	Matériel et protocole d'utilisation du matériel pour réaliser un test d’Ouchterlony

	Matériel :
1. une boîte de Pétri (6 cm de diamètre) 
2. matériel pour réaliser un milieu gélosé 

3. un tube emporte-pièce
4. un marqueur
5. une micropipette avec embouts 

6. Microtubes :

- tube 1  : solution d’anticorps produits par un individu contaminé par le virus de la grippe (à déposer dans le puits central)

- tube 2 : solution d'antigène du virus de la grippe
- tube 3 : solution d'antigène du virus de l’herpès
- tube 4 : solution d'antigène du virus de la Chorio-méningite
- tube 5 : solution d'antigène du virus de la rage
- tube 6 : solution d’antigène de la rougeole

- tube 7 : solution d’eau (témoin négatif)
	Afin de mettre en évidence la spécificité des anticorps :
I- Préparation d’un gel d’agar (= gélose) à couler dans une boite de Pétri pour test d’Ouchterlony

Protocole pour un binôme, réalisation de 2 boites, une par élève.
1. Organiser votre plan de travail pour manipuler proprement et en suivant les consignes de sécurité
2. Peser dans la coupelle 0,2 g d’agar prélevé à l’aide de la spatule
3. Verser 14 ml d’eau distillée puis l’agar dans le bécher et mélanger soigneusement l’agar avec l’agitateur
4. Chauffer le mélange en remuant avec l’agitateur jusqu’à ce que le mélange devienne limpide et arrêter 20 à 30s après le début de l’ébullition
5. Retirer le bécher de la plaque chauffante à l’aide de la pince en bois, attendre quelques secondes que le bécher refroidisse afin de pouvoir le saisir sans se brûler ;
6. Utiliser le bécher pour vider l’agar chaud dans les boites de Pétri (le volume doit vous permettre de couler 2 boites), soit une hauteur de 4 mm environ ;
7. Egaliser le niveau en inclinant les boites et supprimer rapidement les bulles
8. Laisser la boite refroidir au moins 5 min sans mettre le couvercle. Ne pas la déplacer avant la prise du gel
II-Préparation du test

1. Positionner la boite sur le gabarit de perçage qui vous est fourni afin de creuser à l’aide du tube emporte-pièce les puits nécessaires dans le gel d’agar : l’anticorps sera déposé dans le puits central et les antigènes et l’eau dans les puits périphériques
2. Eliminer les disques de gel avec le cure dent si nécessaire.

III- Réalisation des dépôts

1. Identifier chaque puits en réfléchissant au marquage le plus judicieux ;

2.  Déposer à l’aide d’une micropipette 20 (L de solution par puits :
/!\ les solutions ne doivent pas déborder des puits 
/!\ penser à changer d’embout entre chaque dépôt)

/!\ L’anticorps doit être déposé dans le puits central et les antigènes et l’eau dans les puits périphériques (une seule solution par puits !)

/!\ Eviter tout retournement de boite

3. Laisser la boîte ouverte à la température de la salle pendant 1/2 h puis observer les résultats obtenus en plaçant la boite sur un fond noir.


	Sécurité (logo et signification)
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