et ensemencement, et pour limiter 1a diffusion des
produits acides.

lls doivent contenir un indicateur de pH pour visualiser |'acidification due a la dégra-
dation du glucose ajouté au moment de I'emplol 2 une concentration de 10 g/L.

Deux milieux sont ensemencés aprés avoir retiré le dioxygéne dissout. L'un sera
incubeé tube non fermé hermétiguement et "autre recouvert de paraffine pour per-
mettre une culture en anagrobiose.

Aprés 24 heures d'incubation, plusieurs aspects des tubes sont possibles :

- les deux tubes sont entierement acidifiés, le glucose est dégradé en présence et
en absence de dioxygéne. La voie d'attague du glucose est dite « fermentative »
méme si la bactérie utilise la voie oxydative lorsqu'elie est en présence de dioxy-
géne. C'est le cas des entérobactéries, des vibrions, etc.

— seul le tube sans paraffine présente une acidification en surface. La voie d'atta-
que du glucose est dite « oxydative », la bactérie ne dégrade le glucose gu'en pré-
sence de dioxygene. C'est le cas des Pseudomonas, des Acinetobacter, etc.

- aucune acidification n'est observeée, la bactérie est inerte vis-awvis du glucose,
C'est le cas des Alcaligenes qui, étant aérobie strict, alcalinise le plus souvent le
milieu & la surface du tube sans paraffine.

Ces milieux ne sont utilisés que pour les bacilles & Gram négatif et ce sont donc les
seuls aspects observés pour ces bactéries.

14. L'ampicilline est un antibiotique de la famille des [Hactamines du groupe des
pénicillines comme |"amoxicilline. L'acide clavulanique fait également partie de
cette famille mais son activité antibiotique est faible, c’est un inhibiteur des [Hacta-
mases. Les fHactamases sont des enzymes produites par les bactéries qui hydroly-
sent certaines [Hactamines dont ampicilline et I'amoxicilline.
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et E. coli présente une résistance vis-avis de 'ampicilline mais I'activité antibioti-
gue est récupérée lorsqu'on associe I'amoxicilline (équivalent de I'ampicilling) & un
inhibiteur de [Hactamase (I'acide clavulanique). Cette bactérie synthétise donc une
P-lactamase qui la rend résistante & I'ampicilline. L'acide clavulanigque inhibe la
B-lactamase, ce qui permet a I'amoxicilline d'agir.

15. L'herpés est une infection due au virus herpés simplex, virus de la famille des
Herpes viridae. Cette famille comprend, outre les herpés simplex, le virus de |a vari-
celle et du zona, le cytomégalovirus, le virus d'Epstein-Barr, et le 6° herpés virus
humain. Seules les infections dues a I'herpés simplex sont & traiter ici.

15.1. L'herpés peut se présenter sous différentes formes :

~ la primo-infection herpétigue, qui correspond & la multiplication du virus au
niveau de |a porte d'entrée dans |'organisme : s0it la bouche, ce qui entraing
une pharyngite ou une gingivostomatite, soit les organes génitaux. On
observe des |ésions vésiculaires (vésicules herpétigues) ;

— I'herpés récurrent qui se manifeste dans les mémes zones : lévre pour |"her-
pés buccal et organes génitaux pour I"herpés génital ;

- les formes cliniques graves : herpes oculaire, encéphalite herpétique, her-
pés neonatal, herpés des sujets immunodéficients.

15.2. La mise en évidence du virus est possible soit directement sur le pré-
levement, soit aprés culture.

Le virus peut &tre détecté grace a la mise en évidence des antigénes viraux.
On utilise pour cela des anticorps spécifigues marqués soit par un fluorg-
chrome, soit par une enzyme catalysant une réaction colorée.

A partir du prélévement, les cellules sont récoltées par grattage de la 1&sion,
mises en suspension, étalées sur une lame, fixées et incubées en présence
de I'anticorps conjugué. La lecture de la fluorescence s'effectue directement
aprés le lavage, en microscopie UV.

La technigue immuno-enzymologique permet la détection d'antigénes solubili-
seés dans le prélévement mais elle est surtout utilisée aprés culture du virus.
Dans ce cas, le prélévement est inoculé a une culture de cellules permissives
pour le virus, la culture dure de 36 heures a plusieurs jours. La mise en évi-
dence des antigénes viraux se fait par addition d'anticorps conjugués a une
enzyme. La culture cellulaire est ensuite lavée, le substrat chromogéne est
ajouté, les structures cellulaires portant les antiggénes viraux apparaissent
colorées. Dans le cas de 'herpés simplex, il 5'agit du noyau.

Le virus peut aussi étre détecté par son effet cytopathique, soit directement sur
le préléevement, soit aprés culture du virus. Les cellules infectées prennent 1a
forme de ballon, la chromatine du cytoplasme se marginalise : en culture, elles
se détachent du support. L'effet cytopathigue peut étre observé aprés une colo-
ration qui montre de volumineuses inclusions éosinophiles intranucléaires.

Cet effet cytopathigue n'est pas spécifique de I'herpés simplex. Pour un diagnostic
precis et un typage du virus, il faut done rechercher les antigénes viraux,

16. Le diagnostic de I'anguillulose repose sur la mise en évidence des larves
d'anguillules. Ce parasite (Strongyloides stercoralis) est un nématode dont les ceufs,
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pondus par les femelles adulies, éclosent dans l'intestin et donnent naissance a
des larves rhabditoides émises dans les selles. A 'examen direct, sans prépara-
tion, il est rare de les observer. Une technigue spécifique permet de les concentrer :
la technigue de Baeman. Les larves d'anguillules ont la propriété d'étre attirées par
I"'eau chaude. Il suffit donc de les faire migrer vers de 'eau a 45 °C dans laguelle il
sara facile de les observer.

L'appareillage consiste en un entonnoir dont la tubulure est prolongée par un tuyau
de caoutchouc fermeé par une pince et une passoire métalligue s'adaptant dans
I"'entonnoir.

Dans la passoire tapissée d'une ou de deux couches de gaze, on dépose 10 a 20 g
de selle. La gaze est rabattue sur la selle.

L'entonnoir est rempli jusqu’au tiers de sa hauteur avec de 'eau chaude (45 °C). La
passoire, une fois placée dans l'entonnoir, doit juste étre en contact avec 'eau
(I'eau doit affleurer la partie inférieure des selles).

Les larves vont migrer vers 'eau chaude. Au bout d'une demi-heure, on soutire de
I'eau de I'entonnoir par le tuyau souple, 'eau est centrifugée (1 500 tours par
minute pendant 2 min), les larves sont recherchées dans le culot. Si la recherche
est négative, recommencer et soutirer I'eau au bout de 2 & 3 heures,

Pour étre efficace cette technique doit &tre pratiquée sur des selles fraiches et suf-
fisamment consistantes. 5i la selle a plus de 18 heures, les larves rhabditoides non
infestantes peuvent se transformer en larves strongyloides infestantes. Ces larves
ont la propriété de traverser la peau saine d'ol un risque de contamination lors de
la manipulation.

La larve d'anguillule mesure 200 a 300 um de long.

Hématologie

17. L'éosinophilie se définit par un nombre de granulocytes éosinophiles supérieur
4 0,5.10%L dans le sang.

Elle peut étre due par exemple a ;
- une parasitose (le plus souvent une helminthiase);
- une allergie.

18. Il y a une diminution de Hb A1, une légére augmentation de Hb A2 et une forte
augmentation de Hb F. On trouve ce type de résultat en cas de [Fthalassémie
majeure. Dans ce cas, sur frotlis, on observe de nombreuses hématies cibles, une
hypochromie nette, une anisocytose importante, la présence d'inclusions érythrocy-
taires et d'érythroblastes.

19. Chez M. X et Mme Y le TCA est allongé. Cet allongement du TCA peut étre di a
un déficit en facteurs de la coagulation ou & la présence d'un anticoagulant circu-
lant.

Dans le premier cas, le melange plasma du patient + plasma témoin donne un TCA
normal. Dans le second cas, le TCA du mélange est allonge.

Donc, chez Mme Y, il s'agit d'un déficit en un ou plusieurs facteurs de la coagula-
tion explorés par le TCA et, chez M. X, il s’agit d'un anticoagulant circulant.

Vi
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20. L'urokinase active le plasminogéne en plasmine. La plasmine hydrolyse la
fibrine. L'urokinase joue essentiellement un rble dans la lyse des dépdts fibrineux
formés hors du systéme vasculaire,

21. Le diagnostic de la maladie de Kahler repose sur la présence dans la moelle de
plus de 15 % de plasmocytes.

L'étude des protéines sérigues nécessite trois étapes ;

- dosage des protéines sériques, on trouve dans ce cas une hyperprotéinémie
(=100 g/L);

- électrophorése des protéines sérigues qui montre un pic étroit le plus souvent
dans la zone des gammaglobulines ;

- immuno-electrophorése qui permet de caractériser l'immunoglobuline monocio-
nale (le plus souvent une 1gG).

22, La vitamine B12 est nécessaire a la synthése du dTMP et donc indispensable &
la synthése de I'ADN.

Line carence en vitamine B12Z entraine donc des mitoses lentes et parfois anormales,
Par contre, la synthése de I'hémoglobine n'est pas touchée et la maturation cytoplas-
migue est normale. |l y a donc un asynchronisme de maturation nucléocytoplasmigue.

La concentration en hémoglobine du cyltoplasme provoquant Parrét des mitoses
avant que le nombre habituel de celles-ci soit atteint, les cellules subissent moins
de mitoses d'ol leur grande taille.

23. L'un des fixateurs les plus utilisés en anatomopathologie est le liguide de
Bouin, dont la composition qualitative est |a suivante :

— formaol ;

- acide acétigue ;

- acide picrique ;

- Bau.

Le formol salé est également utilisé :

— formaol ;

— eau physiologigue.

24, Les principales précautions & respecter dans la mise en ceuvre de la fixation en
anatomopathologie sont les suivantes :

- fixer sitdt aprés le prélévement ;

— introduire la piece dans le fixateur;

— prévoir un volume de fixateur de 10 a 15 fois le volume de la pigce.

Immunologie

25, Antistreptodormases

Le dosage des antistreptodornases d'un sérum est réalisé par une réaction de
neutralisation : il s'agit, ici, de la neutralisation de ['activité enzymatique de la
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rochrome est ajoutée. Aprés incubation puis lavage, une lecture est effectuée au
microscope a fluorescence : la présence d anticorps spécifigues dans le sérum se
traduira par une fluorescence des toxoplasmes.

Le test de Remington est une réaction d'immunofluorescence indirecte ol I'antiglo-
buline marquée utilisée est une anti-IgM (anti-chaines p) : ainsi, seules les [gM spé-
cifiques seront révélées, leur présence indiguant une toxoplasmose débutante.

29. L'hypersensibilité dont le mécanisme implique une réponse immunitaire exclusi-
vement retardée est I'hypersensibilité de type IV ou hypersensibilité retardée.

30. Dans I'hypersensibilité de type IV, les cellules spécifiques intervenant sont les lym-
phocytes T (lymphocytes T inducteurs, CD44 et lymphocytes T cytotoxiques, CD8+).

TECHNOLOGIES D’ANALYSE BIOMEDICALE 1996

Microbiologie

1. Les diarrhées sont définies par I'émission de selles anormalement fréguentes et
liguides. L'aspect liquide est di soit & Pinhibition de 'absorption d'eau, soit & une
augmentation de la sécrétion d'eau par les entérocytes. Les diarrhées peuvent étre
d'origine virale, parasitaire, fongique ou bacténenne. La question porte sur les diar-
rhees entéro-invasives qui concernent les bactéries. Les bactéries n'agissent pas
toutes de la méme maniére : certaines sont entéro-loxigénes, d'autres entéro-inva-
sives, d'autres enfin sont opportunistes et ne s'installent qu'a la faveur d'une dis-
parition de la flore normale.

Les bactéries entéro-invasives pénetrent dans 'organisme par voie digestive. Ce
sont les aliments ou I'eau qui sont responsables de la contamination.

Ces bactéries ont la propriété de se fixer aux entérocytes grace a des structures
d'adhésion. Une fois attachées, elles pénétrent dans I'entérocyte, s'y multiplient,
gagnent les cellules voisines, entrainent une réaction inflammataoire locale. Les con-
séquences en sont la nonréabsorption d'eau par les entérocytes, la présence de
leucocytes, d'hématies et de mucus dans les selles,

Ce processus a été décrit dans le cas de Shigella dysenteriae, qui est la bactérie
entéro-invasive type. D'autres bactéries agissent de méme : les Escherichia coli
entéro-invasifs et entéro-hémomragiques, certaines Salmonella, Yersinia enterocoli-
tica, Campylobacter jejuni/coli.

2. Chlamydia trachomatis est une bacténe parasite intracellulaire obligatoire. Cer-
tains sérovars ne se développent que dans les cellules épithéliales cylindriques,
d'autres se multiplient dans les macrophages. Le pouvoir pathogéne dépend donc
du sérovar. Cette espéce est responsable du trachome, de lymphogranulomatose
vénerienne, d'infections oculaires, pulmonaires et génitales. Dans cette question, |l
ne s'agit que du diagnostic des infections génitales a C. trachomatis. Ces infections
sont des maladies sexuellement transmissibles (MST) actuellement trés répandues
qui restent difficiles a dépister en raison de la physiologie de la bactérie. Cette bac-

b
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térie est, a I'heure actuelle, responsable, seule ou associée a d'autres micro-orga-
nismes, de 30 a 40 % des urétrites, cervicites, salpingites, orchi-épididymites.

Le diagnostic repose sur la mise en évidence de la bactérie dans les cellules du pré-
levement.

Le prélévement se fait par grattage de la muqueuse urétrale ou cervicale. Au cours
d'une coelioscopie, un frottis de la muqueuse des trompes peut étre effectué.

Les bactéries sont visualisées par la mise en évidence de leurs antigénes par une
technigue d'immunofiuorescence en utilisant des anticorps spécifiqgues conjugués a
un fluorachrome. Cette technique est simple a pratiquer mais difficile a interpréter,
Elle met en évidence les corps élémentaires (particules infectieuses sphériques de
0,3 pm) fluorescents.

Une technigue - immuno-enzymatique de type ELISA peut étre utilisée. De nombreux
kits sont proposés : sur membrane, en microplague, sur bille. Leur valeur est variable.

La technigue la plus fiable consiste a amplifier une partie du génome de la bactérie
(soit un plasmide spécifique, soit un géne codant pour une protéine majeur de mem-
brane externe, soit un géne codant pour un ARNr) par exemple par PCR, et de l'iden-
tifier grace a une sonde froide spécifiqgue. La technigue de détection directe de
I'ARN ribosomal de C. trachomatis par sonde froide directement dans le prélévement
n'est pas suffisamment sensible.

Bien que peu utilisée, la mise en culture du prélévement sur cellules permissives
pour les C. trachomatis (cellules de Mac Coy par exemple) est une technigue de réfé-
rence. Un miliew de transport doit &tre utilisé, tel le milieu 25P, pour maintenir vivan-
tes les bactéries.

L'incubation dure 2 & 3 jours. La présence des Chlamydia est recherchée par une
réaction immunoenzymologique.

Lors d'enguétes épidémiologiques, on recherche les anticorps anti-Chlamydia dans
le sérum des patients par une technique d'immunofiuorescence indirecte.

3. Une infection urinaire haute touche la partie haute de I"arbre urinaire donc le
rein. 1l s'agit d'une pyélonéphrite, une atteinte du bassinet et de la médullaire
rénale. Les éléments figurés devront provenir de cet organe. On pourra citer :

- les cylindres leucocytaires ou granuleux, moulages protéiques de tubule rénal. Ce
sont des éléments de grande taille (plus de 100 pum de long) qui, au départ, sont
formeés par la précipitation de protéines en milieu trop acide (cylindre hyalin). Des
leucocytes peuvent s'y trouver englobés (cylindre leucocytaire ou granuleux si les
cellules sont altérées) : ils sont alors le signe d'une infection du tissu rénal. Ces
gléments seront ensuite entrainés dans ["urine ;

- les cellules rénales, un peu plus grandes qu'un leucocyte, 3 noyau rond d'une
taille équivalente a celle du cytoplasme. Ces cellules ne se retrouvent dans 'urine
gu'en cas d'inflammation du tissu rénal ;

- les leucocytes seront présents mais le seront aussi en cas d'infection basse (cys-
tite). Leur seule présence ne suffit donc pas pour prouver une pyélonéphrite;

— les hématies, quand elles sont altérées, peuvent étre un critére supplémentaire.

4. Le test oNPG tire son nom du réactif utilisé : ortho-nitro-phényl-B-D-galactopyra-
noside. Ce réactif est un chromogéne. |l est incolore sous cette forme et coloré en
jaune lorsqu’il est hydrolysé en ortho-nitro-phénol {coloré) et galactose. L'enzyme
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capable de catalyser cette réaction est une oNPGhydrolase. Les bactéries possé-
dant une galactosidase hydrolysent le lactose en galactose et glucose, et aussi
I"oNPG qui présente aussi une liaison de type [}+1.4 avec le galactose.

Le test de dégradation du lactose est un critére trés important dans le diagnostic
des bactéries a Gram neégatif. Lorsque ce test est négatif, il faut vérifier I'éventuelie
présence d'une oNPG-hydrolase. En général, un test oNPG positif est assimilé & un
test lactose positif.

Technigue : la bactérie est prélevée sur un milieu lactosé lorsque 'enzyme est
inductible (cas des entérobactéries) ou sur un miliew non lactosé si 'enzyme est
constitutive (cas des Neisseria). On effectue une suspension dense dans le réactif
sous forme liquide ou dans de I'eau distillée additionnée d'un disgue de papier
buvard imprégné du réactif sec.

La suspension est incubée a 37 *C dans un bain thermostaté, Le tube est examing
aprés 15 minutes, puis réguligrement toutes les 30 minutes. Un test positif se tra-
duit par I'apparition d'une coloration jaune,

Le réactif peut s"hydrolyser spontanément, on ne peut prolonger I'incubation plus de
24 heures.

5. La flore de Veillon est constituée des bactéries anaérobies strictes non sporu-
lées de la flore commensale de 'homime. Clest la tlore endogéne par opposition a
la flore tellurique constituée de Clostridium, |'autre groupe des anaérobies strictes.

Elles sont abondantes dans toutes les cavités de I'organisme, bouche (amygdales)
et intestin particulierement. Elles peuvent entrainer, & la faveur d'une diminution
des defenses de 'organisme ou d'une association avec une autre bactérie, des
infections diverses. Ce sont des bactéries opportunistes.

Les Bacteroides sont les bactéries le plus souvent & I'origine d'infection. L espéce
fragilis est capsulée, ce qui la protége de la phagocytose, Elles sont retrouvées
dans des suppurations proches des muqueuses ; infections stomatologiques, ofi-
tes, sinusites, péritonites, abcés intra-abdominal, salpingite, mais aussi infections
pulmonaires, septicémies, méningites.

Les Fuscbacterium en association avec des spirilles sont responsables d'une
angine ulcéro-nécrotique, 'angine de Vincent.

Les Gardnereila et les Mobiluncus sont responsables de vaginoses, infections du
vagin sans pus mais montrant une prolifération trés importante de germes et la pré-
sence de Cluecells (cellules épithéliales entigrement recouvertes de bactéries).

