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Fixation du Conpl énent Peste é&quine

Mieroteehnique

par G. BERNARD

Matériel srécial

I)~I2 Mierodilueurs de 0,025 m

2)- 3 conpte-gouttes de 0,025 m

3)= Micro-plaques en U

4)~ Porte plaques pour centrifugation

5)- Papier Go-No-Go pour contréle des mcrodilueurs

Ce matériel fait partie du Mierotiterkit produit par
COOKE | NSTRUMENTS, 4G. Rahnhofstrasse |l ZURICH (Sutisse) .

Préparation de 1'Antigéne

La fixation du complément Peste équine étant une
épreuve de groupe et non de type, on pourra utiliser 7 'un
guelconque des types- .Néanmoins, le type 9-S2 convient particu-
Ztéremen@

L "antigéne est préparé sur cerveaux de souris agées
dez senmi nes environ ,

on inocule % chaque souris 0,025 & 0,02 M par voie
t,e¢ ,d'yne dilution au I/I0e dans du tanpon phosvhaté PH 7,4 (I)
de 7q souche neurotrope conservée lyophilisée 4 -25°C., Au bout
de 3 4 4 jours, les souris arrivées au stade final (paralysie
presque compléte— symptdmes nerveux trés inportants) sont anesthé-
sidee . Aprég découpaqe de la bolte eranienne, les cerveaux sont
récoltés et on leur fait Subir une congélation .0n prépare ensuite
une suswension au I/20e : I0 cerveaux + 12 ml tanpon Veronal (2)
que 1 fon broie dans un mxer (type Virtis ou Sorvall). La suspen-
son est alors centrifugée 7 h & 10.000 t/m A4 + 4°C., Le surnageant
représente 1'antigéne Il peut étre utilisé tel quel (le conser-
ver a4+ 4°F)0 U bien inactivé pap—chr—fommeld 3 LLLoOO Lagltotion

br iAo

Zabkel-ee par 0,7 ml sol ution de Betapropﬂ@*
lactone a4 0,I% dans de l'equ distillée’ pour 0,9 M d'antigdne

(agitation de 3n A temp . du labo puis I8h & £ a°c),




Hematies

M utilise des hématiesde mouton .

Ie sang est vrélevé dans unequantité égale d e (itrate
de eoude (3) ou de Alsever (4) .On le conserve # 4 § Tours 4 + 4°C
avant 1'ytilisation ,Les hématies sont alors lavées trois fois par
centrifugation (5 A 2500 +/m). Déecantation avee 2 4 3 Vol umes de
solution de Veronal-Gelatine (5) ouv G¢. Le culot du dernier lgvage
est pemig en suspension derns un volume égal de Vi, I1 peut Ztre aine~
conservd une semaine 4 + 4°¢C,

Sérum hemo Ly tique

Nn utilise le serum de lapin anti hematies de mouton de
1 'Institut Pasteur- .I1 est conservé 4 4 4°C et peut servirpendant
plusieurs mois

Dans toutes les dpreuves, on utilise une solution d'hemo-
lysine (SF) diluée au I/I000c (une microgoutte de SI! dans I2 ml de
tampon VG} ,0n se trouve ainsi d’'uns maniére certaine en excés d'he-
mo lysine, condition nécessaire 4 I’exécution des réagetions.

Préparation dUu stock d'hématies sensibilisées (SS =~ SH)

On prépare une suspension {appelée SS) & 3% d'hématies
dans du tamvon VG 4 laquelle” on ajoute, en effectuant yn mouvement
rotatif, un volume identique de S’f(prealab?emmt dilué au I/I000e) .

Aprés une incubation de I5' # temp .dulabo, | e s hématies sensibi-

lisdes SONt conservées 4 + 4°C et peuvent Ztre utilisdes pendant une
semaine.

Préparation de la gamme d'hémolyse

Il. est néecessaire de disposer d’une éghelle &talon d"hemo-

lyse (de 0 & I00%) avec laquelle des comparaisons pourront &tre
fuites lors des épreuves- |,

Pour cela, on prépare

I%)- une solution d'hemoglobine (solution 4):. I ml de SS +

7 ml deau bidistillée ./prés agitation on ajoute 2 ml de solution
de Veronal 5 fois condentrée 0 U vE(e)

2°)= une suspension d'kémgties (suspension R) : on ajoute

9ml de V6 41 ml de 55 .0n répartit dans II tubes & hémolyse :

Solutiont : 0,0 = 0,I = 0,2 = 0,3 =~ 0,4 = 0,5 = 0,6 = 0,7 = 0,8
0,9 = I,00

Suspension B: 1, 00 ~ 0,¢

9 = 0,8 = 0,7 = 0,6 = 0,6 =~ 0,4 = 0,3 =
0,2 = 0,1 =~ 0,0
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d'hemolyse : O = L0 = 20 = 30 « 40 « 50 =~ 0 = 70 ~ 80 ~ 90 =-I00

