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Matériel et réactifs (Voir fiche n® 1 ).

!

A - Hémagglutination

1~ Diluer 1'antigéne (voir fiche n® ) au.1/1¢ dans BAB et laisser & + 4°C
jusqu'au | endensin. - 2

2 - Le lendemain, préparer les hématies d'oie d4ns les divers pH(5,7etT,2)

'3 - Marquer la plague de A3 H (voir croquis) ef de 1 8 12,

10

11

12

pH |5,7 | 6 |6,2 |6,4 |6,6 {6,8 |7,0|7,2

L = Distribuer le diluant BAB a raison de 0,05 fl dans toutes les cupules de
2 4 12 '

§ « Distribuer 0,1 ml d antigéne dans chacune 1des cupul es de | a rangée 1 de A & H.

lcl/ll!




6 ~ Procdder aux dilutions de raison 2 de 10 3 1 280.-

7 — Distribuer chaque suspension d'hématie de pH défini dans |es rangées A B,
Cl D1 El F, G, H ...... Ct S

8 - Laisser reposer a la tenpérature anbiante et lire aprés’ 36, jlss*'et’ 60 m nutes
et noter les résultats comme suit : L o

P= agglutination compléte

P = aggl utination presque compldte (couronne d'hématies non eggluti-
nfes & |a périphérie

PN = trace ' aggl utination en courcnne autour du cul ot d'hématies
‘sédimentées o

. . . . . T T rraent

N = aucune agglutination, Les GR ont sédimenté et fo un culet

bien fiet’ 0 77T et
Conclusion TR PRLD DL LD DD D DL DD DD DD

Noter | e titre de 1'antigéne aux divers pH,
M_QHJ_QMSefa celui qui sura donné le titre maximum qui est 1 unii”
BA/0,05 m .

ce titre sera divisé par 8 pour déterminer la dilution optinale de 1'entigzéne
pour avoir % unités HA/0,025 m .
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I NH BI TION DE L'HEMAJGLUTINATION

I - Traiter les sérums hyper—immuns ou sérums 3 tes l'»f’:c‘ COME suit :

I

Technique

1) Ajouter & 0,5 M de sérum 4 ml de Kaolm 3

2) Agiter (agitateur) 20 m & tenpérature ambignte.

3) Centrifuger ak OOOt/mn pendg_nt 30 mn & 229C.

4} Ajouter sans décanter 0,5 ml de suspens ion

5) Garder a + %° pendant 20 mn (pet oyne ments Y
»+ 6) Centrifuger 2 4 000 t/mn pendant 39 ™ i+
7) Recolter 1e surna.geant qul est Ie sémim ai1 b

[aE

by

Chague plaque est réservee & un antigene

ey

Hémsties d'oie,
bute les 5 minutes),
o

1& plague:est.disposée verticale-

mnt de H 8 A correspondant aux dilutions : 1¢, 20... 1 280,

Les nunéros 7 & 10 de | a plaque correspo
1) Distribuer n,025 de BAB dans |es cupules g

2) Distribuer 6,05 M de chague sérum au 1 /1
au n° de chaque sé&rum,

pdent aux différents 10 sérums

n a1 280,

dans la tupule 10 correspondant

3)A | ai de de microdiluteurs, diluer les sirums (3 pertir de |a cupule 10) 3

raison 2

4) Distribuer 0,025 m del'antigeéne contenaff % unités HA dans toutes les

cupules:

5) a) Contréle : Titre de |'antigeéne

- distribuer 0,05 M de BAB dans les dwules G, F, E D, C
- distribuer 0,05 m1 d' antigene dans e cupules H et G

b) Contrdl e hématies

Mettre 0,05 ml BAB dans la cupule contrdle hématies,

6) Recouvrir les plagues et garder & + 4° C|pendant 18 heures,

7) Diluerau pHindiqué pour chaque sntigémn
come suit : 1 volume suspension au 1/1
une suspension de 0,4 p,100.

(voir A) la solution des hématies

| d'hématies + 23 vol unes BAB soit

.../Il.



g) Diluer les contréles a'antigéne avec microdiluteurs de 0,05 de G & C (on a
einsi 8 ; b.: 2 : 13 0,5 ; 0,25 unités HA).

9) Distribuer 0,05 d'hématt_ité;'-‘ﬁ'i-é‘:g‘né.i'lé“e”éwc'&mtﬁe‘en”T'déﬁs*fdﬁte%--la’a cupules de
chaque plaque,

10) Laisser reposer |es plagues & la température ambiante, Noter | es résiltats ure
foi s | e témoin hématies est complétement gasnents,

Concl usi on

Le titre inhibition d un sérumest donn€ par |'inverse de sa plus grande
dilution qui inbibe conplétement 1'hémegglutination.

Ie controle antigéne doit montrer que % unités hémagglutinantes ont &té
‘utilisées dans 1ls réaction,