Le_s Peptncnt:r:us et Peptostreptococcus sont retrouvés a 'origine de septicémies ou
d'infections intra-abdominales (souvent en association avec une bactérie aéro-anaé-
robie facultative intestinale).

6. La résistance naturelle des bactéries aux antibiotiques est celle que Pon
observe chez une bactérie avant tout contact avec I'antibiotique. C'est la caractéris-
tique des souches dites sauvages. Elle est due au patrimoine génétique de la bacté-
rie. C'est celle qui permet de déterminer le spectre d'activité d'un antibiotique : liste
des bactéries naturellement sensibles a cet antibiotique.

Pour agir, I"antibiotique doit pénétrer non altéré dans la bactérie, rester actif jusqu'a
son arrivée et sa fixation sur la cible. C'est la fixation sur la cible spécifique qui
détermine I'effet antibactérien d'un antibiotique.
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Trois types de mécanismes sont donc utilisables par la bactérie pour acquérir une
résistance :

- rendre difficile, voire impossible, la pénétration de I'antibiotique en diminuant le
nombre des porines ou en en modifiant |a structure. Cette résistance n'est possi-
ble que pour les bactéries & Gram négatif. La pénétration de I'antibiotique & tra-
vers la paroi des Gram positif ne nécessitant pas de mode de transport particulier,
la bactérie ne peut la contrer;

- inactiver l'antibiotique avant sa pénétration ou dans I'espace périplasmique grace
a une enzyme. Exoenzyme dans le premier cas, endoenzyme dans le second ;

- maodifier la structure moléculaire de la cible pour que la fixation de I'antibiotique
ne soit plus possible. La bactérie peut aussi diminuer fortement le nombre de
malécules cibles, voire en arréter la synthése.

Un seul de ces meécanismes suffit pour rendre la bactérie résistante a 'antibiotique
concerné et parfois a toute une famille d'antibiotiques. L'efflux actif chez les bacté-
ries a Gram négatif (I'antibiotique pénétre dans la cellule et en est exclu avant toute
action) peut étre également une forme de résistance.

7. Les Aspergillus sont des champignons de la classe des Ascomycétes, de |'ordre
des Plectomycétes et de la famille des Aspergillacées. Ce sont des champignons cos-
mopolites retrouves dans les lieux humides sur les matiéres organiques en décompo-
sition. lls sont inhalés, avec d'autres champignons, sous forme de spores. Dans les
conditions physiologiques normales, ces spores sont rapidement éliminées grace
aux moyens de défense non spécifiqgues de |'arbre respiratoire (cils, mucus, ete.).
En cas d'anomalies morphologiques ou fonctionnelles de 'arbre respiratoire ou en
cas d'immunodépression importante, les spores ne sont pas éliminées, elles proli-
ferent et entrainent une aspergiliose pulmonaire.

Le diagnostic mycologique est posé par la mise en évidence du champignon dans
les prélévements tels que produits d'expectoration, produit d'aspiration bronchique,
lavage broncho-alvéolaire, liguide pleural.

L'isolement est réalisé sur des géloses Sabouraud-chloramphénicol ou gentamycine
sans actidione qgui inhibe les Aspergillus. Les tubes sont incubés & 37 *C et a 25 °C
(pour différencier les Aspergillus pathogénes cultivant bien & 37 °C des contami-
nants qui préférent 25 °C).

La culture n'est caractéristique qu'en 3 & 4 jours. Il faut garder les tubes 15 jours
avant de rendre un résultat négatif.

Le diagnostic de genre et d'espéce est fondé sur I'aspect macroscopique et micro-
scopigue des cultures @ couleur et aspect des colonies, aspect du champignon a
I"état frais.

Leur mycélium est constitué de filaments cloisonnés, ramifiés, incolores et par des
filaments (conidiophores) terminés par une vésicule arrondie portant parfois des
métules et toujours des phialides d'oi s'échappent des conidies rondes, lisses ou
finement échinulées. L'ensemble s'appelle « téte aspergillaire » car il fait penser a
un aspersoir.

L identification repose sur I'aspect et la taille du conidiophore, I'aspect des vésicu-
les, la présence ou non des métules, la disposition des phialides, 'aspect et la
taille des conidies.
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Remargue ; en cas de recherche négative, un diagnostic immunologique est possi-
ble. Il repose sur la mise en évidence d'anticorps sériques ou d’antigénes solubles
(chez les malades gravement immunodéprimés). Pour les anticorps, des techniques
d'immunoprécipitation, d’immunoélectrophorése et d'électrosynérése sont  utili-
sées, Pour les antigénes solubles, une technique d'agglutination de particules de
latex sensibilisées par des anticorps anti-antigéne aspergillaire (galactomannane)
est utilisée. Ce diagnostic n'était pas a traiter car la guestion portait sur I'isclement
a partir d'un produit d'expectoration.

8. Le virus de la poliomyélite est un virus sans enveloppe (nu) dont la capside est
icosaédrique (symétrie cubigue) et dont le génome est constitué d'une molécule
d'ARN & structure d'ARN messager. Celui-ci peut étre lu directement sur les riboso-
mes cellulaires {(ARN positif).

8.1. Ces virus se répliquent dans le cytoplasme de la cellule hdte. Le virus doit
se fixer sur la membrane de la cellule par liaison entre une protéine virale et
un récepteur celiulaire spécifique. Le virus pénétre ensuite par endocytose
(pinocytose) et est décapsidé par des enzymes cellulaires. L'ARN viral est direc-
tement traduit en une polyprotéine qui sera coupée par des protéases cellulai-
res et d'autres codées par le virus. Les protéines obtenues sont celles de la
capside et I’ARN polymérase. L'ARN polymérase va synthétiser un brin négatif
compléementaire de I"ARN viral, le brin néosynthétisé servant de matrice a I'ARN
polymérase pour la synthése de nombreux brins positifs qui seront encapsidés.
Les brins positifs néosynthétisés peuvent aussi étre traduits en protéine.
L'assemblage, de 1'ARN et des protéines capsidaires, s'effectue dans le cyto-
plasme, La libération se fait par lyse cellulaire car il s"agit d'un virus nu.

8.2, Ce virus résiste bien dans le milieu extérieur car il n'est pas enveloppé,
C'est I'enveloppe qui rend un virus fragile car elle est de nature lipidique et
trés sensible aux détergents, a la chaleur, etc. Un virus enveloppé ne survit
pas dans la nature contrairement aux virus nus. Le virus de la poliomyélite se
trouve dans I'eau contaminée par des selles. Il résiste & 'alcool, & |'éther,
aux sels biliaires, aux détergents, au pH acide et aux températures ambian-
tes. Il est détruit par les oxydants (eau de Javel), le formol et les UV.

9. La culture des virus se pratigue & partir de prélévements conservés & 4°C,
débarrassés des bactéries de la flore commensale et centrifugés. Pour les virémies,
le plasma (ou le sérum) est utilisé dans le cas de virus extra-cellulaire: si les virus
sont dans les leucocytes, il faut d'abord centrifuger le sang avec du Ficoll pour récu-
pérer les leucocytes.

Le prélévement ainsi traité est inoculé a une culture cellulaire (sumageant de centrifu-
gation, plasma, leucocytes, etc.). Les cellules sont des cellules permissives pour le
virus a cultiver et sont arrivées a confluence en monocouche, Elles sont obsernvées au
microscope inversé avant inoculation pour vérifier cet &tat. Le milieu de culture contient
des antibiotiques mais pas d'antifongiques qui sont toxigues pour les cellules.

Aprés inoculation, les cultures sont incubées & 37 °C sous 10 % de CO,. Le temps
de culture varie avec le type de virus.

La présence du virus dans les cellules peut étre révélée soit par mise en évidence
d'un effet cytopathogéne (cytopathique), soit par identification d’antigénes viraux.

%
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L'effet cytopathogéne est observé au microscope inversé, les cellules infectées
sont modifiées et souvent se détachent du support. Lorsque le matériel le permet
{culture sur lame), une coloration peut étre réalisée pour visualiser d'éventuelles
inclusions nucléaires ou cytoplasmigues. L'effet peut étre quantifié de — a 4 + en
fonction du pourcentage de cellules infectées.

La recherche et l'identification des antigénes viraux se font par une technigue
immuno-enzymatique, en utilisant des anticorps spécifigues conjugués a une
enzyme catalysant une réaction colorée. Aprés addition des anticorps conjugués,
lavage, addition du substral chromogéne, le tapis cellulaire est observé au micro-
scope inversé. La structure cellulaire qui héberge le virus se trouve colorée par le
produit libéré par I'enzyme. Cette technique permet didentifier et de typer le virus
alors que la mise en évidence de I'effet cytopathogéne ne donne, le plus souvent,
qu'une identification de la famille.

10. Parmi ces parasites, on distingue :

- une amibe intestinale, Entamoeba coli, protozoaire (unicellulaire) qui peut se pré-
senter sous forme végétative ou sous forme kystigue. La taille du kyste dépend du
nombre de noyaux car, a l'intérieur de la coque du kyste, I'amibe se divise. Un
kyste midr mesure de 15 a 30 pm;

— un sporozoaire de la famille des Hémosporidies (hématozoaire), le Plasmodium fal-
ciparum, qui passe une partie de son existence dans les hématies. La forme tro-
phozoite est une forme unicellulaire de 2 a8 3 pm ;

- un ceuf d'helminthe, trématode du genre Shistosoma de I'espéce haematobium. Les
adultes vivent dans le systéme veineux, les ceufs sont pondus dans des vaisseaux
de petit diamétre et migrent vers la vessie ol ils pénétrent par effraction. On les
retrouve dans |'urine. Ces ceufs mesurent 150 um de long sur 60 um de large.

— deux vers adultes :

- un nématode intestinal, Enterobius vermicularis dont la femelle fécondée migre
vers le rectum et pond sur la marge anale. Ce ver adulte, parfois retrouvé dans
les selles, mesure 938 12 mm de long;

- un cestode intestinal, Taenia saginata ou ver solitaire, au corps segmenté, fixé a
la mugueuse intestinale par des ventouses et dont on peut retrouver des
anneaux isolément en dehors de la défécation. Il mesure 4 3 12 m de long.

Immunologie — Sérologie

11. Antigénes énythrocytaires

Parmi les nombreux systémes d'antigénes érythrocytaires on peut citer :
= les antigénes du systéme ABD : antigénes A et B;

— les antigénes du systéme Rhésus : antigénes D, C, E, ¢, &;

- les antigénes du systéme Kell : antigénes K et k;

- les antigénes du systéme Duffy : antigénes Fy? et Fy?;

- lgs antigénes du systéme Lewis : antigénes Le® et Le";

— les antigénes du systéme Kidd : antigénes Jk® et Jk",
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12. Diagnostic de grossesse

Diggnostic immunologigue

de grossesse Liquide biologique a testar
par inhibition avec hCG sans hioG
de Vagglutination A
ot 4 H
Anficorps monoeionaux
l anfi-j-hG
Lv N~
A
Anticorps tves
Immuns compexes solulies
non visibles f ' |
Farficuies sensibiisoas
Lv 7
A
Abzenca daggiutinalion Prosance daggiulinabion
Aéaction posifve Heachion ragative

Le diagnostic immunologique de grossesse peut étre réalisé par une technigue
d'inhibition de I'agglutination. On recherche la présence de I'hormone gonadochorio-
nique (hCG) dans le liquide biologique (sérum ou uring) 3 tester. Ce liquide est mis
en présence d'anticorps monoclonaux anti-f-hCG (dirigés contre la chaine i de
I'hormone, qui est la plus spécifique), puis on ajoute des particules (hématies ou
particules de latex) sensibilisées par des molécules de B-hCG. Une absence
d'agglutination des particules sensibilisées traduit la présence de fhCG dans le
liguide analysé.

13. Mononucléose infectieuse

Le sérodiagnostic de la mononucléose infectieuse peut étre réalisé par la réaction
de Paul Bunnell et Davidsohn. C'est une réaction d'agglutination qui met en évi-
dence la propriété des anticorps retrouvés dans cette affection d'agglutiner les glo-
bules rouges de mouton, d'étre adsorbés par les globules rouges de baeuf, de ne
pas étre adsorbes par les cellules de rein de cobaye.
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Le résultat du jour J est audela de la limite d'acceptabilité. |l s’inscrit dans la dérive
constatee, donc la série de dosages ne peut pas étre validée,

22. Pour déterminer la glycémie le patient doit étre a jeun depuis au moins dix heu-
res pour avoir une glycémie stable.

Le prélévement sera effectué sur antiglycolytique ou par une séparation rapide du
sérum (plasma) pour éviter la consommation de glucose par les éléments figurés.
23. Définitions.

- Cholestase : diminution ou arrét de la sécrétion biliaire, conséquence de |'obstruc-
tion ou de la compression des voies hiliaires.

- Insuffisance hépatocellulaire : diminution ou arrét de "activité des hépatocytes.
- Cytolyse : Iésion des cellules avec libération du contenu cellulaire (enzymes, etc.).
Paramétres biochimiques modifiés :

Sans de

Syndrome Paramétre plasmatique variati Justification
Cholestase Bilirubine conjuguée T Diffusion de a bile

PAL, 5°Nu, yGT vers le plasma
Insuffisance Albumine, fibrinogéne, taux de A Diminution
hépatoceliulaire  prothrombine, transferrine des synthéses

Ammonium T Diminution de

Urée l'uréogenése

Clairance de la B3P 1 Diminution de la captation
Cytolyse ALT, AST, LDH(S), OCT, GLDH T Libération par lyse

24, L'hormone  antidivurétigue (ADH ou vasopressing), libérée par la neurohypo-
physe, augmente |la permeéabilité a I'eau des tubes collecteurs de Bellini. Elle favo-
rise également la réabsorption d'eau sous I'influence du gradient de concentration,
donc elle diminue I'élimination urinaire.

Hématologie — Histologie — Cytologie

25, Une coloration trichrome couramment utilisée en histologie est la coloration &
I'némalun-phloxine-safran (HPS).

L'hémalun colore les noyaux en bleu. La phloxine colore les cytoplasmes et les
fibres élastiques en rose. Le safran colore le collagéne en jaune.

Il faut réhydrater les coupes car la paraffine et les solvants des colorants ne sont
pas miscibles. Pour effectuer cette opération, on déparaffine a 'aide d'un solvant

(methylcyclohexane) puis on immerge les coupes dans des bains d'alcool de plus
en plus dilué et enfin dans de 1"eau.

26. Myélémie : présence dans le sang de cellules immatures de la lignée granu-
leuse,
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Hématies :
taille
forme
coloration

Plaguettes :
nombre
taille
répartition

3. Le temps de saignement explore la totalité de I'hémostase primaire. Il est donc
allongé en cas de thrombopénie, de thrombopathie, de déficit majeur en fibrinogéne
ou de déficit en facteur de Willebrand. Attention, une prise d'aspirine allonge le
temps de saignement.

Le nombre de plaguettes étant normal et tous les autres tests d'exploration de
I'némostase etant également normaux, il faut s'orienter {en I'absence de prise
d'aspirine) vers une thrombopathie.

4. Temps de Quick = plasma citraté + thromboplastine calcique {B).
TCA = plasma citraté + céphaline kaolin (C) + chlorure de calcium (A).

5. Une carence en fer entraine une anémie (laux d’hémoglobine inférieur a la nor-
male) microcytaire (VGM = B0 L) et/ou hypochrome (CCMH < 300 g/L). Dans tous
les cas la TGM est diminuée,

Une carence en fer se définit comme une diminution de la quantité totale de fer
dans l'organisme. Le diagnostic est confirmé par une diminution du taux de ferritine
sérique, reflet des réserves en fer de I'organisme.

6. Les corps d'Auer sont rencontrés dans les myéloblastes de certaines leucémies
aigueés myéloides (M2, M3, M4 et MG).

7. Coloration de Papanicolaou

~ Etapes de 1 & 4 : réhydratation du frottis pour permettre 'action de nématoxyline
qui est en solution aqueuse,

. Etapes 18 & 23 : déshydratation du frottis pour rendre possible I'observation avec
un éventuel montage d'une lamelle.

— L'hématoxyline colore les noyausx.
- L'orangé GE et I'EASO (ou EA3G) colorent les cytoplasmes.

Biochimie

8. La pression oncotique du plasma correspond a la pression due aux protéines
plasmatigues. Au niveau des tissus, la pression hémodynamigque provoque une fil-
tration du plasma en direction des tissus. Mais les protéines restées dans les capil
laires assurent une pression permettant le rappel du liquide interstitiel vers la
circulation générale. L'abaissement de la pression oncotigue ne permet plus com-

143
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plétement ce retour vers les capillaires et la circulation générale, ce qui provoque
I'accumuiation de liquide dans les tissus (cadéme).

9. Les reins permettent :

— la réabsorption des hydrogénocarbonates ;

— la formation d"hydrogénocarbonates qui passent dans 'urine ;
— la formation d’H* qui passent dans I'urine ;

—la formation de NH; & partir de glutamine essentiellement; NH5 passe dans
I'urine, fixe les H* {NH;} évitant une acidification trop importante de 'urine.

10. Lors d'un jedne glucidigue, la glycolyse ne fonctionne pas, done la carboxylation
du pyruvate en oxaloacétate n'a pas lieu. Or, I'oxaloacétate permet d'initier le cycle
de Krebs. De plus, I'oxaloacétate existant est détourné vers la néoglucogenése,

L'acétyl coA produit lors du catabolisme des acides gras est transformé en corps
cétoniques.

11. Monter le cone approprié sur 'embout porte-cone de la pipette. Pour effectuer
ce raccordement de fagon étanche, appuyer fermement le cone sur I'embout en
imprimant un mouvement de rotation.

Mode direct :
Presser le bouton poussoir jusqu'a la premiére butée positive (1).

Tout en maintenant la pipette verticale, introduire I'extrémité du cone (2 4 4 mm)
dans I"'échantillon & prélever.

Relacher lentament le bouton poussoir pour aspirer |"échantillon (2).

bosten 1 2 3 5

intialo

Attendre 1 ou 2 secondes et retirer le cne du liquide. Essuyer éventuellement les
gouttelettes de liquide qui pourraient adhérer sur les parois extérieures du cone en
prenant soin de ne pas toucher I'orifice du cone,

Pour expulser I'échantillon, placer 'extrémité du cone a un angle de 10 & 45 degrés
contre la paroi interne du tube récepteur et presser doucement le bouton poussoir
Jusqu’a la premiére butée positive (3), attendre 1 4 2 secondes, puis presser com-
pletement le bouton poussoir afin d'expulser la demiére fraction de liquide (4).

Le bouton poussoir étant complétement pressé, retirer la pipette tout en glissant le
cone le long de la paroi du tube récepteur. Reldcher le bouton poussoir (5).

EjectE,-r le cone souillé en pressant le bouton qui commande |'éjecteur.
Mode indirect :

Presser le bouton poussoir jusqu'a la deuxiéme butée (1),
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Tout en maintenant la pipette verticale, introduire I'extrémité du cone (2 a8 4 mm)
dans I'échantillon & prélever.

Relacher lentement le bouton poussoir pour aspirer I'échantillon (2).

Attendre 1 ou 2 secondes et retirer le cone du liquide. Essuyer éventuellement les

gouttelettes de liquide qui pourraient adhérer sur les parois extérieures du cine en
prenant soin de ne pas toucher 'orifice du cine.

