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Cette microméthode est inspirée de eelle indiquée par le Groupe sclenti-
fique des recherches sur la bhilharziose concernant le "diagnostie immunobiologique
de la bilharziose" réuni par 1'OMS, 3 Gendve, du 7 au 12 aofit 1961.1

Elie a été mise au point dans le but de diminuer la consommation des anti-
génes dont le prix de revient est trbs élevé. Ceei a &té obtenu en réduisant au
1/5 les quantités des réactifs introduites dans lg réaction, tandis que les pré-

titrages, ou l'antigine n'intervient pas, sont effectués & doses normales.

1.  VERRERIE ¥7 APPAREILLAGE

La réaction proprement dite s’effectue en microtube (diamdtre 5 & 6 mm;
hauteur 50 mm), alors gue les prétitrages s'effectuent en tubes 3 hémolyse. Ceci
nécessite des porboirs adaptés aux deux types de tube, pouvant aller au bain-marie,
ainsi qu'un équipement spéelal de centrifugeuse pour mierotubes.

2.  REACTIFS

2.1 Soluté physiclogique

Tous les réactifs sont dilués dans un tampon isotoniquefpréparé extampo~

ranément i partir d'une solution mare.

Solution mére tampornnée concentrde 10 fois :

NaCl suvuuenn. 75 g
MgCl, 6H20 (2,083 M) vvrvrunns. 2,4 ml
CaCl, 2H,0 (0,625 M) wevuvvannennnn 2,4 ml
Tri-éthanol-amine .o...vevveuuns 28 m
Hel normal ..vvuveencnernnnaen fevaman 180 ml
Bau bi-distilléde Q.%.De veerrennoveses 1000

Tampon isotonique : diluer la solution mdre au 1/10 en eau bi-distiliée,
au moment de 1'emploi.

. Org. mond, Santé (1961) Rapport au Directeur général, document mimdographié
MEHO/PA/166.61. Voir aussi Org. mond. Santé Sér, Rapp. techn., 1967, 349, 62-73.

-
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2.2 Hematies de mouton

le sang de mouton est reecueilli aseptiquement sur citrate de sodium & 38
pour 1000. Ie citrate est stérilise an préalable & l'autoclave est utilisé & la dose
de 480 ml de citrate pour 400 ml de sang..

Au moment de 1'emploi, le sang est centrifugé, Le culot est lavé trois fois
el tampon isotonique. Le culot globulaire est ensuite remis en suspension 4 3 € dans

le tampon isotcnique.

La suspension est standardisde & 1'aide d'un photométre. Nous utiliscons le
photometre Electro-Synthése, moddle Junior, avec éderdn No 3. Pour la mesure-phdﬁdmé;
trigue, laz suspension st dilude au 1/6 en eau distillee, puis placee dans le tube z
essail callbré de l'appareil, et dans ces-éondltlons doit donner la graduatian 100.
Dans le cas contraire, ‘la suspension approxiMativement A& 5 % est adushaaen dlluant en
canséquence, en tampon isotonique. Si le chiffre trouvé sat lOO + X, A& 100 ml de Sus-—

pension, ajouter x ml de tampon isotonigue.

2.3  Serum hémolytigue

L

Le sérum heémolytique est dllue au moment de l emploi en tampon isotonique.

Le taux de dilution est determlne une fOlS pour toutes pour chaque lot de sérum hémo-

lytique, par un titrage.

2.4 Complément

Le complément utilisé est soit du sérum de cobaye lyophilisé, seit du sérum
de cobaye frais. Une dilution préalable du 1/15 en tampon isotonigue sert & la fois

au titrage du complément du Jour et & la réaction.

‘2.5 Antigne 0T

Tes antigénes ne dolvent presenter aucun pouvoir antlcomplémentalre éplé

~dilution utilisde. Cette dilut¢on optimale est donnée par "un titragze 4 antigene“ qui
peirmet d'utiliser la réaction i SQn‘maximum‘de;seﬁsibili;é.'Ce titrage consiste & dé-
terminer la plus petite quantité d'antigdne qui indigque, avec un -sérum positif donné,

le titre le plus élevé pour ce sdrum.