Aprds agitation on rveporte 5 gouttes & 0,025 ml de chaque
pourcentage dans icg cupules d'une nicro-plagque 0n centrifuge
57 a4 I.800 t/m & + 4°C. On recouvre de celicphane adhésii et 1'on
reut conscrver pendant plusieurs Jours A4 + 1°0,
Fifrace.des dirifé:

- e v £gnTg

‘ents constiituants
rey [ STVt

[ ST,

Grrage . L. come Lt

Le complément €St conservé lyophilisé & -25°0 (compld-
nment de Biolyon) .Au nmoment de liemplot, uti iiser |e dissolvant
spéetal,. attendre | a dissolution compléte sans agiter ,¥e pas
utiliser mins de 10' aprés La reconstitution (L€NMPS nécessaire
A la stabiliaation) .Immédiatement aprés utilisation le nettre
a + 4°C on il peut &tre conservé plusieurs jOUrsS au meux o
- 25°C,

On utilise dans la régction Sunitds decomplément
hemolyse 50% .0On prépare deux soluii-ns wnéres de complément danc
du VG : I'un-e 4 I/250 (solution 4) ¢t T "autre & I1/300 (solution 3B
Si le complément €St trés actif, préparer Les SOl ULI ONS mares &
I/400 et I/450,

Faire | €s diilutions suivantes en tUDES ¢ hémolyse :

Tube n°® T 2 3 5 6 “ 8
VG 0,60 0,55 0,50 0,40 0 55 0,50 0,40
Solution 4 ---3 0,20 0,25 0.30 0,40| 0,20 0,25 0,30 0,40 (solution B) «

On effectue le titrage en quadrupl e sur une plaque, 25
reporte ¢ gouttes de 0,025 ml de chacun des tubes | a 8 et on
aioute 0,025 n»7 de SS - sy dans chaque cupulz. 4prés agitation
on met 30" A 1'Ztuved 37° avee agitation A la I5éme mnute  Pyis
on centrifuge 5 & | 500 ¢/m & + 4°C,

On lit les pourcentages d'hémolyse par comparaison avec
la gamme .Leg quatre titrages doivent donner des rdsultats idcn-
tiques, sinon prendre ig mopenne , ON. établit aglors | a courbe de
titrage SUr_ papier log . (voir schéma n°I) pour I/250 et I/300
Les points A-~p-C-D de la courbe auront pour ordounés |e vol une'
de complément dans les tubas | 4 4 et 5 A 8 (pour I1/300) et pour
ahseisses | es valeurs qui correspondent aux pourcentages dfremo-
lyse suivants

% d'hémolyse : 0 = 20 = 30 ~ 40 = 50 = 80 = 7080 = W
absci sses 0, 0, 13=0,67=1,00~1,50~2,33-4,00=9, 0
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Puie on Aoint Ad'une vart AB et d'autre part D .On

tpgee la droite vassant par le milieu de AB et de €D, Flle coupe
1a 1iane log I,o en un point dont 1l'ordomnée Y sert au caleul
sutvant :

5 = 0.4

250(ou 300) X

0,05 ml d'une dilution & I/X contiendront Tes & unités S0%,

8 °)-Titrggede 1 'an tggéne

"'".’/'

0N pa rechercher 1 toptimum ontiginique c 'est—

la dilution d'antigéne donnant le titre Ze plus élevd & un
gérum positif connu ,Pour cela, on va préparer d'une rart une
gérie de ¢ tubes & hémolyse contenant |les dilutions du gdvum
déecomnlémenté 0 56°C (du I/8e au I/256e) et d' autre part une
série de £ tubes contenant Ilegs dilutions de I'antigéne ( du I/4
nu I/I28e) ,Toutes les dilutions seront faites en VG,

On utilise une mcropl aque (voir schéma n°2) dams
laquelle on va distribuer dans € rangées verticales les dilu-
tions du serum, & rnison de 0, 025 ml par cupule et dans 7 cupules
par rangée ( lq derniére QUi esSt le témoin serum sert @& contrd-
ler un 3pen tue 7 pouvoir amticomplémentaire dans chague dilution).
Puis dnns 4 rangdes horizontales on distribue Zes dilutions de
1'antigene & ratson de 7 cupulespar dilution 9-t 0,025 ml Par
cupul e ( 1n dernidre étant le témoin antigéne vour contrdler
un dpentuel POUVOITr anticomplémentaire dans chaque dilution).

Toutes 1les dilutions sont distribufes gn comencant
par la plus élevée.