Pour expulser I'échantillon, placer I'extrémité du cone a un angle de 10 & 45 degrés
contre la paroi interne du tube récepteur et presser doucement le bouton poussoir
jusqu'a la premigére butée positive (3). Retirer la pipette tout en glissant le cone le
long de la paroi du tube récepteur.

Vider le cone dans un « récipient déchet » en pressant complétement le bouton
poussoir afin d'expulser |a demiére fraction de liquide (4),

Ejecter le cdne souillé en pressant le bouton qui commande I'éjecteur.
Prérincage du cone :

Lors du pipetage du sérum, une certaine rétention de liguide peut s'observer sur la
pargi interng du cdne. Ce « film » résiduel peut créer une erreur dont la valeur
exceéde la tolérance, Comme ce film, une fois formé, reste relativernent constant
d'un pipetage a 'autre avec un méme cone, il est recommandé, afin d'obtenir une
excellente précision, de remplir une deuxigme fois le cdne et dutiliser cette
deuxiéme quantité comme échantillon.

En outre, il faut utiliser des gants pour travailler avec le sérum,

12. Patient présentant une détresse respiratoire

Connaissant le pH et la pCO,, la concentration en HCO; peut étre déduite par caloul
en utilisant I'éguation d’Henderson ;

[HCO]
H=npk+ |
p P og apCo,
m'“lm“ Commentaire Méthode de mesure
pH 7.30  Acidose T
PO ! Hypercapnie, acidose ventilatoire Electrode & membrane de Téflon
sans doute
p0; T Hypoxie d'origine ventilatoira Electrode & 0. _
confirmée

HCO; 40 Valeur trés él-wée.

Obtenue par le caloul
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Ma* 135 Memmale Photométrie de flamme,
électrode spécifique

K* 5,2 Normale Photométrie de flamme,
électrode spécifigue

i 82 Valeur basse (balance avec hydrogdé Coulométrie

nocarbonate valsemblable)

Diagramme de Davenport : sur le diagramme, les valeurs indiquent une acidose res-

piratoire compensée par une alcalose métaboligue.
HEEJ-E plasrmatioue

& po0L = &) mm

40

. P
/ Decita ampn

1071

13. Parametres a fixer pour un spectrophotomeétre programmable :
- Longueur d'onde.

- Température.

— Temps d'attente sans mesure d'absorbance.

- Temps de mesure de I'absorbance.

14. Principe du dosage du cholestérol

Le cholestérol est entigrement transformé et la mesure est faite sur 'un des pro-
duits (la réaction est steechiométrique).

choleshérl ashérages

cholestérol estérifié + H,0 -+ cholestérol + acide gras
chovestérol oxydase
cholestérol + O, » cholestérol oxydé + H.0.,
peroxydase
2 H;0, + phénol + amino-4-antipyrine » quinonéiming + 4 H,0

15. Le pictogramme indique que cette solution est corrosive.
R : concerne les risques (précision sur la nature du risque).
S : concemne la sécurité (consignes particulidres de sécurité & observer).

14
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Immunologie

16. Molécules HLA de classe | :

Glycoprotéine constituée de deux chaines polypeptidiques liées de facon non
covalente :

—une chaine lourde a trés polymorphe, comprenant trois régions, une partie extra-
membranaire (avec trois domaines), une partie transmembranaire et une autre
intracytoplasmique ;

—une chaine légére, B2 microglobuline, commune a toutes les molécules HLA de
classe |, uniquement extra cellulaire.

Schématigquement :

fi2 microglobuline

Membrane cellulaire

Localisation des molécules HLA de classe |

atructures membranaires présentes pratiqguement sur toutes les cellules nucléées de
'organisme, elles existent aussi sous forme soluble dans les liquides biologiques.

17. Traitements préalables des sérums lors de la réalisation d’une réaction d'inhibi-
tion de I"hémagglutination pour le diagnostic d'une rubéole :

- Traitement par le kaolin (ou dextran) pour adsorber les inhibiteurs non spécifiques
de I'"hémagglutination qui sont responsables de fausses réactions positives.

- Traitement par des globules rouges pour éliminer les hétérohémagglutinines, res-
ponsables de réactions faussement négatives.

18. Cyclosporine

La cyclosporine diminue la sécrétion, par les lymphocytes T, de I'interleukine 2 {l12)
et empéche leur activation. Elle est prescrite lorsqu'il est souhaitable de limiter les
réactions immunitaires, donc principalement lors des greffes et transplantations,
pour prévenir le rejet du greffon par le systéme immunitaire de I'"hdte ou encore pour
éviter le rejet de I'hote par le greffon (GVH) lors de greffe de moelle osseuse.

14
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Abague de lecture :

17 11 —-if—— Diaimétre en mm

Ampicilline s | b ,'fl__:f:-‘_
4 16 -4—— Concentration en mg/L

Si le diamétre est inférieur ou &gal 4 11 mm, la souche est dite résistante, sa CMI
devrait étre supérieure 8 16 mg/L.

Si le diametre est supérieur @ 11 mm et inférieur ou égal & 17 mm, la souche est
dite intermédiaire, sa CMI devrait étre comprise entre 4 et 16 mg/L.

28. Le bleu Trypan est un colorant qui ne peut rester dans une cellule que si celleci
est morte, c'est un colorant d'exclusion. Il permet donc de différencier les cellules
vivantes incolores des cellules mortes colorées en bleu.

La suspension cellulaire est diluée en bleu Trypan au 1/2 (0,1 em? + 0,1 em?). On
compte les cellules dans 1 mm? donc dans 10 2cm? : N =200 x 2 x 10°= 4 x 10°
cellules/cm?.

Pour obtenir 2 x 10° cellules/cm?, il faut diluer la suspension cellulaire au 1/2 et
done ajouter 8 em® de milieu neuf au 8 cm?® de suspension cellulaire.

29, Le virus de |"hépatite A est un virus résistant ; non enveloppé, il peut donc rester
infectant hors de 'organisme et particuligrement dans 'eau contaminée par des
matiéres fécales. La contamination par le virus de "hépatite A se fait par voie orale.

Le virus de I"hépatite B est un virus enveloppé donc fragile; il ne résiste pas dans le
milieu extérieur. La contamination par le virus de I'hépatite B se fait donc par con-
tact direct : par inoculation (transfusion par exemple} ou par contact sexuel.

30. Pour diagnostiquer le paludisme, on effectue un frottis sanguin, de préférence
capillaire, coloré par le May-Grinwald Giemsa.

Le parasite intra-érythrocytaire est recherché. On note la présence de différents sta-
des de maturation : trophozoite, schizonte, gamétocyte. On note "aspect de chaque
stade et la présence de pigment.

Les hématies parasitées peuvent prendre des aspects variables selon I'espéce de
Plasmodium : taille, forme et coloration, présence de granulations de Schiiffner, de
Maurer.

Le nombre de trophozoites par hématie est un critére de diagnostic.

L'aspect général du frottis, monotone, riche en parasites, permet de compléter le
diagnostic.
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31. Pour effectuer I'analyse mycologique d'une lésion cutanée & dermatophyte, il
faut prélever les squames en périphérie de la |ésion circulaire car le champignon a
une croissance centrifuge et les formes jeunes se trouvent donc en périphérie.

32. Pour faire un examen microscopique direct des squames, des ongles et des
cheveusx, il nécessaire de les éclaircir, de les rendre transparents pour visualiser les
filaments mycéliens se trouvant a I'intérieur.

Pour cela on les traite par de la potasse 3 30 % ou du lactophénol et du chloral.

TECHNOLOGIES D’ANALYSE BIOMEDICALE 1998

Immunologie

1. Méthodologie d'une réaction ELISA de type « sandwich » appliguée a la recher-
che d'un antigéne soluble dans un s&rum

Les différentes élapes :
— I"anticorps specifigue de 'antigéne a rechercher est fixé sur un support ;
- mise en contact du support avec le sérum a tester;

- aprés incubation puis lavages, ajout d'un anticorps, dirigé contre ['antigéne
recherché, couplé & une enzyme ;

- aprés incubation puis lavages, addition du substrat chromogéne de I'enzyme ;
— aprés blocage de la réaction enzymatique, lecture par mesure de la coloration.

2. Seérodiagnostic de la rubéole
Les IgM sont recherchées :

- chez la femme enceinte pour différencier une primo-infection rubéolique (IgM +),
dangereuse pour le feetus, d'une rubéole de réinfection (IgM-) qui est sans
danger ;

- chez le nouveau-né, pour diagnostiquer une rubéole congénitale (IgM+).
Le traitement du sérum, préalablement a la réalisation d'une réaction d’inhibition de
I'némagglutination, a pour but d'éliminer les inhibiteurs non spécifigues (4 1'origine

de fausses réactions positives) ainsi que les hétéro-hémagglutinines non spécifi-
ques (a I'origine de fausses réactions negatives).

3. Tests présomptifs de grossesse

Lors de ces tests on recherche la présence, dans les liguides biologigues, de I'hor-

mone gonadotrope chorionigue (HCG), cette hormone apparaissant dés le début de
la grossesse.
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Les anticorps monoclonaux ont permis d'obtenir une plus grande spécificité des
réactions @ on utilise des anticorps monoclonaux anti-f-HCG qui reconnaissent uni-
quement la chaine B de I"hormone, ¢'est-a-dire la seule chaine spécifique de I'HCG.

4, Rdle des organes lymphoides primaires

Effets sur le systéme immunitaire Bursectomie Thymectomie
Eu: de Iymp?ﬁéntés ;:ia'.r:ul'a.'nts._ - = [ow n) -

Plasmocyles - 0 -

Taux d'immunogiobulines sériques - 0 =

Synthisa d'anticorps spécifiques :

— anti-LPS 0 n

— antitétaniques H -

Rejet d'allogreffe n i

rn = situation normale d'un animal non traité.

+ = augmentation par rapport a la situation normale,
= = diminution par rapport a la situation normale.

0 = annulation par rapport a la situation normale.

Chez I'homme, c'est la moelle osseuse qui est 'équivalent de la bourse de Fabri-
cius.

Microbiologie

5. MNeisseria meningitidis est un coque & Gram négatif. Il se présente le plus sou-
vent sous forme de diplocogues accolés par une face aplatie (en grains de café),
plus rarement en tétrades.

On le trouve le plus souvent dans les LCR, les hémocultures et les prélévements de
gorge.

6. Les mycoplasmes sont des bactéries sans paroi rigide, leur cytoplasme n'est
limité que par une membrane cytoplasmique. Les deux Mycoplasmataceae responsa-
bles d'infections génitales humaines sont Mycoplasma hominis et Ureaplasma urealy-
ticum, mais ces bactéries semblent étre des commensales du tractus génital. |l est
donc parfois trés difficile de les rendre responsables d'une pathologie génitale.

Ces bactéries ont la particularité d'adhérer fortement aux cellules épithéliales de la
muqueuse. || faudra donc recueillir un grand nombre de cellules épithéliales lors du
prélévement pour espérer obtenir une culture positive.

7. Des colonies jaunes sur milieu CLED, qui contient du lactose et du bleu de bro-
mothymol, montrent la présence de bactéries ayant acidifié le milieu et donc lactose
positives.

Le test rapide de recherche de la [glucuronidase utilise un substrat chromogéne
incolore, I'orthonitrophényl f-glucuronide. Les bactéries qui possédent |'enzyme
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18. Centrifugation des prélévements sanguins

Sumageant Orgine Caractére Précautions
Lactescent  Prézsence de Prélevement & jeun Réalisation de témains
chylomicrons ou pathologie Echantilion
ictérigue Présence de bilirubing Toujours pathulugié' ~ Reéalisation de témoins
Echantillons
Hémalysé Présence Erreur de prélévement ou de L'I{éni'c::ljfse rend impossk
d'heémaoglobine conservation ou pathologie bles certains dosages

19. Formule générale d'un glyceérophospholipide et site d'action de la phospholipase D.

CHO—C — Ry
0

CHO— G — Ry

g Action de la phosphalipase [
I
CH.O—F—X
|
OH

Le substituant X peut étre un des amino-alcools figurant dans le tableau ci-dessous.

Nom Amino-alcool Phospholipide correspondant

?Hﬂ

+ o
. — CH.— CH.,. — N—C Lécithine

Choline HO 2 2 H3 Phosphatidyicholine

CH,

- Coor
Sérine HO— CHz— EI;L Phosphatidyl sérine
NH3

Ethanolamine  HO = CHz — CHz — NHy Phosphatidyl éthancl amine

20. La détermination enzymatigue des phospholipides est un dosage de substrat
donc |a solution de travail est composée des enzymes de toutes les réactions ainsi
que du chromogéne : phospholipase D, choline oxydase, peroxydase, phénaol,
amino-d-antipyrine.

21. Le dosage correspond a la méthode en point final car le temps est long (10 min)
et n'est pas mesuré précisément.
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22. Ordre de grandeur de |'absorbance si la limite de lingéarité est atteinte

A=g.l.C £
Vit
g : coefficient d'absorbance molaire (m?.mal ).
| : longueur de la cuve (m).
C : concentration (mol.m3).
E : prise d'essai (m™=).
vt : volume total réactionnel (m?).
Application numérigue :
-8
A=1360x 102 x 10 x —20*10 . =1,346=1,4
1010 =10

23. Les phospholipides sont associés aux lipoprotéines du fait de leur insolubilité.

Hématologie
24, Chez cet homme adulte, on trouve :
HGE 113 g/L = 130 g/L donc andémia
WGk 110 fL = 1040 L donc macrocylose
MCHC 331 g/L  entre 320 et 380 g/L  done narmochromie
MCH 36,4 pg =32 pg augmentée, o qui s"expligue par la macrocytose
RDW 18,9 % =15% anisocytose

Il s’agit donc, chez cet homme adulte, d'une anémie macrocytaire normochrome.

L'histogramme de distribution des hématies montre une macrocytose (pic vers
110 fL) et une anisocytose (histogramme plus étalé que I'histogramme normal).

25 Une anémie régénérative est une anémie (concentration du sang en hémoglobine
inférieure aux valeurs de référence) au cours de lagquelle la moélle répond a la sécré-
tion accrue d'érythropoiétine. L'énythropoiese étant stimulée, le nombre de réticulocy-
tes dans la circulation augmente. L'examen nécessaire au diagnostic d'anémie
régénérative est donc la numération des réticulocytes. En cas d'anémie, un nombre de
réticulocytes supérieur a 120.10%/L permet de conclure que celleci est régénérative.

26. Une thalassémie est une maladie héréditaire due a une anomalie (mutation,
délétion, ete.) d'au moins un géne codant pour 'une des chaines de I"hémoglobine.
L'anomalie en question entraine la diminution ou I'absence de synthése par le géne
atteint de la chaine d'hémoglobine correspondante.

Dans I'o+ thalassémie, deux ou trois geénes sur les quatre codant pour la chaine o
de I'hémoglobine sont atteints. La chaine « de I'hémoglobine est synthétisée par le



Hidden page



Hidden page



Technologies d'analyse biomeédicale — Comigeés

2.2. Equations.

HD  HD" Hz0 Hiﬂ‘ Hz0 T
H;N-rT':H-mD H,“HJIJH-GD(J' Hy N-CH -G
|

HaM - GH - SO0
CH CH I | a I
7 OHO WO V2 MO WO CH w&; : lﬂ e

SH SH g g
Ky PHg K,
PHi = 1/2 (pK,; + pK,)
pHi=1/2 (1,71 + 8,33) = 5,02

2.3, La résine substituée par des groupements sulfonates est échangeuse de
cations quel que soit le pH d'élution,

La charge nette de chaque acide aming dépend de son pHi et du pH du tam-

pon.
La charge relative de chaque acide aming est résumée dans le tableau ci-des-
SOUS,
pH pHig, pHic, pHi,,
Glu + i - == -
Cys ++ + ] - -
s e e S

L'ordre d'élution : Glu, Cys, Lys.
3. Le prélévement sera effectué sur du sang artériel ou du sang capillaire
« arterialisé »,

Eviter les échanges avec |"air et respecter la thermostatisation sont les conditions a
respecter en vue de |'analyse du pH et des gaz du sang.

4. Un canal voltage-dépendant est un canal ionique dont I'ouverture dépend de la
polarisation de la membrane (canal qui s’ouvre en réponse 3 des modifications du
potentiel membranaire) :

— canaux & Na* et canaux a K* sur I"axone des neurongs ;
- canaux & Ca?* au niveau de la terminaison axonale présynaptique ;
- canaux & Ca* au niveau du réticulum sarcoplasmique.

5.1. Le lieu de synthése des sels biliaires est le foie (hépatocytes).

Leur rdle dans la digestion est détergent. lls solubilisent les lipides, ce qui per-
met un meilleur acces des lipases a leurs substrats.,

Le lieu d'action est l'intestin gréle.
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5.2. Hormones stéroides.

Hormones Role(s) Organe

F‘ruges.térnn.l;— .EJE_HH&IE de la préparation et du maintien de la
gestation

CEstrogénes  Participation & ia rﬁguiaunﬁ?ﬁ; Ie.iucmlsg.éﬂc-e ot Ovaires
du développement. Contrile le fonctionnement
du systéme reproducteur féminin

Cortisol Giress Glandes surrénales
{corex)

Autres hormones possibles : 1,25 dihydroxycholécalciférol, testotérone, etc.

&. Les substances absentes dans 'ering et dont '&limination urinaire st nulle
peuvent étre classées en deux catégories :

- substances filtrées et réabsorbées : glucose, HCO; |

— substances non filtrées : albumine, lipides, cholestérol, bilirubine, molécules liéas
aux protéines plasmatigues.

Les NHz, absents dans le plasma, sont sécrétés dans I'urine par les cellules du
néphron.

Microbiologie
7. Campylobacter jejuni

71.1. Campylobacter jejuni est un bacille 8 Gram négatif, fin, incurvé en forme
de virgule, en S ou prenant l'aspect d'un « vol de mouette ». Les formes lon-
Eues prennent une forme hélicoidale,

Mobile par ciliature polaire monotriche, sa mobilité est rapide et de type « vol
de moucheron ».

7.2, L'exemple type est celul de Shigella mais d'autres entérobactéries ont le
méme comportement @ E. coli entéro-adhérent (entéro-invasif), Salmonella, Yer-
simia, etc.

Shigella se fixe a la membrane des entérocytes grace a des molécules d'adhé-
sion ; cette fixation entraine son internalisation dans une vacuole d’endocylose.
La bactérie peut ainsi s'y multiplier, pénétrer sous |'épithélium et coloniser les
entérocytes voisins. Cette multiplication entraine une réaction inflammatoire,
d'ou la présence de pus et de mucus dans les selles.

8. Neisseria gonorrhoeae est responsable d'une infection sexuellement transmissi-

ble, la blennorragie, qui se traduit chez la femme par une cervicite (localisation la
plus fréquente).

Le prélévement est effectué au niveau de 'endocol. L'examen microscopique est
indispensable; a la coloration de Gram on observe des diplocoques & Gram négatif
le plus souvent intra cellulaires (dans le cytoplasme des granulocytes neutrophiles).



Technologies d’analyse biomeédicale - Corriges

Le prélévement est isolé sur une gélose chocolat enrichie en vitamines ou un milieu
equivalent et incubé en présence de CO.,. Le méme miliey additionné d'un mélange
d'antibiotigue (VCF) peut &tre utilisé en paralléle.