Ser/lnf/ET-G
WHO/Bi1h/67.63
Page 4

2.6  Sérum A tester

Les sérums sont testés dés le lendemain du prélivement ou, si nécessaire,
itle sont conservés par congélation 4 basse température (4250, ou JTOD), mals 1ils ne
devront alors subir gu'une seule congelation - décongélation. Au moment de 1'emplol,

les sérums sont inaetivés, en les maintenant l/é heure & 569.

%. ECHEIIE D!'HEMOLYSE

Cette échelle d'hémolyse sera falte chague jour et servira & la lecture

des titrages puis de la réaction.

3.3 Eechelle permettant la lecture des titrages

Dans une série de tubes & hémolyse de calibres identiques, on répartit
& la plpette gradude au 1/100, suivant le tableau I, une solution d'hémogleobine et

une suspension d'hématies (G.R.) de mouton.

1) Solution d'hémoglobine @

GuRe 3% wveenanaeanne veensa teenanes 2ml
Eau bi-distillée ...... vevsenavennss To2
Tampon concentré 10 ol ciievevnsaa 0,8

2) Suspension ¢'hématies 1

G-URG 3% N N L R R R B R R R Y] Eml
Tampon 1sotonique +ivivevesescevarss O 1l

TABLEAU T

Eehelle d'hémolyse

L 0 {10 |20 30|35 % |45]5)|55]|6 |67 /|8 |9 100

A hémolyse .

{ Sol. 1 0 l0,10|0,20{0,30{0,35]0,40| 0,45 0,5010,55|0,60{0,65{0,70,0,80|0,90{1
Susp. 2 1 0,9010,8010,70(0,65{0,60{0,55}0,5010,45{0,4040,3510,30{0,20{0,10|0
Tampon .

froid 0,5010,5010,%010,50(0,50(0,50|0,50{0,5010,5010,5010,50 (0,50 0,5010,5010,50

Centrifuger - Décanter

¢
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%.2  EHEehelle permettant la lecture de la rdéaction

Lorsque la lecture des titrages est terminde, le contenu de chagque tube
4 hémolyse est transvaseé dans une ‘série de microtubes., Cette nouvelle dchelle zervira

4 la lecture des réactions.

4,  TITRAGE DU SERUM HEMOLYTIQUE

Chaque nouveau lot de sérum hémolytique est titrd, une folis pour toutes,

‘de 1a Tacon suivarte :

Dana'un.premier.temps, on recherche la plus petite quantité de complément

capable d'hémolyser 50 % des hématies sensibilisdes par égale guantité de sérum hémo-
lytique au 1/500 (tableau II). |

PABLEAU IT

Titrage du sérum hémolytigque (ler temps) .

Dilwtion de K. 1/10 /20 | 10 | 1/ | 14160 | 1/%20

K. dilug 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 | 0,2

Tampon 0,4 0,4 0,4 | 0,4 0,4 0,4

(.R. sensipilisés® 0,4 O, 4. 0,4 0,4 0,4 o, 4
_ ‘ Bainmmarie 27 = 20 minutes |

Tampon froid 0.5 0,5 0,5 0,5 0,5 .| 0,5

Centrifuger. Etablir la.courbe d&'hémolyse paer comparaison avee 1'échelle d'hémolyse.
En déduire l'unité de complément 50 %.

*
2a G.R. 3 % et S.H. 1/500.
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Dang un deuxiéme temps, on recherche la plus forte dilution de sérum

hémelytique qui, utilisée pour sensibiliser un égal volume d'hématies, provogue

la lysc de 50 % de ces hématies, en présence de 1'umité de complément déterminde

précddemment (tableau IIL).