Dans les 2 rangées T Ag et T Serum ON afoute 0,025ml
de tampon VG par cupul e-

On distribue 0,06 M, de ve dans 3 cupules qui servi-
ront de contréle complément et 0,7 m7 dans une cunule qui Sera
le témoin hématies ,

O agite €t ON laisse I5' & tempdrature du labo ,On
prépare alors Zes dilutions du complément : -

T)=d 5 unités © ¢ nl selon Ia dilution dé terminse par le
titrage

2)~ 4 2,5 unités : I ml & 5 unitées + I ml de V @
3)= & I,25 unités ¢ 0,56 ml 4 8 unités + I, 5 ml de V&3

Tpprés les JT5' on distribue Ze compldment (0, 05 ml.
nar cupule) ;

I)-a I,256 wunitds : dans la cupule contrdle T,25
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2)=A 2,5 unitéds : dans la cuvule conitrdle 2,5

o

3= 5 unitéds : dane toutes les autres cuvules souf ecelle du
témoin hématies.

Aprés agitation, on plceez 4 + 4°C pendant I8 heures
n recouvrant avec une autrc plaque .

La nlaque est remise ensuite & temp. du labo pendant
I5" arvés quot, on distribue dans toutcs les cupules 0,025 ml de
58 - SH, On met alors & l'étuve & 37°C pendant I/2 heure (avec
agitation & I8') puis on centrifuge 5' & I500t/m & + 4°C,

D

On doit observer alors ‘@8 rourcen tage s suivants
d'hémolyse dans les timoins

Contrdle compliément 5 unitis : I00 %
" 2,6 unités: 90 -~ I00%
i 7,25 wunitds: 40 = 13%
Témoins Antigéne : 1007
Témoing Sérums : I00%
Témoin Hematie s 0%

Le titre de l'antigéne sera donné par la diluticn
de 1'antigéne ayant donmnéd le plus haut titre au sdrum (courbe
& 30% d'hemolyse) exemple : antigéne titrant I/Ife.

| | I

o Serum ;
Lol I/8 1116 1/32 \\\ I/64 | /128 1/254
/4 0 0 30 70 I00 IOO!
o |
/8 | 0 0 Io ™\ 50 90 100
-
1716 0 0 0 20) 60 90
o "/r
1/32 0 0 70 740 70 100
1/64 0 0 30-° 80 100 100
/1287 0 30 - 50 I00 700 I00 |
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Exdcution de lg Réaction de Fization dU comnlément

Les sérums A examiner sont diluds au I/ dans du tampon
VG (0,5 ml de sevum + I,5 ml de VZ) dans des tubes & hémolyse et
décomnlémentds & 56°C pendant 30'

Om contrdlera pendant ce temps les mierodilueurs, Ils
ont passés & la flamme, sans les chauffer Fusqu'd 1'incandes-
gnce ,7n laisse refroidir vuis on les trempe dons de 1'ca
distillde sans moutller la tige ; aprés plusieurs rotations on
anplique chnque dilueur au centre d'unm cerele sur un napier
Go=No=Go correspondant au volume du microdilueur utilisé. La
totalité du cercle doit &tre humectée .Dans le cas contraire,
recommencer les opérations précédentes .

Qo

On distribuera pour chaque sérum 0,025 ml de tanpon
V6 dans ¢ cupules d' une rangée verticale (les trois premidres
contiendront des dZlutions du serum allant du T7/8e¢ au I/32e et
la 4¢ servira de tdmoin sérum afin de control er un Eventuel: .-
anticomnlémentaire), Dans In pratique, on pourra, par plaque,
foire deux séries de I2 gérums.,

On prend 41 microdilueurs que |'on tient entre le pouce
et |'index des deux mains et que |'on trenpe (sans nouiller la
tige) dans ¢ sdrums (diluée @u_I ) aprés une légére rotation
on porte les ¢ microdilueurs ~ ¢4 dans les premidres cuvules
de 4 rangées verticales ( on a ainsi une dilution au I/8e)., 4prés
rotation, on passe qux 2émes cupul es des 4 rangées, pPui S aux
3dmee. On retrenpe alors les 4 dilueurs dans |les ¢ dilutions
initiales au I/4 et on les porte dans les 4émes cupul es des ¢
rangées verticales (témoins anticomplémentoire au I/8e), Le témoin
Anticomplémentaire N' est réalisé qu' au I/82 par commoditéd, les
sérums de chevaux nu contraire de ceux des anes étant tres rare-
ment anticomplémentaires. Les 4 miervodilueurs sont alors rincis
a |'eau distillée et passée 4 la flame. Pendant |le refroidisse-
ment, on en utilise 4 autres ( 3 séries de 4 sont ainsi néces-
saires), Lorsque tous les sdrums sont passée, on distribue dans
chaque cupule témoin ( ta 4éme de chaque ranaoée verticale.

0,025 ml de tanpon VC. nDistribuer 0,05 M de V¢ dans 3 cupul es
oui serviront de témoin complément (5 = 2,5 2t I,25 unités) et
0,7 m dans une cupule témoin hématies.