Les colonies sont de type S, de taille variable, le test oxydase est positif. L'identifi-
cation est réalisée grace a une galerie spécifique. La recherche de [§ lactamase per-
met de décider du traitement. L'antibiogramme est réalisé lorsque la p lactamase
est positive et si un traitement par voie générale est envisage.
9. Flagelles

9.1. Les flagelles sont de nature protéigue.

9.2, Les ciliatures les plus souvent observées sont polaire (monotriche ou
lophotriche) et péritriche.

Cillatures

Paolaire

Monatricha (- W

Lophotricha (:_

Péritricha

9.3. La technique la plus couramment utilisée est 'examen a |'état frais .
observation d'une goutte de culture en milieu liquide entre lame et lamelle.

La gélose mobilité est moins utilisée et la coloration des cils ne I'est que trés
rarement.

1ot
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10. Méningites

10.1. Les méningites a liquide trouble sont dues a la présence de bactéries
pyogeénes, les cellules phagocytaires (PN surtout) &tant responsables du trou-
ble. Les germes les plus fréquents sont Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneusmoniae, chez le nouveau-né, E. colil K1, Listeria,
Streptococcus B.

10.2. Le LCR a liquide trouble renferme un nombre de cellules supérieur a
107 par plL, essentiellement des PN, Le LCR & liquide clair ne contient qu'un
nombre faible de cellules, souvent des lymphocytes ou une association PN et
L (formule panachée).

11. La recherche d'antigénes solubles (molécules d'origine bactérienne) dans le
surnageant du milieu liquide centrifugé permet le diagnostic rapide de certaines
bactéries : 5. pneumoniae, H. influenzae, N. meningitidis, etc.

Il existe des galeries miniaturisées a incubation courte (4 h) le diagnostic est fondé
sur des réactions biochimigues rapides. Cette technique est pratiqguée dans le cas
d"hémoculture monomicroblenne et aprés examen microscopique.

12. Chague antibiotique est présenté a deux concentrations : la concentration criti-
gue inférieure, concentration sérique obtenue lors d'un traitement a posologie classi-
gue, et la concentration critique supeérieure, concentration sérique obtenue lorsque la
posclogie est maximale. Aprés ensemencement et incubation, on observe le trouble
éventuel causé par la culture du germe.

Si la bactérie cultive dans les deux milieux (aux deux concentrations), elle est dite
résistante, sa CMI est supérieure a la concentration critiqgue supérieure, elle ne
pourra étre inhibée par cet antibiotique méme utilisé & posologie maximale.

Si elle ne cultive que dans le milieu contenant I'antibiotique a la concentration criti-
que inférieure, elle est intermédiaire, sa CMI est comprise entre les deux concentra-
tions critiques, elle ne pourra étre inhibée que par une posologie maximale.

Si elle ne cultive dans aucun des deux milieux, elle est sensible, sa CMI est infé-
rieurg a la concentration critique inférieure, elle pourra étre inhibée par une posclo-
gie classique.

13. Plasmodium falciparum a la particularité de ne se présenter dans le sang circu-
lant que sous les formes trophozoite et gamétocyte. Les autres stades ne se retrou
vent que dans les capillaires profonds.

Sur le frottis, on note des hématies de taille normale, non déformées et pouvant
contenir des taches de Maurer en petite guantité. Le trophozoite est annulaire, de
petite taille, sans pigment, le pluriparasitisme est fréquent. Le gamétocyte est en
forme de saucisse ou de banane (en faux, d'ol le nom du parasite) de grande taille,
a cytoplasme bleu pour le gamétocyte femelle ou lilas pour le gamétocyte male et

contenant du pigment. La présence de gametocyte est inconstante. L'aspect géné-
ral est monotone.
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14. Appareil sporifére d'un Aspergillus

14.1. Schéma.

hétule

ASPERGILLLUS

14.2. Les caractéres différentiels reposent sur I'obsenvation ;
— du conidiophore, long, court, lisse, rugueus ;

— de la vésicule, taille, forme ;

— des métules et phialides, présence ou non ;

— des conidies, taille, couleur, aspect lisse, échinulé,

15.1. Le virus de la grippe est un virus a ARN a nucléocapside hélicoidale;
Fensemble est entouré d'une enveloppe a la surface de laguelle se trouvent
des spicules glycoprotéiques, des spicules d hémagglutininegs et de neurami-
nidases, Le virion est sphérique.

15.2. Les antigénes du virus de la grippe se modifient régulierement a la
suite de mutations du génome. Ces modifications sont le plus souvent mineu-
res et progressives, on parle de glissement antigénique. Ces antigénes peu-
vent étre reconnus par les anticorps de certains individus  immuniseés.
L'épidémie reste ainsi localisée.

Dans certains cas, la variation antigénique est majeure et brutale, on parle de
cassure antigénique. Les molécules sont totalement nouvelles et les popula-
tions ne possédent pas d'anticorps correspondants. La diffusion de la maladie
est alors trés rapide et mondiale. Ces variations majeures sont dues a des
réassortiments génétigues entre souches humaines et souches animalas
aprés mélange des deux souches virales dans une cellule vivante. Ce sont ces
maodifications qui sont a 'origine des pandémies.
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Immunologie
16. Sérologie de la syphilis

16.1. La technigue du TPHA (Treponema Pallidum Hemagglutination Assay) est
une réaction d’agglutination, plus précisément d"hémagglutination (agglutina-
tion de globules rouges) passive (les extraits antigéniques sont fixés sur les
hématies).

16.2. L'antigéne utilisé dans cette réaction est donc une suspension d'héma-
ties sensibilisées par des extraits de Treponema pallidum.

16.3. Le sérum & tester est préalablement traité par un absorbant contenant
un extrait de tréponéme de Reiter. Ceci a pour but d'éliminer les éventuels
anticorps anti-tréponémiques de groupe.

17. Lymphocytes T

17.1. La reconnaissance, par un lymphocyte T cytotoxique, d’une cellule infec-
tée par un virus peut étre représentée par le schéma suivant :

HLAT CD&

| J

Cellule Lymphacyte T

cylotoxigue

Complémentarités
HLA H CD8

Peptide antigénétique & S TCR

Les complémentarités schématisées permettent le contact entre la cellule
cible {cellule infectée) et le lymphocyte T cytotoxique, assurant ainsi le phéno-
méne de reconnaissance,

17.2. Le lymphocyte T cytotoxique (LTc), spécifique de I'antigéne présent 4 la
surface de la cellule infectée, va provoquer, aprés activation, la lyse de la cel
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lule cible. La cytotoxicité s'exerce par divers mécanismes résultant de la libé-
ration, dans I'espace intercellulaire, du contenu des granules cytoplasmigques
du LTc activé : enzymes lytigues et perforine en particulier. Ces substances
toxiques vont provoquer la mort de la cellule cible par :

- nécrose cellulaire : |ésions membranaires entrainant un choc osmotique ;

- gpoptose : destruction de la cellule par dégradation de ses constituants,
nucléaires surtout, induisant une fragmentation du noyau.

18. Le groupage Rhésus standard

Lors du groupage Rhésus standard, toul résultat négatif ou douteux doit étre suivi
d'une recherche de 'antigéne DY,

L'identification des sujets possédant un tel antigéne permet de prévenir les risques
d'allo-immunisation. Celle-ci pourrait se produire lors de la transfusion de sang de
ces porteurs & des sujets Rhésus négatif.

19. La vaccination, ou immunité artificielle active, est une prophylaxie obtenue par
immunisation d'un sujet a I'aide d'un antigéne. Celuici est constitué d'une souche
bactérienne ou virale, tuée ou inactivée, ou d'extraits de micro-organismes ou
encore, d'un antigéne obtenu par génie génétique.

Le vaccin DT polio {antidiphtérique, antitétanique, antipoliomyélitique) contient les
éléments suivants :

— anatoxine purifiee de Corynebacterium diphteriae ;

— anatoxine purifiee de Clostridrium tetani ;

— virus tué ou vivant atténué de la poliomyélite.

Remargue : un adjuvant est associé a ces produits vaccinaux.

20. Le dosage des apoprotéines sériques Al et B par la technigue de Laurell est
une méthode de dosage par électroimmunodiffusion.
20.1. Les réactifs nécessaires a la réalisation de cette technigque sont :
= un gel dans lequel les anticorps anti-Apo Al et anti-Apo B ont été incorporés;
- des étalons Apo Al et Apo B;
- le sérum a tester.

20.2. Le protocole opératoire comporte les principales étapes suivantes :

- préparation d'étalons de différentes concentrations ;

- depdts des dilutions des étalons et du sérum a tester dans les puits du gel;

~ diffusion sous l'influence d'un champ électrique appliqué perpendiculaire-
ment a la ligne des puils.

20.3. La mesure de la hauteur des pics de précipitation obtenus a partir des
étalons permet d'établir la correspondance entre cette hauteur et la concen-
tration en Apo Al et Apo B, On déduit, de cette correspondance et de la hau-
teur du plc du sérum, la teneur en Apo Al ou en Apo B de ce sérum.
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Hématologie
21. Leucémies aigues

21.1. Les deux grands types de leucémies aigués sont :
— les leucémies aigues lymphoides (LAL);
- les leucémies aigués myéloides (LAM).

21.2. Le résultat du myélogramme permet de confirmer le diagnostic de leu-
cémie aigué si:

- la moelle est riche :
- les blasles représentent plus de 30 % des cellules nucléées.,

21.3. Pour différencier les deux types de leucémies aigués, on réalise la
recherche de la myéloperoxydase. Elle est positive dans les LAM (sauf la M,
et la M;). Elle est négative dans les LAL.

22. Les différents stades de la lignée granulocytaire neutrophile sont, dans 'ordre
de maturation :

— promyélocyte neutrophile ;
— myélocyte neutrophile ;

— mitamyélocyte neutrophile ;
— granulocyte neutrophile.

Remargue : le myéloblaste, précurseur de la lignée granulocytaire, peut se différen-
cier en cellule neutrophile, éosinophile ou basophile.

23. Affinité tinctoriale azurophile

23.1. Les cellules sanguines qui comportent des granulations azurophiles
sont les lymphocytes a grains et les monocytes.

23.2. Les éléments azurophiles réagissent avec un constituant du Giemsa,
I'azur de méthyléne, de couleur bleve, en donnant une coloration rouge. |l
s agit d'une coloration meétachromatique.

24, Le test de falciformation est réalisé pour le dépistage de la drépanocytose héte-
rozygote ou trait drépanocytaire.

Dans ce cas, in vivo, dans des conditions normales, il n'y a pas de drépanocytes
dans la circulation. in vitro, en milieu réducteur, sous une faible pression d’oxygéane,
'hémoglobine S présente dans les hématies polymérise, malgré la présence
d'hémoglobine A. Cette polymérisation de 'hémoglobine S déforme les hématies
qui prennent alors un aspect falciforme.

Au microscope, les drépanocytes ou hématies falciformes apparaissent allongées, a
extrémités pointues, droites ou recourbées,

25. LU'International Normalized Ratio (INR)
251, Définition.
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correctement diluée. Un témoin de culture sans sérum est réalisé. La série
de tubes est incubée,

4.2, Le témoin sans sérum présente un trouble di a la culture de |la bactérie,
les dilutions 1,32, 1/16, 1/8, 1/4 et 1/2 présentent une absence de culture
{milieu transparent), les dilutions 1/64 et au-delda sont troubles. L'effet bac-
tériostatique est donné par la plus grande dilution qui montre une absence
de culture,

4.3, L'effet bactéricide est donné par la dilution présentant une culture égui-
valent & 0,01 % de survivants donc une dilution 10~ de I'inoculum de départ.
L'inoculum de départ contient 5.10° bactéries pour 1 mL donc 5.10% bacté-
ries pour 10 plL donc 5 bactéries pour une dilution 107 de 'inoculum de
départ. La strie de culture de la dilution 1/8 présentera environ 5 colonies,
celle de la dilution 1/4 ne présentera pas de culture, et celle au 1/16 mon-
trera sans doute une dizaine de colonies.

5. L'examen a I'état frais permet de mettre en évidence les parasites (protozoai-
res, ceufs d'helminthe), les levures, les leucocytes, les hématies et les bactéries 3
morphologie ou mobilité particulieres {Campylobacter, Vibrio).

La coloration au bleu de méthyléne permet une meilieure obsernvation des leucocytes.

La coloration de Gram permet d’ apprécier ["equilibre entre la flore a Gram positif et celle
a Gram négatif et de repérer la présence d une bactérie ou d'une levure dominante.

6. Ces deux types d'E. coli possédent la capacité de se fixer sur les entérocytes
{adheérence). Ensuite, leurs modes d'action différent. E. coli entéro-invasif va péne-
trer dans 'entérocyte, se multiplier et détruire la mugueuse intestinale, ce qui va
entrainer une réaction inflammatoire et donc la présence de pus dans les selles.

E. coli entérotoxique va rester sur la mugueuse intestinale, s'y multiplier et sécréter
une entérotoxine. L entérotoxine pénétre dans I'entérocyte entrainant I'élimination
d'eau dans les selles,

7. Etudes de formes parasitaires

Forme m: “‘“Wm“: Taille approximative de  Elément(s) morphologique(s)
parasitaire

1a f parasitaire la forme parasitaire caractéristique(s)
(Eul de Urine 150 pm sur G0 pm Coque mince avec une paints
Schistosoma aigué a un pdle (éperon}
hagmatobium S N Embryon cilié {miracidium)
Larve de Muscle La larve mesure 1 mm  Larve enroulée en spirale
Trichinella sur 30 um enrculée
spiralis dans un kyste de
400 pm sur 250 pm
Embryophore de  Selles 40 jwm sur 30 p.ﬁ'l - Coque épaisse strige
Taenia saginata Stries radiées
Embryon hexacanthe
16 crochels)
Gamétocyte de  Sang Buma 14 pm De forme allongée en croissant
Plasmodium lbananea, faucille, etc.) bleu ou
falciparnim rase-mauve avec un pigment noir

1t
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8. Champignons dermatophytes

8.1. Ces dermatophytes font partie des genres Trichophyton et Microsporum.

8.2, La culture s'effectue sur un milieu Sabouraud au chioramphénicol (pour
eliminer les bactéries) et a 'actidione (pour éliminer les champignons sapro-
phytes). L'incubation se fait a 25 *C pendant 8 jours a 3 semaines.

8.3, Le n* 1 représente une macroconidie et le n® 2 une microconidie.

9. VIH

9.1. Le VIH posséde une enveloppe riche en phospholipides. Cela le rend
sensible aux agents tensio-actifs qui le désorganisent.

9.2, Le personnel doit se conformer aux recommandations des bonnes prati-
ques de laboratoire ;

- respecter le protocole du lavage des mains, du nettoyage et de la désinfec-
tion, utiliser du matériel adapté (limitation du piquanttranchant, systéme de
prélévement type Vacutainer® , etc.);

— utiliser a bon escient les moyens de protection individuelle (gants, lunettes,
dispositif de pipetage, etc.);

—veiller a la bonne élimination des déchets (tri, conditionnement dans des
récipients étanches inviolables et incinération).

En cas de contamination accidentelie de I'environnement, il faut utiliser une
procédure de décontamination (absorption du liquide, lavage avec un agent
tensic-actif puis action d'eau de Javel diluée) et éliminer correctement les
déchets contaminégs lors de cette décontamination.

En cas de contact cutané ou muqueux, aprés lavage et désinfection, faire une
deéclaration d'accident.

9.3. Les Retroviridae doivent leur nom & une enzyme qu'ils fabriguent, la
transcriptase inverse, qui permet au génome viral (ARN) d &tre transcrit en
ADN dit proviral et ainsi d'étre intégré au génome de la cellule hite.

L'AZT est un inhibiteur de cette transcriptase inverse, c'est un analogue
nucléosidique (proche de la thymidine naturelle) qui entre en compétition avec
les nucléosides naturels lors de I"élongation de I'ADN proviral, ce qui conduit &
Farrét de la synthése d'ADN.

Biochimie
10. Enzymes a fonctions thiol

10.1. Réaction d'oxydoréduction correspondant a la formation d'un pont disul-
fure entre deux résidus de cystéine

HI_E’HE_SH‘I'HE_EH?_EH +:':'E“'_“___}R1-CHE-$‘E_CH2_H2+HH2

Il
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Frincipe !
- le liquide biologique a tester est mis en présence de I'antisérum (anticorps anti-

hCG) @ si ce liquide contient de I'hCG, il y a formation de complexes hCG - anti-
hCG ;

— des hématies sensibilisées (recouvertes d'hCG) sont gjoutées : en cas de pré
sence d'hCG dans le I"échantillon, les hématies sensibilisées sédimentent; en
I'absence d'hCG, elles sont agglutinées par I'antisérum.

Remargue : un tube témoin, contenant I"échantillon, le diluant et les hématies sen-
sibilisées, permet de montrer I'absence d agglutination non spécifique des héma-
ties par le liquide biologique.

24. Dosage de 'hormone chorionique gonadotrope par une méthode immuno-enzy-
matigque » sandwich » :

24.1. Principe de dosage.

Des anticorps anti-f-hCG, fixés sur un support solide, sont mis en présence du
liquide & tester, Aprés incubation et lavages, des anticorps anti-fi-hCG couplés
a une enzyme (conjugué) sont ajoutés. On laisse incuber, on lave, on ajoute le
substrat de I'enzyme puis, aprés blocage de la réaction, on mesure |'absor-
bance du produit formé. La quantité de produit formé est proportionnelle a ia
cancentration de "hormone dans I"échantillon testé,

Les anticorps utilisés dans cette technique sont des anticorps monoclonaux
dirigés contre la chaine [} {la plus spécifique) de I'hormone (voir shéma p. 179).

24.2. Les lavages permettent d'éliminer I'interférence des éléments qui ne
sont pas fixés spécifiguement.

25, Sérodiagnostic de ia toxoplasmose ;

25.1. Parmi les nombreuses techniques utilisables pour effectuer le sérodia-
gnostic de la toxoplasmose, les plus courantes sont :

= I'hémagglutination passive (HAI) ;

- I'agglutination directe (AD);

= I'immunofluorescence indirecte (IF1);

— Fimmunocapture puis agglutination directe (1SAGA) ;
— I'immunocapture puis immuno-enzymologie (EIA).

23.2. Methodes utilisées pour titrer les 1gM specifiques :

- dans le cadre des technigues d’agglutination {HAI et AD), on réalise le titrage
des anticorps avant et aprés traitement du sérum au 2-ME {mercapto-étha-
nol) qui dénature les 1gM (la différence de titre permet d'évaluer les IgM);

— dans le cadre de I'immunofluorecence indirecte, le conjugué fluorescent uti
lisé est une anti-lgM (test de Remington);

—dans le cadre des techniques avec immunocapture {ISAGA et EIA), des anti-
IgM étant fixées sur le support, seules les [gM seront retenues et titrées.

Le titrage des IgM permet de mettre en évidence une primo-infection chez la
femme enceinte et une toxoplasmose congénitale chez le nouveau-né.
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26. La séguence des événements aboutissant au déclenchement d'une réaction
d'hypersensibilité immeédiate (Type 1) est la suivante :

- E':EI[JE! préparante : lors du premier contact avec l'allergéne, I'organisme synthé-
tise des IgE spécifiques qui vont se fixer sur les cellules basophiles (les granulocy-
tes basophiles et surtout les mastocytes).