TARLEAU ITI

Titrage du zérum hémolytique (P2me temps)

Dilvtion S.H. 1/500 1/1000 1/2000 1/4000 | 1/8000 | 1/16000
¥ {1 unité 50 %) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Tampon 0,4 0,4 0,4 O, % 0,4 0,4
| G.R. sensibilisés” 0,4 0,4 0,4 0, b 0,4 0,4
R S Bain-marie 37° -~ 30 minutes
Tampon Froid 0,5 0,5 i 0,5 | 0,5 } 0,5 0,5

Centrifuger. Déterminer le % 4'hémolyse obtenu peour chague dilution.
FEn deduire le titre du sérum hémolytidque.

i -
so G.H. 3 % et 3.5. aux diverses dilutions.

L'évaluation du pourcentage d'hémolyse est, dans chaque cas, effectude
par rapport A4 1'éehelle d'hémolyse précédemment décrite. Le titre du sérum hémoly.-
tique est donné par 1’avant-derniéfe dilution de ce sérum qui donne encore 50 %

d'hémoiyse.

‘Le sérum hémolytigue gue nous utilisons est généralement dilué au 1/2000.

5. TITRAGE DU COMPIEMENT
Le complément est titré chaque jour Jjuste avant la réaction.

L2 complément approximativement nécessaire pour le titrage et pour les
réactions entreprises ce Jour est 4Ailué au 1/15 en tampon isotonique. De cette dilu-

tien est prélevée une petite quantité (0,03 ml par exemple) gul est dilude avee
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précision au 1/10, Ce complément au 1/150 setrt & faire le titrage du Jjour, tandis
gue & dilution mére au "L,:‘TL"‘; sat consarcds A 40 Jusquiau moment ol sera entreprine
ia réaction pré:npmm'wt <:"u Le.

Ia régar'l‘.-iticx; dos wéantifs ssb effeciude A Ja pipetie graduds an /100

dans dos Tubes a hdmo'yee, sdveat e tebleag v, -

TLETRAY IV

—— e - et e ———u_

Tiirmze Jul compJ.ement
I— i e e .._!_ s oo bt

K L7150 0,25 ! 2 10,z c,wo 0,18 1 ¢,16 0,14 (0,32 | 0,00
Fampon - - o ee e | 02T | 0.3 lcn% i 05 58 ----o,-,--fm-- L0sd2 | O 10,46 1048 1 0,50 -

+ )
G.R. sensibilieds | Q.50 | .40 40,70 |0, 4 _*.:z_."?iQ...‘_Qaf“? 0,40 10,40 10,40 | 0,50

L . R J_M:L“;-—m'z 'lc )T" inu‘tes U VS
Tampon, £roid o i::,_go 0,50 t} 50 i . _‘,‘)O 1 D.“;O o 0,50 10,50 10,50 | C.50
+ edamrs e

Centrifuger. Fhablir la cowrbe cl’;lif;énﬂ.rnl!.y'ae. pev eonparaison avee 1'dchalle d'hdmolyoe.

En déduire l'unité de compidment 50 %. ... U0

— T L, . T — T - — —— - o ————— —

5.1 Calewl de ls dilution i complément & wtiliser..

Ta poursemtace 4 hfolyse 92 b Jug tubs szt obbter pir comparaison (eg.
1téehelle d'némelyne. La courbe corpespondants, tracée swr wy rapier millimétrd,
permet de dé'tg;eminer sraphiguznont,. avec préeisicn, la guantité de aomplément corros-
‘pondant & L umité; 50 % En pratlouwnoltiemrta beduird eette courbe aux trols i

aont le pou‘rd&n"ba'ge?: d'hemolyae est vofain de JO 5 IR , - !

De la quar®ivg J.E C‘."Jﬂp“ g’ LN__L_;L ]/"50 chTEbpuriianT 1 un;!.t@ 50 %,, Nels il

déduira la diluticn ds compldmen™ & effw*,w:r wane aveir 5 un;Léu no % dang un vosume

de 0,2 ml. Cette diluticn 4c womnpléme m” ghran uye a pa:'ﬂ'ﬂ de la. Eolut: oI mc‘:“c

au 115, sera vtilisde pour' a !*éacim,
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