Préparer L'antigine 4 la dilution donnée par te ti-
trage et en distribuer 0,025 m dans chaque cupule reaction ( |es
3 nremidres de chaque rangée verticale ) ,Aprds aqgitation ON
| ai sse I§' 4 temp .du | abo )
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On nrépare alors le complément 4 la dilution voulue
pour avoir 5 unitds ( ne pas oublier de Faire des dilutions A
2,5 et I,25 unités ) .

On distribue 0,05 ml & T,25 U dans 1o cupule témein
correspondant, 0,05 ml & 2,5 U également et 0,05 ml & 5 unitds
dane toutas lea ani res cuvules sauf dang le témoin hémotie

Aprés agitatiom, om recouvre par une autre plaque et L'on mat

4 + 4°C pendant I8 h . Les plaques sont alors sorties et 7vi%ﬂf;'

[

I5" & temp .du labo puts on distribue dans toutes les cuprules
0,025 ml de SS - SH.

Aprés agltatlon | es plaques sont mises 307 & 1 "é+tuve
27°C (aqitation 4 la I5éme minuta), puis eIIes sont centri-
ugées 5' 4 I,500t/m & + 4°C,

Q

i

Le titre des sérums est indiquée par Iz dilution Ia
plus 8levde donnant de 0 4 30% d'hémolyse.

Interprdtation des Résultats

On eonsiddre 2n matiére de Peste Fguine que le 7/82
en microfization dU compliment zgt la limite inféricurs pPOUr un
taux d'anticorns stgnificatif. N'autre part, ce taux est trés
rarement supérieur NU I/28c ou I/67e, ce qQui exnlique la zone du
T/8e ou I/32e utilisde dans 1'épreuve,

Nettounage du matériel

Les mierodilucurs sont nassés A 1 'eau distillée puis
stehés A la f lamme.

Les micropipettag sont rincées pIu5|eurs fois & L'eau
claire PUIS & 1'eau distillé O: peut les faire gipher 4
1'4tuve A4 37°C.

Les mieroplaques sont m ses immédiatement anrds uscge
dans Un pieipient contenant de L'zau claire. L'eau est ehnnqﬂe
2 ou 3 fois et on laisse trenper wune nuit arrés quoi les »nlacues
sont nassfes sous un fort jet d'aqu que Z'on fera nénftrer dnns
ehague cupule, On rince une dernidre fois 4 1'eau distillie
1'on neut faitre sécher A ['2tyve A 37°0,



Milieur utilisds

I=-Tamnon nhosphaté pH 7,4

~Phosrhate disodique (Na 2HPOA) anhiydre ceevvseoness » 3,720 @
-Phosrhate monosodiaue (WaH?POﬂ,2H20)cristqll£35 e 0,33 g
~Chlorure de S0ATUM veeeeesnstoenses vsnnsnsacssasoasss (7

wFay BLALStL118E 00 TuPe vevessanassosssssenssas was oo 1000 ml

Stépiliser 4 L'autoclave & I20°C pendent 20 minutes.

2~Tamnon \eronnl

-T comnrimi "complément Fization test diluent tablets”"(0X0ID)

'Eau b|d|St| ZI\/E ....... 8 s D DD e d DD DD DD DD ) [ N ] e 2 e IOO ?”'z
D ssoudre & chaud.

3-0itrate de soude

~Citrate trisodique (2H20) eeeereeneranseriencnneneas 3,84
“Enu bidistizzp’e 0l‘g.P"....QO‘Q.Q.QO..IQO.!Il..‘.... IOO mz

futoclave 4 IT0°C pendant 20 minutes,

4=Solution de ALSEVER

-Aucose . ... A o 0 e 20,5 ¢
~Citrate d2 SOUdE . ,.iecanvsensast, sonenosansssnsnsss 8@

-Ae., eitrique ........ ve s e gt st kRN s co s 0,86 g
~Chlorure de sodium ,44eoviviiooas i me e - 4,8 ¢
“Fau bidistillée O0.S.P. . .. 00 uuunn. i iessaseses  T000 M

Autoelaver 4 IT0°C pendant 20 m nutes.

s5-Splution de Veronal Gelatine (VG)

-T0 eomnrimés 0X0ID

—Gezatzn(j .'r'vf\v.';rr\vf;v'."‘.‘.‘::'.# TR E NN Iq
Ty BLdistlllée .S Puuescovoocssooesoessnessaceseces L1000 ml

Digssoudre au bain-marie 4 chaud.



o

A=Solution de Veronal &5 fois concentrée (VR)

-T ecomprims "OXO0ID" dans 20 ml d'ecu bidistillée .
Dissoudre & chaud, refroidiv, compléter 4 20 ml, conservar

& o+1°C,