- Etape déclenchante : lors d’un second contact avec I'allergene, celuici, en se
fizant sur les IgE des basophiles, va induire un signal d activation cellulaire avec,
pour conséquences, libération de médiateurs préformés, puis synthése et libéra-
tion de médiateurs néoformes.

Ces médiateurs ont divers effets (vasodilatation, contraction des muscles lisses,
ete.) & l'origine des manifestations clinigues : asthme, cedéme, urticaire, eto.

27. L'imerféron fi, synthétisé lors d'une infection virale (essentiellement par les
fibroblastes et les cellules épithéliales), s'oppose a la réplication virale (blocage de
la traduction des protéines virales) et stimule I'activité NK.
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MATHEMATIQUES 1995

fcorrigé pp, 191-193)

Exercice 1

Partie 1

Lors de tests en vue de la réalisation d"antibiogrammes, on st amené a rechercher
la relation existante entre les diamétres d'inhibition et les CMI correspondantes
{CMI : concentration minimale inhibitrice).

Pour le ceftriaxone, 'étude expérimentale et théorique permet de montrer que, si
I"'on appelle y la CMI exprimée en pg/mi et si Von appelle x le diamétre d'inhibition
exprime en mm, alors, sur l'intervalle [10 ; 15], y vérifie I'équation différentielie :

(E} ¥ + 0,32y = 38032
1.1. Résoudre dans B* I"équation différentielle :
¥ +0,32y=0
1.2. Déterminer le réel a tel que la fonction y, définie dans R* par :
ypix) = axe 03
soit une solution de I"éguation différentielle (E).

1.3. En déduire la solution générale sur B' de I'égquation (E); puis sur BE* la
solution de I'éguation (E) verifiant la condition : y(11) = 74.

Partie 2

On considére maintenant la fonction f définie sur B par

fix) = (0,96x — 3,72} 032

2.1. Etudier les variations de la fonction f sur B*. On rappelle que

lim xe™* =0.
X — o

2.2. Etudier le signe de fix) sur B

Quelles conséquences peut-on déduire pour la représentation graphique de f
sur [B* 7?7

2.3. Tracer la représentation graphique de la fonction f dans un repére {CI',E_J,IL

(Unités : 1 em pour 2 unités sur 'axe des abscisses, 1 cm pour 10 unités sur
I'axe des ordonnées.)
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Exercice 2

La taille des enfants de 10 ans dont le développement physique est régulier est une
variable aléatoire qui suit la loi normale de moyenne 126 cm et d'écant type 4 cm,
dans une population donnée.

1.0n prend au hasard, dans cette population, un enfant de 10 ans dont le
développement physique est régulier. Quelle est la probabilité pour que sa
taille soit supérieurs a 130 cm 7

Z.0n observe une population voisine. Le phénomene taille des enfants de
10 ans suit une loi analogue a la précédente, la seule valeur qui risque d'étre
différente est la taille moyenne. On préléve au hasard dans cette population
voising un échantillon de 50 enfants. La taille moyenne observée est de
127 .4 em.

Tester au risque 5 % 'hypothése que la taille moyenne est la méme dans les
deux populations contre ["alternative : elles sont différentes.

MATHEMATIQUES 1996

(corrigé pp. 1953-19¢)

Exercice 1

1.0n note y(t) la température en degrés Celsius d'une réaction chimigue en
fonction du temps t, t étant exprimé en heures. Aprés étude, on constate que
la température est solution de |"équation différentielle :

dy 0,25t
E —_— =g
(E) w1

avec la condition initiale : w(0) = 20.

a) Resoudre pour t € [0, +==[, I'Eéquation : %+}; =0.
t

b) Déterminer le réel k tel que la fonction : t — ke 25 spit une solution
particuliére de (E).

&) En déduire la solution générale de (E).
d) Déterminer la solution de (E) satisfaisant la condition initiale.

2. 0n considére la fonction f: t+s %[EEE" + 4&"5"-95*].

a) Etudier les variations de f sur {0, +==[.
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b) Dans le plan rapporé & un repére orthogonal (0,1, /) unités graphiques
2 cm pour une heure sur P'axe des abscisses et 1 cm pour un degré sur
I'axe des ordonnées), représenter graphiquement f.

Exercice 2

Partie A

Dans une ville A, le centre de transfusion sanguine effectue 2 000 prélévements par
jour. La probahbilité pour qu'un prélévement soit retenu est égale 4 4/5.

On désigne par X la variable aléatoire prenant comme valeurs le nombre de préléve-
meants retenus chaque jour.

1. Déterminer les paramétres de la loi binomiale suivie par la variable aléa-
Loire X.

2. Donner I"'espérance mathématique de X, puis son écart type a 101 prés
Dar exces,

3.0n admet que cette loi peut &tre approchée par une loi normale de
moyenne 1 600 et d'écan type 17,9,

Determiner, avec cette approximation, la probabilité : P(X = 1 620).

Partie B

Dans une ville B, le centre de transfusion sanguine effectue également 2 000 prélé-
vements par jour. Pendant 30 jours, on a retenu 47 928 prélévements. On suppose
gue tous les prélevements sont indépendants.

1. Donner une estimation de la probabilité p de retenir un prélévement.

2. En déduire une estimation du nombre moyen de prélévements retenus par
jour.

3. Déterminer un intervalie de confiance au risque de 5 % pour la probabilité p.

MATHEMATIQUES 1997

fcorrigeé pp. 196-199)
Exercice 1

On fait absorber une substance 5, dosée 3 2 mg de principe actif, @ un animal.
Cette substance libére peu a peu le principe actif qui passe dans le sang. On

1§
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appelle f{it) la quantité de principe actif, exprimée en mg, présente dans le sang a
Vinstant ¢ {t = 0) donné en heures. Aprés étude, on constate que la fonction f est
solution de I'éguation différentielle :

(E) ‘;—{m.sy = 0,500

et qu'elle vérifie : A0) =0,
I. Résoudre I'équation différentielle : i— +0,5y=0

Il. Déterminer le nombre réel o tel que la fonction @ t i ate 2
soit solution de I"équation différentielle (E).

ll.Déterminer la solution générale de (E). En déduire la solution de (E) satis-
faisant la condition initiale.

V. On admet que la guantité totale (x) de principe actif libérée par le produit
S dans le sang au bout de x heures est donné (en mg) par :

ot = | fde

En admettant que la fonction F définie pour t = O par Fit) = (- t - 2)e™* soit
une primitive de f, calculer la quantité de principe actif libérée par le produit S
au bout de 5 heures (donner |a valeur exacte puis une valeur approchée a 101
pres).

Exercice 2

On s'intéresse aux effets d'une maladie M sur le taux X de certaines protéines dans
e sang.

I. Une etude antérieure a permis de montrer gque ce taux X, mesuré dans une
unité convenable, suit une loi normale de moyenne 130 et d'écart type
o=52

Calculer le pourcentage d’individus de la population dont le taux X est compris
entre 125 et 140,

Il. Afin de mesurer les effets de la maladie M sur le taux X de protéines, on
effectue dans un premier temps un calcul de probabilité. Dans une population
de grand effectif, on a constaté que 5% des individus sont atteints de la
maladie M, 20 % ont un taux de protéines considéré comme anormal et 3 %
sont atteints de la maladie M et ont un taux de protéines anormal,

Pour un individu choisi au hasard, on appelle A I'événement « étre atteint de |a
maladie M « et B I'événement « avoir un taux de protéines anormal ».
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1)Préciser les probabilités suivantes @ PA), RB). PA~B). En deduire
P{A_B).

2)Les événements A et B sont-ils indépendants ?

3)Quelle est la probabilité pour un individu d'avoir un taux de protéines
anormal sachant qu'il est atteint de la maladie M 7

4)Quelle est la probabilité pour un individu d'étre atteint de la maladie M
sachant qu'il 2 un taux ancrmal de protéines 7

lll. Dans un deuxigme temps, on effectue un test statistique de comparaison
de moyennes de deux échantillons. Pour cela, on préléve au hasard dans la
population un échantillon E,; de 36 individus atteints de la maladie M et un
échantillon E, de 36 individus sains. Pour chacun de ces individus, on mesure
le taux de protéines. La moyenne obtenue pour I'échantillon £, est de 128 et
la moyenne obtenue pour I'échantillon E; est de 131. On admet que I'écart
type du taux de protéines dans chacune de populations parentes de E; et E;
est égal a 5,2,

Au seull de risque 5 %, peut-on considérer que la maladie M modifie le taux X
de ces protéines ?

MATHEMATIQUES 1998

{corrigé pp, 199-201)

Exercice 1

Pour é&tudier I'énythroblastose, on injecte du fer radioactif par voie veineuse, On
constate que sa concentration plasmatique décroit au cours du temps et que cette
décroissance est caractérisée par une période T {temps en minutes au bout duquel
la concentration a diminue de maoitié).

Cet examen effectue sur un €chantillon de 400 sujets sains a donng les résultals
Suivants :

Période [60.B85] [65, 70 (70,75 [75, 80 [80, 85 [85.90{ [90, 95]

Nombre 5

de sujet 11 13 29 40 al 57

[95, 100] [100, 105] [105, 110{ [110, 115 [115, 120] [120, 125[ [125, 130]

54 48 35 25 15 8 4

1
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1) Calculer une valeur approchée de la moyenne m, et I'écart type o, de cette
série, arrondis au dixigéme le plus proche.

2)0n admet que T, la variable aléatoire exprimant la période, suit la loi nor-
male de paramétres m et o; donner des estimations ponctuelles pour m et .

3) Donner un intervalle de confiance pour m, au seuil de risque 5 %.

Exercice 2

Une étude sur le comportement d'organismes vivants placés dans une enceinte
close, dont le milieu nutritif est renouvelé en permanence, a conduit a stipuler que
I"'évolution de la population suit I'éguation différentielle suivante E, :

(Ey) N'(t) = 2N(t) — 0,0045 [N()J? (t = 0)

ol le temps t est exprimé en heures et N{t) représente le nombre d'individus pré-
sents dans l'enceinte a 'instant t.

Le nombre initial d’individus (& l'instant t = 0) est N, = 104,
1)0n pose ¥t = _
Nit)
a) Calculer la dérvée de la fonction Y.
b) Montrer que Y vérifie I'équation différentielle £, :

= Y'(t) == 2Y{t) + 00045 (t = 0)

¢} Résoudre cette équation différentielle (E.).
(on cherchera une solution particuliére constante).

d) Montrer alors que, compte tenu de la condition initiale, on a :

2
0, 0045 - 0,0025e 2

Mt =

2
~0L0025e % +0,0045

2} Soit la fonction f définie pour t & |0, 4= par: fit)=

aj) Etudier les variations de f sur [0, 4= .

b) Dans le plan rapporté & un repére orthogonal (0,1, ]) (unités graphiques :
S cm pour une heure sur I'axe des abscisses et 1 cm pour 100 individus
sur |"axe des ordonnées), représenter graphiquement f.

ch En admettant que Nit) = fit), au bout de combien de temps la population
initiale aura-elle diminué de moitié ?
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MATHEMATIQUES 1999

(corrige pp. 202-205)

Exercice 1

Les statistiques ont permis d'établir qu'en péricde de compétition la probabilité,
pour un sportif pris au hasard, d'étre déclaré positif au contréle antidopage est
égale a 0,02,

1.La prise d'un médicament M peut entrainer, chez certains sportifs, un
contrdle antidopage positif. En période de compétition, ce médicament, qui
diminue fortement les effets de la fatigue musculaire, est utilisé par 25 % des
sportifs. La probabilité, pour un tel sportif, d'étre déclaré positif au contrile
antidopage est alors égale & 0,05,

Pour un sportif choisi au hasard en période de compétition, on appelle A
I'événement : « utiliser le médicament M + et B I'événement : « &tre déclaré
positif au contrile antidopage ».

a) Préciser les probabilités suivantes @ P(A), PfB) et P{B/A). Calculer alors
P{AmB).

b} Pour un sportif choisi au hasard en période de compétition calculer la pro-
babilité de chacun des événements suivants :

E,: = uliliser le médicament M sachant qu’il est déclaré positif au contrdle
antidopage »;

E,: « étre déclaré positif au controle antidopage sachant gu’il n'utilise pas
le médicament M ».

2. Au cours d'une compétition, on fait subir des contrdles antidopages a un
échantillon € de 50 sportifs choisis au hasard. On désigne par X la variable
aléatoire qui mesure le nombre d'individus dont les contrdles sont déclarés
positifs. On admet que X suit la loi binomiale p(50 ; 0,02).

{Pour les guestions a) et b), les résultats seront arrondis & 1077.)

a) Calculer la probabilité qu'aucun contréle ne soit déclaré positif.
Déterminer I'espérance et la variance de |a variable aléatoire X,

b) On admet que la loi de X peut &tre approchée par une loi de Poisson dont
on précisera le paramétre. Calculer alors la probabilité P(X = 1).

Exercice 2

Apres la prise d'un meédicament M, le principe actif traverse la mugueuse intestinale
puis passe dans le sang ol il est dégradé puis évacué. On suppose que ce proces-
sus démarre a 'instant t = 0,
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1)0n pose z, = In(N, — 2) pour tout { variant de O a 6 (ol In désigne le loga-
rithme népérien).

Donner les valeurs de z; arrondies au milliéme le plus proche.

Représenter le nuage (t,; z) dans un repére orthogonal {(unités graphiques ;
3 cm pour une heure en abscisse, 4 cm pour une unité en ordonnée).

2) Donner le coefficient de corrélation linéaire de la série (I;; z) et donner une
équation de la droite de régression de z en t {les coefficients seront arrondis
au millieme le plus proche).

3) Donner I'expression de N en fonction de t déduite de cet ajustement.

4) En supposant que l'expression obtenue en 3) reste valable, déterminer a
partir de quel relevé on obtiendra une valeur de N inférieure ou é&gale a 3.

Partie B

Une étude plus approfondie améne 3 faire I'hypothése que la fonction, qui au temps
t{en heure) associe le nombre Nt), est une solution de I'équation différentielle :

¥y = aly - 2) ob o est une constante réelle.
1) Déterminer la solution générale de I"équation différentielle ci-dessus.

2)En déduire la solution qui prend la valeur 170 pour t = 0 et la valeur 9 pour
t = 6.

Fartie C

Soit f la fonction définie sur [0 ; +e=| par fix) = 168e "5 + 2 et {C) sa courbe repré-
sentative dans un repére orthogonal (unités graphiques : 2 cm sur |'axe des abscis-
ses, 1 mm sur ["axe des ordonnées).

1) Calculer lim fix); interpréter géomeétriquement le résultat obtenu.
E—s4oa

2)Chercher les variations de la fonction 7 sur [0 ) +e=[.

3) Construire le courbe (C).

4) Résoudre I"équation fix} = 30 dans 'intervalle [0 ; +=[; vérifier graphique-
ment.

5] Calculer la valeur moyenne de la fonction f sur lintervalle [1 ; €]; on don-
nera la valeur exacte et une valeur décimale approchée 4 10~ prés.
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MATHEMATIQUES 1995

Exercice 1
Partie 1

Sur l'intervalle [10; 15], on étudie I'équation différentielle (E) ' + 0,32y = g38-0.32x

1. Résolvons dans RB* I'éguation différentielle y'+ 0,32y =0,

Une équation différentielle de la forme y¥' + ay = 0 a pour solution générale
yix) = Ce ® ol C est une constante réelle quelconque.,
lci, a = 0,32, Done la solution générale de I"équation différentielle proposée

est yix)=Ce %3 ol C est une constante réelle guelconque.

2.Determinons le réel a tel que la fonction y, deéfinie dans R*
¥pix)=axe™ par soil une solution de I'équation différentielle (E).

Si y, est solution de (E) donc v, + 0,32y, = 59032

¥ofx) = ae 032 — 0, 30ave 032 = (g - 0, 32ax)e 032

(@ —0,32ax)e 3% + 0, 32axe 032+ = gb8-0.3%

Dol a-0,32Zax+0,32ax =% & g =59

Done, y,(x)= xe™9-032% est solution de I'équation (E).

3. La solution générale d'une équation différentielle avec second membre est
la somme de la solution générale de I'équation sans second membre et
d'une solution particuliére de 'éqguation avec second membre.

Done, la solution générale de I"&quation (E) sur R est :

yix) = Ce032x | yeB9-03

W1l =74 =T4=0352 4 11e°38 0= -1 515

Donc, la solution de (E) vérifiant y(11) = 74 est yfx) =1 515 05 4 ygeo8-0.32x
Partie 2
On considére la fonction f définie sur B par fix) = (0,96x — 3, 72)e59- 032

1. Variations de la fonction f sur B* :

Fix) = 0,969 032 4 (0, 96x - 3,72)(—0,32)e P32

F(x) = (—0,3072x + 2,1504)e>9-0.32x
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Une exponentielle étant toujours positive, £ est du signe de - 0,3072x
+ 2,1504. C'est-a-dire que  est positive lorsque — 0,3072x + 2,1504 = 0
N =T,

lim e~ %325 = lim xe %" =0 = lim f{x)= 0

E—p= A= Eepe

Dol le tableau de variation suivant :

b i T o=
fix) + i} -
fix) 116

-1 357 0

2.Une exponentielle est toujours positive donc f est du signe de 0,96x

3,72

- 3,72, C'est-a-dire que fix)=0& x = o ¢ X = 3,875,

Pour la représentation de graphique de f, ceci signifie que la courbe est au-
dessus de "axe Ox si x > 3,875, gu'elle coupe Ox en x = 3,875 et qu'elle est
au dessous de Ox pour 0 = x = 3,875,

3. Allure de la courbe de la fonction f.

A
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Exercice 2

Soit X la taille d'un enfant de 10 ans. X suit la loi normale de moyenne 126 cm et
d'écart type 4 cm.

1. Probabilité pour gqu'un enfant pris au hasard ait une taille supérieure a
130 cm.
X-m X-126
o 2 ,
La variable aléatoire T suit Ia loi normale centrée réduite.
Mous cherchons a déterminer X = 130).

Soit T =

X -126 N 130 -126
4

P{K:::LSG]:F[ =PT>1)=1-P(T =1)

Or, AT =1)=TI{1)=0,8413 d'aprés la table de la fonction intégrale de la loi
normale centrée réduite.,

Dol : PX > 130) =1 - 0,8413 = 0,1586.

2.0n veut comparer la taille obhservée (127.4 em) sur un échantilion de
50 enfants & la valeur de référence 126 cm. La variable aléatoire m (moyenne

. 4
de I'échantillon) a une espérance de 126 et un écart type de ?
50

Posons deux hypothéses :
- hypothése nulle : les tailles sont les mémes;
- hypothése alternative : les tailles sont differentes.

[127,4 - 128
4

50

Donc, on rejette I'hypothése nulle au risgue 5 %. La taille moyenne des deux
populations n'est pas la méme.

=247 >1,96

MATHEMATIQUES 1996

Exercice 1

1. 0n étudie I'égquation différentielle (E) %+ y =& 950 avec la condition initiale
W) = 20.
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a) Résolvons sur [0, +=<| I'équation %{-+ y=0.

dy

Une équation différentielle de la forme I+ ay =0 a pour solution générale

yit)=Ce # o0 C est une constante réelle quelconqgue,

lci, a = 1. Dong, la solution générale de 3—{+ y=0 sur B* est yit)=Ce'ou C
est une constante réelle quelcongue.

b) Déterminons le réel k tel que la fonction y,:t — ke 5 soit une solution
particuliere de (E).

Si v, @5t une solution particuliére de (E) alors %+ Yy =8 8t

dt

% =_3.25;¢E—ﬂ_?5£
at

Donc, —0,25ke" %25 4 e~ U2% = o-03% O 7Bk =1k =% =1,33,

Dol ; yuft,}:%e-m est une solution particuliére de I'équation (E).

¢) Pour obtenir la solution générale de (E), il faut ajouter & la solution générale
de I"'eguation sans second membre une solution particuliére de (E).

, 4
Done, la solution générale de (E) est y(t)=Ce™' +§e":'~25’ avec C une cons-
tante réelle quelconque.

d) Déterminons la solution de (E} vérifiant la condition initiale y(0) = 20.

y{ﬂ}:?ﬂc::-ﬂ+%=2ﬂc::-ﬂ =§é§

La solution de (E} vérifiant la condition initiale W0) = 20 est :

fﬂl=%e“+%e‘w-

2. 0n considére la fonction f :t — %:565" + 4025t

aj Etudions les variations de f sur R* :

f'ﬂj=%{—5ﬁe"-e-”-25‘}cﬂ sur B*. La fonction f est donc strictement

décroissante sur BF.
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b) Allure de la courbe de f.

Exercice 2

Partie A

Soit X |a variable aléatoire prenant comme valeurs le nombre de prélévements rete-
nus chaque jour.

1.Déterminons les paramétres de la loi binomiale suivie par X.
Parmi 2 000 prélévements effectués par jour, la probabilité pour que 'un

d'eux soit retenu est de %

Done, les paramétres de la loi binomiale suivie par X sontn=2 000 et p = %

X suit la loi E[n=2 mn.;-:%}.

2. Déterminons "espérance et I'écart type de X.

E(X)=np=2000x=0,8=1 600
o=/np{l-p)=/1600x0,2 =179

X a pour espérance 1 600 et pour écart type 17,9,

3.0n admet que cette loi peut étre approchée par une loi normale de
moyenne 1 600 et d'écart type 17,9,

Avec cette approximation, déterminons la probabilité P(X = 1 620).

La variable aléatoire T = _1?—9 suil la loi normale centrée réduite.
X=1600 1620-1600
PX=1620)=P = =PT 12)=1-PAT=1,12
( ) [ 7.9 17.9 AT =1,12) P )

1%
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Or, AT =2112)=11{1,12) = 0,8686,
Donc, P(X =1 620)=1-0,8686 = 0,1314.

Partie B
En 30 jours, on a retenu 47 928 préléevements.

1. Donnons une estimation de la probabilité p de retenir un prélévemeant.

En 30 jours, on a effectué 60 000 prélévements et on en a retenu 47 928.
47 928
&0 000

Donc une estimation de p est p= =0,7988,

2. Nombre moyen m de prélévements retenus chaque jour.
m=np=2000x=x 07988 =1 598

3. Intervalle de confiance pour la probabilité p au risque 5 %.
Au nsque 5 %, l'intervalle recherché est :

(avec p=0,7988 et n = 2 000)
Donc, I'intervalle de confiance au risque 5 % est [0,781; 0.816].

MATHEMATIQUES 1997

Exercice 1

Soit (E) I'équation différentielle % + 0,5y = 0,58 05

S0it fune fonction solution de (E) et vérifiant f{0) = O,

I. Solution générale de % + 0,5y =0.
t

La solution générale de I'équation différentielle & +ay =0 est yit)=Ce ™ avec C
uneé constante réelle quelconque. ait

Ici, a = 0,5. Done, y{t)=Ce "3 avec C une constante réelle quelconque.
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Il. Determinons le nombre réel « tel que la fonction 5, : t - e soit solution de
I"équation différentielle (E).

) , d
Si v, est solution de (E) alors % +0,5y, = 0,5e 0

o,
dat

Done, oe03 - 0,5me 03 + 0,50t 9% = 0,5 %% o uw=05.

= ag 3 — 0, Sote 0

¥g it —0,5te %% gst une solutio n particuliere de I'équation différentielle (E).

I, Déterminons |a solution générale de I'équation (E).

Pour obtenir la solution générale de (E), il faut ajouter la solution générale de |'équa-
tion sans second membre (question 1) et une solution particuliére de 1'éguation (E).

Done, la solution générale de (E) est yit) = Ce~ 950 4 0, 5re- 050 = (C + 0,5¢)e- 050
Déterminons la solution satisfaisant la condition initiale ¥{0) = 0.

y0)=C=0
Donc, fit) =0, Ste 05t
V. Soit O(x) = [

tow = [ fude)

Qix) est la quantité de principe actif libérée dans le sang au bout de x heures,

On cherche a déterminer la quantité de principe actif liérée dans le sang au bout
de 5 heures. |l faut donc cailculer Q{5).

Pour t = O,une primitive de f est Fit) = (-1 - 2je 05

Qi5) = jﬂ fitidt = F(5) - F{0)= -Te2% +2=14mg

La quantité de principe actif libérée par le produit S au bout de 5 heures est 1,4 mg.

Exercice 2

On s'intéresse aux effets d'une maladie M sur le taux X de certaines protéines dans
le sang.

l. X suit une loi normale de moyenne 130 et d'écart type 5,2.

La variable aléatoire T = x;—?ﬂ suit la loi normale centrée réduite.

Nous cherchons & déterminer P(125 = X = 140) = P(X = 140) - P{X = 125).
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P{125-;.x-.:_14m=p[‘”'13” < 14“‘130]_p(”-1305 125—13'3]

5,2 5,2 3,2 5,2

= P(T =1,923) - P(T = - 0,961)

=P(T=1,923)-[1-P(T = 0,961)]

=11, 923)+ IM0,961) -1 =0,9726 + 0,8315 -1 = 0,804
Done, il y a 80,4 % de la population dont le taux X est compris entre 125 et 140.

Il. Soit A I'événement « étre atteint de la maladie M «.
Soit 8 I'événement « avoir un taux de protéines considéré comme anormal »,

3] 20
1)D'aprés I'énoncé, PA)=——=0,05 et PB)l=——=10,2.
)D'ap (A) 100 (B8} 100
L'évenement AnB correspond a « étre atteint de la maladie M et avoir un
taux de protéines anormal =. Dong, d'aprés I'énoncé, H’f“lﬁﬁi=%=ﬂ-m~

F{A\B) = P{A) + P(B) — P{AUB) =0,05+0,2-0,03=0,22
2)5i A et B sont deux événements indépendants, alors P{AB) = P{A)P(B).

3
PANB)=_— =003
PAPB) =0,2x0,05=001+003
Donc, les deux événements A et B ne sont pas indépendants.

PiAmB)

3)0n cherche a determiner PFB/A)= oA

D'aprés les résultats précédents, PB/A)= 003 =06

0,05
P(A M B)
P(E)

D'aprés les résultats précédents, FA/8 =% —015.

0,2

4)0n cherche a déterminer P(A/B) =

Nl. Soit H 'hypothése selon laguelle la maladie M ne modifle pas le taux X de ces
protéines.

‘e |131 - 128

~ [5,22 , 522
V35 ' as

=241 >1,96
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Donc, au risque 5 %, on peut considérer que la maladie M modifie le taux X de ces
protéines.

MATHEMATIQUES 1998

Exercice 1

1. Les périodes sont réparties selon des intervalles (ou classes). Pour obtenir la
moyenne arithmétigue, il faut considérer les centres de ces intervalles.

La moyenne arithmétique est obtenue par la formule suivante :

60 + 65 et i =5 .. “sz

avec ¢, = et m, =3,

La moyenne m, a pour valeur 94,1,

L'écart type de I"échantillon est la racine carrée de la variance. La variance se cal-
cule selon la formule suivante :

o e =M P+ 4 Ny (G —M P
n
On obtient o, =V =13,7.

Une valeur approchée de la moyenne est 94,1 jours et une valeur approchée de
I"&cart type est 13,7 jours.

2. Une estimation de la moyenne m est la moyenne m, calculée a la question préce-
dente.

L'écart type o de cetle population est o =

n T ¥ . ¥
n_1 -G, Ou n représente |'effectif (ici,

n = 400) et o, I'écart type de |'échantillon.
AQ0

Dol : ¢ =
497300

=« 13,7 =13,7.

3. Intervalle de confiance de la moyenne m au risque 5 %.

Vn Jn

Donc, IMintervalle de confiance pour m au risque 5 % est [92.8; 95 4].

L'intervalle au risque 5 % est [m - 1,96 —; m+1,96 ] avec n = 400.
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MATHEMATIQUES 1999

Exercice 1

1. Evénement A : « utiliser le médicament M ».
Evénement B : « étre déclaré positif au controle antidopage ».
a) D'aprés I'énonceé
Pa) =0,25
AB) = 0,02
P{C} = 0,05

P{A — B)
P(A)

d'ou AANB) = ARBA) . AA)=0,05.0,26=0,125
PiA) =0,25; P(B) = 0,02; P(B/A) = 0,05; PA ~ B)=0,0125.

Or, piB/A) =

b} E, : « utiliser le médicament M sachant qu'il est déclaré positif au contrdle
antidopage ».

E, : « étre déclaré positif au contrdle antidopage sachant qu'il n'utilise pas le
médicament M ».

En utilisant les notations de |a question précédente, on peut écrire :
E, =A/BetE, =B/A
FlAmB) _ 0,0125

P(E, ) = P{A/B) = = 0,625
1) = PA/B) P(E]) 0,02
—  PBAA)
Eoj= Aje= e
P(E,) = P(B/ A} o

P(Br A) = P(A/B).P(B) = [1 - P(A/B)]. P(B)
PBAA) = [(1-PE,)].PB) = 0,375 x0,02 = 0,0075
P(A)=1-P[A)=1-0,25 = 0,75

PBAA) _ 0,0075

Donc: PE,) = —
PiEz) P(A) 0,75

= 0,01

P(E, ) = 0,625 et P(E,) = 0,01,
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2. Contréle antidopage d'un échantillon e de 50 sportifs.

X . variable aléatoire qui mesure le nombre d'individus contrilés positifs.
On admet que X suit la loi binomiale B(50 ; 0,02).

Rappel : si X suit une loi binomiale [ (n ; p) alors PX = k) = C,f Ml - p)¥
Dans cet exercice n = 50 et p = 0,02.

a) Calcul de FX = Q) :
Pix = 0} = C&pY1 - 0,020 = 1 % 1 » 0,9850 = 0,9850 = 0,364
Calcul de I'espérance E(X) :
EX)=np=50=x002=1
Calcul de la variance V(X) :
VXl =np{l-p)=50x002x(1-0,02)=1=0,98 =098
Px)=0,364; EfX) =1 et V(X) = 0,98,

b) On admet que la loi de X peut étre approchée par une loi de Poisson.
Rappe! : si X suit une loi de Poisson de paramétre A alors :

g AE
Px=k=e 5
Déterminons le paramétre A :
30 .
= = . — —h
PX=0)=g o1 - (5

et P(X =0) = 0,364 d aprés la question précédente.

D'ol e = 0,364,

Infe"*)=- i =In0,364.

A=-1In0,364 = 1,01,

Calculons P(X = 1) :
PX=1)=1-PX<1)=1-PX=0}=1-0,364 = 0,636.

Exercice 2

Q(t) : quantité de principe actif presente dans le sang au temps L.
Q0 exprimée en mg et t exprime en minutes (0 = t = 660).
Q(0) = 0.

Q vérifie I'équation : EE::TQ +Q=—-0,003t+1,982 (E

1. Résolution de I'équation différentielle.
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6¥,0-0 (&)

at
@ __1
dt 6
daQ 1
— = ——dt
Q 6
1
InQ=-=t+0C
ng Et‘+
4
Qt)=Ce 5 ,Cec k.

2. Déterminons les réels a et b tels que ft — at + b soit la solution de (E).
f solution de E < 6 Fit) + fit) == 0,003t + 1,982

Fit) = a.

D'ol Ga + (at + b) = - 0,003t + 1,982 = at + 6a + b=- 0,003t + 1,982
Par identification des coefficients, on obtient le systéme suivant :
a=-0003et6a+b=1982

d'ol b=1,982 - 6(- 0,003) =2

a=-0003eth=2.

3. a) Vérifions que Q : [ — 2 - 0,003t - 2 &5 (avec t & [0; 660]) est solution de
I'équation (E).

Remarque : on notera que I'on verifie gue @ est la somme d’ une solution parti-
culigre de (E) {t — 2 — 0,003¢) et de la solution générale de I'équation sans
second membre (f — Ce V8 avec C=- 2).

Q solution de (E) <= 60t} + Q) =— 0,003t + 1,982

6Qt) = 6[- 0,003 - 2(- 1/6)e¥%] = - 0,018 + 2e V8

6O + Qft) =~ 0,018 + 2eV° + 2 - 0,003t - 2e% = 1,982 — 0,003t
8O + Q(t) = 1,982 - 0,003t donc ) est solution de I"égquation (E).

0 =t =660, Qt)=2 - 0,003t - 2eVE

On remargue que Q vérifie bien I'hypothése Q(0) = 0.

b) Sens de variation de Q.

Pour déterminer le sens de variation de Q, il faut examiner le signe de la déri-
vée de Q.

Qft)=- 0,003 + 1/3eVE
Qft) = 0¢> - 0,003 + 1/3e V8 =0
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. h
On obtient : 1| —— | = 0,994
(o1 )-aome

h
La lecture de la table donne 0.08 = 2,54, soit h = 0,20.

Partie B

1) Notons x, et o, respectivement la moyenne et I'écart type de I'échantillon.
Un calcul a la machine donne

X, =7T2,37 et 0,=011

2)0n sait que I'estimation ponctuelle m de la moyenne m des pesées est
donnée par la moyenne de I'échantillon. Donc :

=%, = 72,37

On sait aussi qu'une estimation ponctuelle @ de I'écart type des pesées est
donnée a partir de I'écant type de I'échantillon a "aide de la formule :

n
n-=1

ou n représente |'effectit de I"échantillon, ¢’est-a-dire ici n = 10 (on obtient
directement le résultat numénque avec la touche o, de la calculatrice).

0= o,

10

Donc : =

0,11, soit =012,
3) On sait qu'un intervalle de confiance au seuil de 5 % de la moyenne m est :

[?E ~1,96——: X, + 1,96 —‘:L]

a3 W n

0,12 0,12

Mumériquement : | 7237 -196—, 7237+ 19—
! [ Jio' Eo}

soit [72,30;72,44].

4)a) La formule donnée a la question 3) reste valable en remplacant
a par g =0,08.

. 0,08 0,08
On obtient | 7237 -1 96— 7237+ 196 —
ouHen [ J10 Jru]

soit [72,32;72,42].
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b} On sait que I'intervalle de confiance de la moyenne des pesées au seuil

— 0 O
« est donné par : [x -t —i X, +t —]
L ] o JH =] a \II'H
oii t, esttel que P(- t, < T <+ t,) = 1 - o ol T est une variable aléatoire qui
suit une loi normale N(0,1). En identifiant "intervalle de confiance théorique
avec celui donné dans I'énoncé, on obtient :

7, -:ﬂinﬂzal 1::&72,3?—{“%=T2,31<:Hu =2,37

On aurait obtenu le méme résultat en faisant le calcul avec la bome supé-
rieure de I'intervalle. Nous devons donc avoir :

Pl-t, <T <+t l=1-a=P-2,3T<T<+2,3T)=1-a
&= I2,37)-1{-2,3T)=1-«a
e M(2,37)-[1-M2,37)]=1 -«

o M(2,37) = 2-9

La table donne T1{2,37)=0,9911.

On en déduit ot =2 — (2 =« 0,9911)=0,0178.

A I'unité prés le risque est : o= 2 %.
EXERCICE 2

Partie A

1) Le changement de variable proposé par I'énoncé donne le tableau suivant :

t 0 1 2 3 2 5 6
N, 170 102 63 39 24 16 3
z 5124 4605 4,111 3611 3091 2639 1,946

2} La calculette donne pour coefficient de corrélation linéaire : R = — 0,999,

La calculette donne les coefficients de la droite de régression linéaire par la
methode des moindres carrés,

On obtient : z=— 0,517t + 3,590.

3) La fonction exponentielle de base e étant la fonction réciproque de la fone-
tion logarithme népérien, nous avons :

IN(N — 2) = —0,517t + 3,590 e N — 2 = g 0518703500 oy py — 3590 o-051T1 4 5
soit : N = 36,23 0517 4 2

4) Mous devons résoudre l'inéquation @ 36,23 2517 4 2 = 3,
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35.23!—'15171 + e deang Q517 -r.'_'[], e —0,517 ﬁlmﬂ.ﬂzﬂ}
QD280 cqit t = T,
0,517

Au bout d'environ 7 heures, c'est-adire au septigme relevé, on obtiendra une
valeur de N inférieure ou égale a 3.

e ~0,517t < In(0,028) & t >

Partie B
Nit) est solution de y' = afy — 2).

1) Solution générale de I"équation differentielle :

y=oly-2)

Y=oy =— 2

Solution générale de 'équation différentielle sans second membre y’ —ay =0 :
yit) = pe avec i € RH.

Solution particuliere de I'équation avec second membre y' = ay = - 2

¥ = 2.

La solution générale de I'équation est y(t) = Be™ + 2 avec (o, f) e R

2) Solution qui prend la valeur 170 pour ¢t = 0 et 9 pour t = G.
yit) = [ile™ + 2.
17T0=pf+2 - =168
9 = 168e% + 2
1685 = 7
et = 7/168
a=1/6In(7/168)=- 0,53
B=168; u=-053
La solution qui vérifie les données de I'énoncé est donc :
y(t} = 168e %53 4 2

Partie C

1) Limite de f(x) qguand x — 4e=,

i —(0,53% = —=, oF lim* "= e" =0
Done, lim*—*=g- 053 =
lim*—*=168e-053 = g

D'ol, lim***=168e"053 4+ 3 — 2
lim—*=fix) = 2.
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Interprétation geomeétrique : la droite d'équation y = 2 est une asymptote de la
courbe représentative de f.

2)Variations de f sur [0 ; +e=[.

fix) = - 0,53 , 168053 = _ 89 D4e0-53

e~233 = O donc fix) < 0 sur [0 ; 4

lim *~2 fix) = 170,

lim *7**= fijx) = 2.

x L] i
F -

F i70

3) Courbe (C).

4) Résolution de fix) = 30.

168953 4 2 = 30 ¢ e?5% = 28/168 ¢« - 0,53x = In(28/168) <> x =
-1/0,53 In{28/168)

fix) = 30 & x = 3,38

Copyrighted maierial
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Vérification graphigue :

D'aprés la courbe pour fix) = 30 on trouve x = 3.4,

Le résultat obtenu par le calcul est donc cohérent avec la représentation gra-
phique,

o) Valeur moyenne de f sur l'intervalle [1 ; 6].
Appelons m cette valeur moyenne.

m = ﬁ J.fﬁfx} dx:‘llf{iﬁﬁe‘ﬂ-ﬂ” + .?}dx

- &
m = -{ - 168 R L
5| 0,53 .
m=s| 168 (053w, 12x + 288 c0531 5
51 0,53 0,53
_ 168 o3 __318 _
Tm[e e ]+z_3e,es

La valeur moyenne de f sur [1 ; 6] est 36,68,
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SCIENCES PHYSIQUES 1995

(ecorrige pp. 234-237)

1. Chimie générale

Soit la solution S obtenue par dissolution de 5,6 x 107 mole d’hydrogénocarbonate
de sodium dans 200 mL d'eau (la variation de volume est négligeabile).

On donne : CO, dissous / HCO3 pK,y, = 6,1
HCO3/C03%" Ky, = 10,2

1) a) Ecrire les équations chimiques traduisant les équilibres acido-basiques corres-
pondant & ces deux couples.

b) Ecrire, pour chacun de ces deux couples, I'expression littérale de la cons-
tante d’acidite.

2) a) Démontrer la formule permettant de calculer le pH de la solution S et déduire
la valeur de ce pH.

b) Quelle est l'influence de la concentration en hydrogénocarbonate sur le pH
de cette solution 7

c) Quelle est, entre CO, dissous,HCO; et COZ-, I'espéce prédominante a ce
pH ?

2. Chimie organique

On dispose de 4 flacons numérotés 1, 2, 3 et 4 contenant chacun I'un des quatre
COMPOSes suivants :

OH H
CI.:-,.‘-.:C’,;GH H.,,} ~CH,4 H.;I_fr::____,NHE EHE\HI: H__,,':'
. | ! ¢
H = EH:} Hh“} HCHB Hﬂ::.. q"‘*nH EHa"f "}-"H
H R CH, CH,
a) k) c) d)

1) Nommer ces quatre composés et préciser la fonction qui les caractérise.
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2) On identiiie les composes des flacons n® 1 et n™ 2.
a) Le composé du flacon n® 2 présente un caractére basique. Ecrire |'éguation
de la réaction du composé du flacon n® 2 avec I'eau, montrant sa basicité,
Identifier le composé du flacon n® 2.
b} Le composé du flacon n® 1 réagit avec le composé du flacon n® 2 pour don-
ner une imine.

On rappelle que cette réaction est une addition nucléophile suivie d'une élimi-
nation d’eau.

Ecrire "équation de la réaction et détailler le mécanisme de |'addition nucléo-
phile.

Identifier le composé du flacon n® 1.

3) On identifie les composés des flacons n® 3 et n® 4.
a) Le flacon n® 4 présente une acidité : le composé dissous posséde un pk,
inférieur 8 6; le flacon n® 3 présente une acidité non mesurable dans |"eau.
En justifiant votre réponse, identifier le composé de chacun des flacons n® 3
et n® 4.

b) Les composés des flacons n® 3 et n® 4 reagissent pour donner un com-
poseé de type :

OR’

R r:’#
T M,
o0

Ecrire I'équation de la réaction.

4) Parmi ces 4 composés, un seul présente une activité optique. Expliquer e terme
« chiralité = et identifier le composé chiral. Justifier votre réponse.,

3. Microscope optique

Un microscope est constitué d'un objectif et d'un oculaire assimilés respectivement

a des lentilles minces L, et L, de distances focales O,F;, =f;=04cmet O,F, =
fo=25cm.

La distance entre les centres optiques est 0,0, =18,9 cm.

L'objectif L, donne d'un petit objet AB perpendiculaire 4 I'axe de l'instrument en A
une image A,B, située dans le plan focal objet de I'oculaire L,. L'eeil de I'observa-
teur place juste aprés F; observe I'image finale A'B".

1) a) Construire sur un meme schéma l'image A;B,; et I'image finale A'B’. Pourquoi
cette position de A'B" estelle bonne pour I'observateur dont la vue est « normale ».
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by Que se passeraitdl si, au moyen de la vis micrométrique, on rapprochait
progressivement |'objet du foyer objet F; de L;?

c) Définir, sans calcul, la latitude de mise au point.

2} Le grandissement f1 de L, est tel que h’ll = 40, la dimension de |'objet observé
est AB = 10 pm.

a) Sous quel angle serait vu 'objet a I"'ceil nu a la distance de 25 cm 7
b) Sous quel angle I'image A'B’ de cet objet est-elle vue a travers l'instrument ?

¢} Calculer le grossissement commercial du microscope.

4. Sédimentation

La sédimentation est une technique permettant de séparer une dispersion de solide
ou de liquide dans un liguide non miscible et de densité inférieure. L' opération peut
se faire sous "action de la pesanteur (figure 1) ou par centrifugation (figure 2). Dans
les deux cas, les particules constituant les corps dispersés (gouttelettes ou grains)
sont considérées comme sphérigues et elles migrent dans les sens indiqués par les
vecteursvitesses, Les valeurs de ces vitesses sont données par les expressions (1)
et {2).

Y
-|----'-:|----|-
e T e - — = X
e — —— — —
I .
Figure 1 “ Figure 2
A
2r¢(p— 2ré{p—
O, S

Dans les deux expressions, r représente le rayon d'une particule, p sa masse volu-
mique, o celle du liquide, g I'accélération de la pesanteur (9,81 m.s<) et a celle
due a la rotation.

1) Comment s'appelle la grandeur notée »_ ?
2) A un instant donné, la particule se trouve & une distance R de 'axe {1) et la

vitesse angulaire de la centrifugeuse est w. Calculer I'accélération a = «”R si
R = 10 cm et si la centrifugeuse tourne a 10 000 tr.min .
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3) Comparer »; et »,, en déduire I"intérét de la centrifugation.

4) Quelle est I'influence de la température sur la séparation 7
On donne m = 102 Pa.s 320 °C et .10 Pa.s™1 4 45 °C.

SCIENCES PHYSIQUES 1996

{corrige pp. 237-241)

1. Chimie générale : complexe — solubilité

Soit une solution contenant initialement 0,1 mol.Ll™ de nitrate d'argent et
0.4 mol.L™* d'ammoniac. On donne, pour le complexe [Ag (NH.).]*, pK, = 7,2 et,
pour le couple : NH; /NHy. pK; = 9,2 et pK, = 14,

1} Ecrire les équations bilans des deux équilibres susceptibles de s'établir dans la
solution et calculer keurs constantes d'équilibres respectives.

2) Montrer que I'on peut négliger I"action de NH4 sur I'eau et calouler :
|Ag*], [NH3) et [Ag (NH5)F] a Péquilibre.

3) On s'intéresse § la solubilité du chlorure d'argent en solution agueuse.
Calculer sa solubilité :

a)Dans I'eau pure (notée 5 en mol.L ™).

b) Dans une solution & 1 mol.L™! d'ammoniac (notée s" en mol L.
K (AgCl) = 1,6.107%; K {[AgINHZ),") = 1072,

On négligera la basicité de 'ammoniac.

Conclure.

2. Chimie organique : préparation d’'un analgésique d'usage externe : la
benzocaine ou aminobenzoate d'éthyle

Ox
Formule semi-développée C—0—C,H;

NH,
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1} On fait réagir du benzéne avec du monochlorométhane, en présence de chlorure
d'aluminium anhydre, AICI,. On obtient un composé (A).
a) Ecrire I'équation de la réaction et donner le nom du composé (A).

b} Comment le catalyseur intervient-il dans la réaction 7
Détailler le mécanisme.

2) On effectue la mononitration du composeé (A).

On obtient un mélange de deux composés. Donner les formules de ces deux compo-
SEs.

S0it (8) le composé para, que I'on isole,

3) Aurait-on obtenu ces mémes composés en inversant |'ordre des réactions des
questions 1) et 2) 7

4) On oxyde (B). On obtient le composé (C), que I'on réduit avec H., sur du nickel. On
obtient le composeé (D).

ldentifier (C) et (D) (formules et noms).

5) On estérifie le corps (D) obtenu avec de I'éthanol.
On obtient ainsi la benzoine.

a) Ecrire I"éguation de la réaction.

b} Préciser les caractéristiques d'une telle réaction.

3. Photométrie

Données : h=6,62.10** s c=3.10°mst:e=16.101"C
1eV=161019),

1) Une cellule photoélectrique a une cathode recouverte de césium. Le travail
d'extraction d'un électron du césium est de 1,9 eV.

a) On éclaire cette cathode par 2 radiations électromagnétiques 1 et 2 de lon-
gueurs d'onde A, = 750 nm et A4; = 540 nm.

Quelle radiation permettra I'effet photoélectnigue 7 Justifier.

o) L'intensité de saturation I; de la cellule photoélectrique est proportionnelle
au flux énergétique regu par la cathode. Le rendement quantique r de la cel

lule représente le rapport entre le nombre n d'électrons émis et le nombre N
de photons regus par la cathode,

Calculer I, si le flux requ par la cathode est de 0.5 mW pour la radiation A,
avec un rendement quantique r = 2,107,

2) La cellule précédente est utilisée dans un spectrophotométre,
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a) Faire un schéma de principe d'un spectrophotométre a simple faisceau, en
précisant sommairement le réle de chaque partie.

b) Aprés avoir fait le blanc avec une cuve d'eau distillée, on mesure avec une
solution de KMnO, une absorbance A = 0,52.

En déduire le pourcentage du flux absorbé par le soluté.

¢) On a travaillé avec une cuve d'épaisseur 1 cm et une solution de KMnO,
de concentration 2,10~ mol.L™t.

En déduire I'absorbance lingigue molaire (appelée parfois coefficient d'extinction
molaire), en unité du systéme intermnational, pour la longueur d'onde utilisée.

SCIENCES PHYSIQUES 1997

(corrige pp. 242-245)

Exercice 1

Le benzaldényde, composé A de formule brute C;H;0, est un liguide incolore a forte
odeur caractéristique d'amande amere. Aussi, estdl utilis€ en parfumerie et comme
ardéme artificiel dans boissons et patisseries.

1} Ecrire la formule semi-développée du composé A.
2} Quels tests peut-on envisager pour mettre en évidence la fonction aldéhyde 7
3) Propriétés oxydoréductrices du benzaldéhyde.

a) Le benzaldéhyde est facilement oxydé par le dioxygéne de I'air en un solide
blanc : ce composé B est utilisé comme additif alimentaire en tant que conser-
vateur sous le code « E 210 «,

Préciser la formule et le nom du composé B.
b Le benzaldéhyde peut &tre réduit par I'hydrure d'aluminiumdithium® en un

liguide d’odeur agréable : ce composé C existe dans un assez grand nombre
d'essences naturelles dont celle de fleur de jasmin.

Préciser la formule et le nom du composé C.
* hydrure d’aluminiumdithium : LIAIH,.

4) Le compose B peut réagir avec le composé C pour donner le composé D, Le com-
posé D est un antispasmodigue utilisé contre la toux.

Ecrire I"'équation de la réaction.
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Préciser les caractéristiques de cette réaction.
Identifier la fonction du composé D,

Exercice 2

Quand on plonge verticalement un tube capillaire de rayon r, dans un liquide de
masse volumique g, dont la constante de tension superficielle est A, a température
constante, on observe une ascension capillaire du liquide, de hauteur h.

24
Fr.p.g

D'aprés la loi de Jurin, h=

(g =981 Nkg').

1) Montrer que A peut s'exprimer en N,

2) On plonge 4 tubes capillaires de diamétres différents dans le méme liquide et on
mesure pour chacun la hauteur b, On a trouvé les résultats suivants ;

h en mm 12,1 15.1 20,1 30,2
ren mm 1,25 1.00 0.75 0,50

a) Montrer par un graphigue approprié que cette expérience vérifie la loi de
Jurin.

by Déduire la constante de tension superficielle A a la température de |"expé-
rience sachant que p = 1 000 kg.m 2.

Exercice 3

Le schéma cidessous représente le diagramme simplifié de quelques niveaux
d'énergie de |'atome de sodium, le niveau 3 s correspondant A |'état fondamental.

La vapeur de sodium absorbe la radiation de longueur d'onde 4, = 330,3 nm.
Lorsque les atomes se désexcitent, ils émettent les radiations de longueur d’onde :
Ay =3303nm A, =589nm A, =22084nm et A,

l}h quels domaines des ondes lumineuses appartiennent les radiations de lon-
gueurs d'onde Ay, Az, A3 7

2) Expliguer le phénoméne de I"absorption de A, et celui de I'émission de A,

3) Sachant que I'énergie d'ionisation de 'atome de sodium dans son état fonda-
mental est de 5,14 eV, en déduire I"énergie du niveau 3s el calculer les énergies
des niveaux 3p, 4s et 4p.

4) Calculer la longueur d'onde A,.
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Données numériques : — constante de Planck : h = 6,62.10% )51
— charge élémentaire : e = 1,6.1079 C
- célérité de la lumigre dans le vide : ¢ = 3.10% m.s 1,

e @y’
0 Atome ionisé

4p 7

ap L

is

Exercice 4
1) L'eau oxygénée peut se décomposer selon la réaction dont I'éguation est :
1
E Hgﬂg _{E: E HED ¥ GE
(1} () (&)

a) Calculer, en veillant aux unités, les variations des grandeurs thermodyna-
miques AH®, A5®, AG® lors de |la réaction dans le sens 1.

AM® (kl.molt) 5° (J.mol . K1)
H 0 (i) = 1876 143 Toutes les données
i
H,0 (i) _ 285G 70 S0t 8 25 °C
0, (gaz) 0 205

b) Quelle grandeur permet de prévoir le sens de la reaction spontange 7 L'eau
oxygénée estelle stable dans les conditions standard ?

2) Pour confirmer la conclusion précédente, on utilise les potentiels standard des
2 couples redox,

HyOs/H:0 Ef =177V a25°C
0./H,0,  ES =068V
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a) Ecrire |'équation de la réaction du dosage.
Donner la definition de I'équivalence acido-basigue.

b} Déterminer graphiguement le point d'équivalence E. Préciser ses coordon-
nées. En déduire la concentration de la solution acide.

c) Déterminer graphiguement le pK, du couple CH,CICOOH/CH,CICOO" en jus-
tifiant votre réponse.
Donnée : on prendra Ke = 10714,

Exercice 2 : thermochimie et oxydoréduction

On rappelle les relations valables a la température T fixée :
AG =—-nFE
AG =AG" + RTInK
Données : F=96 500 C; R = 8,31 J.mol 1 K1,

1) En solution agueuse, dans les conditions standard & 25 °C, les ions Fe* et Fe**
participent aux couples :

couple 1 : Fe*'/Fe? Ef =077V

couple 2 : Fe?*/Fe Er=-0,44V

aj Ecrire les deux demi-2quations électroniques.
Ecrire I'éguation bilan de la réaction spontanée (1) qui se produit entre ces
deux couples.

) Donner |'expression de |a constante d’équilibre K de la réaction précédente
en fonction des concentrations.

2) La thermodynamique permet de calculer K a partir des potentiels standard d'oxydo-
réduction.

Exprimer AG;” pour le couple 1, en fonction de E°.

Exprimer AGS” pour le couple 2, en fonction de E.°.

En déduire 'expression de AG de la réaction (1), Calculer sa valeur & 25 °C; en
déduire la valeur de K. Conclure.

Exercice 3 : chimie organigue

Le jasmin artificiel peut étre synthétisé a partir de I'acide 3-phénylprop-2-€noigue :
CgHg = CH = CH — COOH dont le nom courant est I'acide cinnamigue.

1) Représenter et nommer les deux isoméres de cet acide.

2) Par addition de dibrome sur la double liaison, I'acide cinnamigque donne un com-
posé B,

bl
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Ecrire I'équation de la réaction.
Nommer le composé B.

Combien de carbones asymétriques présente-t-il 7 Les repérer sur la formule semi-
développée.

Combien de stéréo-isoméres dénombrerat-on 7

3} Par chauffage en milieu basigue une molécule de B donne une molécule de HBr,
une molécule de CO., et une molécule de jasmin artificiel noté C. C est un composé
manobromé présentant 2 diastéréo-isoméres 7 et E.

Donner la formule de C et écrire I'équation de la réaction.

Exercice 4 : spectrophotométre d’absorption

1) a) Quelle est la relation de définition de la transmittance T d'un milleu ?
Donner la relation liant I'absorbance A a la transmittance.

b) Exprimer la loi de Beer-Lambert en précisant chaque facteur ainsi que son
unité dans un systéme coherent.

2} On désire doser des solutions d'acide picrigue. On réalise au préalable un spec-
tre d'absorption avec une solution 4 1,45 gL' et une cuve de largeur 1 cm. Les
résultats conduisent au graphe suivant :

L A
2
14
400 450 500 50 & ()
A (nm) 400 425 450 475 500 550
A 1,00 1,40 2,00 ﬂ.-i.k.im—_ I 0,05 0

a) Comment choisit-on la longueur d'onde de travail A, 7 Justifier ce choix.

b} A cette longueur d'onde, calculer le coefficient d'absorbance lingigue molaire.
La masse molaire de I'acide picrique est 229 g.mol-1.
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3) En se placant a la longueur I'onde A, précédente, on dose une solution (S) d’acide
de concentration inconnue. La solution est toujours placée dans une cuve de largeur
1 em, I"'absorbance vaut alors A = (0,23,

Déterminer la concentration de {5).

4) La radiation de longueur d'onde A, est obtenue & partir d'un réseau a 500 traits
par millimétre qui fonctionne en transmission.

a) Donner la formule du réseau en précisant sur un schéma les angles et con-
vention de signe.

b) Le réseau recoit de la lumiére blanche en incidence normal. On veut sélec-
tionner la radiation A, dans le spectre d'ordre 1.

Calculer "angle d'émergence correspondant & cette radiation.
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SCIENCES PHYSIQUES 1995

1. Chimie géneérale

En dissolvant 5,6.10™ mole de MNaHCO; dans 200 mL d'eau, la solution obtenue a
pour concentration C = 5,6.103/0,2 = D 028 mol/L.

1) a} CO, dissous peut s'écrire H,CO5. Les équations bilans des équilibres
acide/base sont dong :

H,CO5 + Ha0 7= HCO; + Hy0*  pK,,=6,1

HCO; + HyO &= COZ" + H.0" pH = 10,2
2H,0 —/— H30" + HO" pK, =14
b)On a:
_[HCOs |.[Hs0" |
Ky = _[_H:E:D_z_]._ =10-8t
Ko = [EG%' ]'[H?—W] = 10102
[HCO; |

2) a) On a une solution d'ampholyte.
Par I"électroneutralité on a : [HCO3] + E[Gﬂlg‘] + [HO] = [HL0°] + [Na*)
Par la concentration de la matiére, on a :

[H;CO4) + [HCO3] + [COE7] = C = [Na"]
En remplacant dans |'électroneutralité, cela donne :

[COZ] + [HO] = [H40%] + [H,C04)

Hypothése @ on néglige [HO] et [H,0"] devant les autres espéces,
Cela donne : [H,CO4] = [CO5]

En faisant le produit K, .K,. = [HCG ] I:HBITJ [ED? ] [H3ﬂ+:| =|:H1-1,I’.}*:|2
[H,cO,] [HCOo; |

on obtient : pH = 1/2 (pK,; + pK,.) = 8,15

Vérification des hypothéses :

[Hi0'] = 10815 = 7,1.10"9 mol/L et [HO] = 1,4.10°% mol/L.

Si 'ampholyte est 'espéce majontaire dans le milieu, [HCO3]=C
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En reportant dans K, cela donne :

[AB(NH )5 ] 5° .- 2
= = ou KoK =5%/(1 - 25"
f lAE*]'INHEI.]: HE_{l _25.}2 iy

Ce qui s'écrit : s°/(1 - 5 = 19,86 et donc 5" = 0,048 mol/L
On peut calculer : [Ag'] = K,/s" = 3,47.107° mol/L,
ce qui est bien négligeable devant [Ag(NH;)5] = 5" = 0,046 mol/L.

La complexation consomme des ions Ag™, ce qui déplace I'équilibre de solubilité
dans le sens de la production de ces ions Ag" el donc augmente le solubilité.

2. Chimie organique : préparation d'un analgésique d'usage externe :
la benzocaine ou aminobenzoate d'éthyle

Al tH,
+ CHLOI —_— + HCl

Composa A

1) a) Bilan :

b) Le catalyseur sert & former I"agent électrophile :

CHLCl + AIC, —= CH; + AKCY;

@_'/ Gy —— @TEHU
H

Imtermiddiaire de Whekand
AICI;

CH,
CH,
H + H*

H* + AICI;, ———=  AICl, + HCI

by On obtient les deux composés suivants
Le groupe -CH, est un groupe activant faible qui oriente en ortho-para.
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Hy
™ e ™
+ HHNO, +
NO,

NO,

Compose B

3) En inversant l'ordre des réactions, on n'aurail pas pu obtenir les mémes compo-
sés car, en fixant d'abord le groupe nitro, c'est lui qui aurait orienté la seconde
substitution. Mais comme il est désactivant et méta-orienteur, on aurait obtenu pré-
ferentiellement la composé méta.

4)
Ly COOH
par oxydation donne ; Composs
Acide paranifrobenzoique
NO, NG,
Ce composé C par réduction (H, en présence de nickel) donne I'acide paraamino-
benzoique D :
O0OH
NH,,
5) On a la réaction d’estérification :
H DEEHE
+ CHCH,OH S + HO
BH,, H,
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Une telle réaction est équilibrée, lente, athermique, catalysée par les acides forts.

Les proportions d'ester obtenu dépendent de la classe de 'alcool et non de la
nature de I'acide.

3. Photométrie

1) a) L'énergie transportée par un photon doit étre au moins égale au travail
d'extraction pour pouvoir arracher un électron.

La longueur d’onde maximale est donc donnée par Wo = he/A,
D'oli : A, =6,62 %10 x3 %108/ 1,9 =% 1,6 » 107¥ = 653 nm

Seul un rayonnement de longueur d'onde plus faible permettra |'effet photoélectri-
que. Donc seule A = 540 nm convient.

b} Pour I'intensité de saturation on a : Is = ne, n étant le nombre d’électrons
émis par seconde et e la valeur absolue de la charge d'un électron.

Le flux énergétigue ¢ s'exprime par N.h.», N étant le nombre de photons requs
par seconde a la cathode et »la fréquence des photons. De plus, r=¢/A.

Le rendement quantique r est égal a n/N.
Dol : Is/p=re/hv=rel/hec
=2 %107 % 1,6 x 10719 x 540 x 10°9/6,62 x 107 x 3 x 108
=8,7=x 10" A.s/)
etls =435 x 107" A

2) a)
1
I
: =
B -
¥ : 3

I

Source Monochromateur Echantilion Analyseur

(rés=au par example) de la lumigre recua
Fermel de sélectionmer [en péandral
las frdquences il v & una cellule

et un amplificateur)

yOnaA=I1ogl/T, T étant la transmittance (T = lo/1).
Dol : T=0,302 = 30,2 %.
Le flux absorbé vaut donc 69,8 %,

¢} Longueur de la cuve | = 1 cm. Concentration C = 2 x 10~ mol/L.

Loi de Beer Lambert : A = £.C.1, £ étant I'absorbance linéique molaire.

Donc on trouve en exprimant la concentration en mol/m? {unité du systéme
imternational) :

=AM =0,52/107 = 0,2 = 260 m*/maol

U
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SCIENCES PHYSIQUES 1997

Exercice 1
1) A : benzaldéhyde CgH;-CHO
2) - Test de la liquaur de Fehling ; ions cuivre | complexés par des ions tartrate. |l

se forme un précipité rouge d'oxyde de cuivre |,

— Test du miroir d'argent : I'action du nitrate d'argent ammoniacal provoque ["appari-
tion d'argent qui se dépose sur les parois du tube a essail et forme un miroir.

3) Propriétés oxydo-réductrices du benzaldéhyde.
a) Le benzaldéhyde est facilement oxydé en acide benzoique C;H-—COOH.

b) Le benzaldéhyde peut étre réduit en 1-phényiméthanol (alcool benzylique)
CgHe=CH,0H par I'hydrure de lithium et d'aluminium.

4) Il s’agit de la réaction d'estérification organique :
CgHsCOOH + CoHyCHA0H 7—— CgH:COOCH,CgH: + H,O

Cette réaction est :

- lente; elle nécessite donc un catalyseur qui est un acide fort : H,50, par exemple,
- athermique (la température n’agit pas sur les proportions a I'équilibre),

- renversable,

- les proportions a 'équilibre dépendent surtout de la classe de I'alcool et trés peu
de la nature de I'acide carboxylique. Si on part de proportions stoechiométriques, on
obtient 67 % d’ester pour un alcool primaire, 60 % pour un alcool secondaire et 0 &
5 % pour un alcool tertiaire.

D comporte donc la fonction ester.

Exercice 2
2A
r.p.g

1) En utilisant les dimensions des grandeurs intervenant dans la formule donnée on
peut déterminer leurs unités et donc 'unité de A.

h.r.g. .
A= n.r.g.p ret h : longueurs en métre; p: masse volumigue en kg.m™=;
4 g : constante de la pesanteur en N.n™t, 2 est un nombre sans
unité.

L'unité de A s'exprime donc par : m.m.N.kg L. kg.m™2 c'est & dire en N,

Loi de Jurin ; h=
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b) Dans les conditions standard, I'oxydant du couple de potentiel standard le
plus élevé réagit spontanément avec le réducteur de potentiel standard le
plus faible. Donc ici, I'eau oxygénée réagit sur elle-méme.

2 Hy0, = 2H,0 + 0, (3)

ch Il y a additivité des enthalpies libres de réaction : AGS = AGS - AGS.

Comme dans le sens : oxydant + ne — red, on a la relation AG" = - nFE®, on
peut écrire ;

AGS =—2FES + 2FES =-210,4 kJ/mol
On obtient bien un résultat trés proche de la valeur calculée précédemment.

d)On a la relation AG™ = — RTInK.
D'ol InK = - 210,4 = 109/8,32 = 208 = - 84,9 et donc K = 7,1.10%

Cette constante d'équilibre est trés grande. La réaction (1) de dismutation de
I'eau oxygenée peut donc étre considérée comme totale.

SCIENCES PHYSIQUES 1998

Exercice 1

1) La leucineg a pour formule semi-développée :
CH4;-CH-CH.-C"H-COOH
| |

CH4 MNH,
Elle posséde deux groupes fonctionnels : - COOH groupe acide ;
~ NH,, groupe aming.

Elle fait partie des acides c-aminés.
2) Acide 2-aming-d4-méthylpentanoique.

3) Celte molécule posséde un carbone asymétrique (marqué d'un astérisque). Ce
carbone est en effet i€ a quatre groupes différents. Elle est donc chirale.

4} On note iBu le groupe.
CH4—CH-CH,

CH4
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Les deux stéréo-someres sont donc :

COOH COOH

N, ﬂ*c\“\iﬂ-u iBu ﬁ?h"‘k NH,
H H

5) Ces deux stéréc-isomeres de configuration peuvent agir sur la lumiére polarisée
rectilignement en faisant tourner le plan de polarisation de cette lumiére. Quand
I"'observateur voit la lumiére polarisée arriver vers lul, un de ces stéréo-isomeéres fait
tourner le plan de polarisation vers la droite (il est dit alors dextrogyre} et 'autre
vers la gauche (il est dit lévogyre). Ces stéréo-isoméres sont appelés des énantic-
MEres.

6) Configuration absolue d'un carbone asymétrique ; on commence par classer les
groupes par ordre de priorité a I'aide des régles de Cahn, Ingold et Prélog.

On cherche les numéros atomiques des atomes directement liés au carbone asyme-
trique (atomes de rang 1). Celui qui a la valeur la plus grande correspond au groupe
prioritaire. Et ainsi de suite jusqu'au groupe le moins prioritaire.

Si des atomes de rang 1 ont le méme numéro atomique, on classe les atomes
directement liés a ceux de rang 1 (atomes de rang 2) en considérant comme priori-
taire toujours celui de numéro atomigue le plus élevé. Une liaison double compte
pour deux atomes et une triple pour trois.

On note souvent 1 le premier groupe prioritaire, 2 celui gui le suit, 3 celui encore
aprés et 4 le groupe le moins prioritaire.

Ici nous obtenons donc @ atomes de rang 1 @ N, C et H. Les numéros atomigues
etant respectivement 7, 6 et 1, on peut déja classer les groupes : —-NH, : groupe 1
(le plus prioritaire) et -H : groupe 4 (le moins prioritaire).

Il reste les groupes iBu et =COOH qui commencent tous les deux par des carbo-
nes. Les atomes de rang 2 sont pour iBu : deux carbones et un hydrogéne et pour
~COOH : trois oxygéne. Le numéro atomique de 'oxygéne étant supérieur a celui
du carbone, c'est ce groupe —CO0H qui est donc le numeéro 2 et le groupe —iBu qui
est numero 3.

D'ol : -NH; = -CO0OH = -iBu = -H

On regarde le carbone asymétrique de telle sorte que le groupe 4 soit placé derriére
le carbone. Le carpbone asymeétrique est dit de configuration absolue (R} rectus si,
pour passer du groupe 1 au groupe 2 puis au groupe 3, on tourne dans le sens des
aiguilles d'une montre (ou sens inverse du sens trigonométrigue). Sinon, le carbone
asymétrigue est de configuration absolue (S) sinister.
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—Au tout debut du dosage, HCOOH étant un peu dissocié, des ions HL0" réa-
gissent avec OH™ et disparaissent du milieu; ils sont remplacés par des ions
Ma® de conductivité ionigue limite molaire beaucoup plus faible. La conducti-
vité diminue donc |égérement,

Puis c¢'est la réaction de I'acide méthancique sur la soude qui se produit.

- Avant I'équivalence, tout revient & remplacer des molécules non conductri-
ces (HCOOH) par des ions Na® et HCOOQ® de conductivité ionique maolaire
moyenne. La conductivité augmente, mais pas trés fortement.

~ Aprés I'équivalence, on ajoute des ions Na® et surtout des ions OH- de forte
conductivité ionique molaire. La conductivité augmente donc beaucoup plus
fortement.

b} Allure de la courbe de dosage o = I (volume V de base versée).

L O

.- W
Vi
Exercice 3
1)
i
Résoau :
: )
1 1
|
| 1
1
1
o
Avec les orientations choisies, on a : sini' - sini = :‘i Puisqu'on s'intéresse a
|

'ordre 1, ona k= 1.
a est le pas du réseau et vaut 10-%/800 = 1,25.10 % m.
On a donc : sinij = sin15 + 1 x 568 » 107% 125 x 105 =0,7132, et i,"= 45,5°
De méme : sini; = 0,7308; i; =47,0°
siniz=0,7516; i;=48,7°
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2) Le pouvoir de résolution est donné par R = A/AL = kN, N étant le nombre total de
traits du réseau.

N=40=800=32000traits. Ona k= 1.
Le pouvoir de résolution vaut donc : R = 32 000

Pour la longueur d'onde la plus proche de celle du doublet du sadium (590 nm), on
a Ak = 590/32 000 = 1,84.102 nm. Ce réseau pourra donc séparer les deux raies
du doublet du sodium séparées par 0,6 nm.

Exercice 4

1) De part la loi d'Ohm et les orientations choisies, ona ; u=Ri.

Comme l'intensité est proportionnelle au flux lumineux & regu par la photodiode, on
peut écrire : i = kd,

Dol : u = kRO = k"D, La tension v est bien proportionnelle au flux .

2) Ona Ug, = Ugeti,=i_=0.

i - A,
iy . :E ’
[> o
R, o, J— iF+ i
u u,
anan
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a) D'aprés le schéma, on a Ug, = u = U
D'ol: u-u, =0etdonc u=R,,
Deméme : Uz — U, —u=0etu, =R,
Dol :ug=uw +Us,=u+ R,
Comme i; = i; cari. =0, on a i; = u/R; que 'on remplace dans la seconde
équation :
Ug = (R + Ry)i; donc ug= (R, + Ryu/Ry

by AN. ug = 100u; R, = 100 Q;
d'oll (R, + R,) = 100R, et R, = 99, = 9 900 Q

c) Par la guestion 1, on sait que u = k'd,
Comme ug = (R; + Rolu/R;, cela implique :
ug = Kb, avec K = k'(R; + R.)/R,

K'= Rk, d'ol : K= kR[Ry + R)/Ry

31 On va appliguer la définition de la transmittance et la loi de Beer Lambert.,
Dans la premiére expérience, on a Uy, = Kd, = 100 mV.
Dans la seconde expérience, on a : ug, = K, = 40 my,

Par définition, la transmittance T est égale au rapport du flux lumi-
neux aprés traversée de la cuve au flux lumineux inttial.

Onadonc: T, =®d,/d, et T, = d, /b, Les absorbances corres- @, ‘mm_' ¥
fion

m{l ¢1
T T E—

pondantes sont alors : A, = log1/T, et A, = log1/T,. Comme ilya
additivité des absorbances, |'absorbance de X est égale 4 celle de
la solution moins celle de I'eau distillée :

Ax - AE - Al i IGET!,I"T_?= Iﬂg"t"ifd:':p = il:lgil.-"T,:
Dol la transmittance de X est donc @ Ty, = P/ dy = ues/fue,
AN. Ty, =40/100 = 0,4 et A, = log1,/0,4 = 0,398

D'aprés la loi de Beer Lambert, on & A = eCl avec £ = 30 mol™.m? et | = 0,01 m.
d'oll : C=0,398/30 x 10~ = 1,33 mol.m™ = 1,33 » 102 mol.L?

SCIENCES PHYSIQUES 1999

Exercice 1 : cinétique

1) Réaction de saponification,
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Le bilan est donc : [Ag*] = 0,04 mol/L et [Fe?t] = 0,04 mol/L.

On en déduit les nouveaux potentiels délectrode :

E;==044+0,03 l0g004=-048V et E; =0,8-0,06 logh,04 =072 V.
On en déduit la f.é.m. de la pile : E=0,72 - (- 0,48) = 1,20 V

5) Quand la pile est usée, la réaction ne se fait plus et il y a donc équilibre chimigue.

La constante d'équilibre de la réaction 2Ag" + Fe —— 2Ag + Fe<* est définie par :

W= [Fe** lquiibre
I-A“E+ Eﬁuilﬂl‘-ll&
La f.&.m. de la pile est nulle, Les potentiels des deux couples redox sont alors
gaux.

Dol : E, =EY + G'Eﬂﬁ log[Fe?*]=E, = EY + 0,06 log[Ag*] = EY + D'SE log[Ag )¢
Les concentrations intervenant sont celles a |"équilibre.

On obtient :£9 - EF = 0,06

0,06
loglFe* lyquiibme = R I0BIAE" Rquinbre

a DrUEI [FE:+ ]Euuilihre
[AE :lbqunl:m:

=003 logK

Ce qui donne : |ggH=EE'EIﬂ =CE.EEI—[—D.4.4]
0,03 0,03

Cette valeur est trés supérieure a 10°, La réaction est bien totale.

=41,33. D'ou K = 2,15 x 10"

Exercice 3

Composé A : R — CH — COOH R : groupe alkyle C Hy,.

NH,,

1) Ce composé est un acide o aming. |l posséde la fonction acide carboxylique
(-COOH) et la fonction amine primaire (-NH,).

2) M = M(R) + M(CHCOOHNH,) = M(R) + (12 + 1 + 12+ 32 + 1 + 14 + 2) = M{R) + 74
=117.

D'ow : M{R) = 117 — 74 = 43 g/mol. Comme R a pour structure CH, ., cela
implique : 12n+2n+ 1 =43 et donc n= 3.

On a: CiH;CHICOOH)NH,. Les formules semi-développées possibles pour A sont
alors
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Exercice 3 : chimie organique

1) Acide 3-phénylpro-2-énoique @ ce cOmposé posséde une isomerie geometrique.
Les deux diastéréegisomeres sont :

CyH COOH C,H- H
N,/ N/
C=cC C=¢C
W/ Ny H /N COOH
Composé (2} Composé (E}

Les groupes prioritaires sont : CgHe > H et COOH > H.

2) Iy a addition du dibrome sur la double liaison carbone-carbone,
CgHs—CH=CH-COOH + Bry ————— C¢Hs—CHBr—CHBr—-COOH

On obtient I"acide 2,3-dibromo-3-phénylpropancique.

Il présente deux carbones asyméetriques (carbones qui est relié a quatre groupes dif-
férents); ils sont indiqués par un astérisque sur le schéma ci-dessous :

CHe—C "HBr—C"HBr—COOH

Les deux carbones asymétriques portent des groupes différents deux 3 deux. On
dénombrera donc qualre stéréo-isoméres (il n'y a pas de forme méso).

3) Par élimination de HBr, on obtient C.
chauffape
CEHE—CHEF—CHEr—EGDH ————3 HBr + CO,, + EEHE{ZH = CHEBr

Composé C : CgHsCH = CHBr

Exercice 4 : spectrophotométre d’absorption

1) a) Soit ¢y le flux incident d'un rayonnement monochromatique arrivant sur un
milieu et & le flux de ce rayonnement aprés traversée du miliew.

U H
On définit la transmission T par @ T= —

1 v
L'absorbance est définie par: A= Ing? = lng;f‘

) Loi de Beer Lambert : A=¢ . c .|
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aved :

A absorbance;

¢ : concentration de I'échantillon en g.L™* ou mol.L? ;
I'7 longueur de |la cuve en cm;

g © coefficient d'extinction (ou d'absorbance] massique ou molaire en
g-l.LLemt ou mol.L.em,

2) Dosage de I'acide picrique.

a) Pour un dosage, on choisit la longueur d'onde au maximum d"absorption
pour avoir la meilleure sensibilité.

b) D'aprés le graphe, ce maximum est pour 450 nm. L'absorbance pour la
solution étudiée vaut 2. La solution est 8 1,45 g.L %, c'est-a-dire 3 1,45/229
= 6,33.107% mol.L1. La longueur de la cuve valant 1cm, en appliguant la loi
de Beer Lambert, on trouve :

A 2
l.c 1x6,33.10°3

=316 molt Lemt

3) Puisqu'il s"agit du méme produit, € garde la méme valeur.

A 0,23

Cn calcule la concentration par : ¢ = =
exl 316=x1

=7,3.10"% mollL?

4) On wutilise un réseau a N = 500 traits/mm fonctionnant en transmission pour
obtenir la longueur d'onde du dosage A = 450 nm = 450.10°% mm.

a) Shéma du réseau.

N h

i 1& ! : i : angle dincidence
: i' ; angle de transmissicon
[

Formule des réseaux : sini’ - sini = k.N.A, k étant 'ordre du spectre et N le
nombre de traits par mm. A est alors exprimée en mm.

b) L'incidence est normale, donc i = 0° et sini = 0.

On veut le spectre d'ordre 1, donc k= 1.

En appliquant la formule des réseaux, on trouve :

sini" =1 x 450 » 10°° x 500 = 0,225 ce qui donne : i = 13°
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