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RÉSUMÉ 

L’auteur décrit une adaptation en microtert de laiechnique de séroneutralisa- 

lion du VITUS de 10 perte bovine par la méthode cInétique mise ou point par 
BOURDIN et BERNARD (1967). L’analyse statistique des rérultatr obfenur sur 
453 sérums de ruminanfr testés qualitativement à Ia fois par la méthode clos- 
sique et par le m~crotert ne permet par de mettre en évidence une diffknce 
entre Ier deux m&+hodes qui son+ donc superposables et peuvent être utilisées 
indifféremmeni dons la recherche quolitatlve des anticorps. La microméthode a 
l’avantage d’économiser temps et réadifs. L’éiude statistique des rérultafr 
abtenur dans le titrage des anticorps de 116 sérums monire une différence très 
signnkotive entre les deux méthodes mais aussi qu’il existe une liaison trèr forie 
entre des. Lorsque le titrage des onkarps porte wr de grands effectifs. le 
microtest peut aussi étre ullhsé car les avantager qu’il présente compensent 
son manque &en+uel de sensibilité par rapport à Ia mélhode classique. 

Les techniques immunologiques tendent actuel- 
lement à la miniaturisation en raison des avan- 
tagesque les microméthodes offrenten sérologie : 
rapidité, faible encombrement, économie de 
réactifs et facilité de lecture. Connues depuis 
pluswrs années. (BARSKY et LEPINE, 1954) 
(TAKATSY, 1955). ces techniques sont actuel- 
lementutiliséesen pratiquecourantedansdiverses 
réactions sérologiques telles que I’hémoggluti- 
nation et l’inhibition de I’hémagglutination 
(SEVER, 1962). la fixation du complément 
(SEVER, 1962) (CASEY, 1965) ou la réaction de 
neutralisatw (SALIM; 1967). 

L’adaptation en microtest de la méthode 
cinétique de séro-neutralisation décrite en 1967 

par BOURDIN et BERNARD pour la recherche 
des anticorps neutralisant le virus de la peste 
bovine. se justifie par le grand nombre d’exa- 
mens sérologiques actuellement effectués chez 
les ruminants de l’Afrique de l’Ouest pour I’ap- 
préciatlon des résultats des campagnes de vacci- 
nation contre la peste bovine et aussi pour les 
recherches épidémiologiques chez les petlts 
ruminants. 

1. - MATÉRIEL ET MÉTHODE 

1) Matériel. 

Nous n’indiquerons ici que le matériel destiné 
spécialement 0 la réalisation du microtest : 
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0) Plaaues en matière Dlastiaue transwrenie a) Réalisailon de la techniaue aualitative : 
de j24 x’ 81 mm contenant 96 cupules dl 0.4 ml 
à fond plat (Limbro Chemical réf. 15 Fb 96). 
Ces plaques sont préalablement lavées, cupule 
par cupule dans une solution d’OM0 (produit 
à base de Teepol) puis rincées 10 fois à l’eau 
courante, 3 fois à l’eau désionisée, 3 fois à l’eau 
tridistillée. Après séchage à l’étuve, elles sont 
stérilisées dans l’alcool 0 950 pendant 30 mn 
puis séchées dans une hotte à rayons ultraviolets 
pendant 3 à 4 heures. Elles sont conservées en 
boîte de Pétri siériles fermées hermétiquement, 
51 leur utilisation est dn%rée. 

de kêrne que dans la technique’class’ique 3 tubes 
sont utilisés pour chaque sérum, nous utilisons. 
par sérum, 3 cupules qui reçoivent : 

Ire cupule : TÉMOIN SÉRUM : 

0,lS ml de milieu deculture, 
+ 0,015 ml de sérum, 
1 heure 0 37 OC. 
+ 0,15 ml de suspension cellulaire. 

2 et 3es cupules : RÉACTION : 

0,015 ml de sérum, 
+ 0,15 ml de suspension de virus 
1 heure 0 37 OC, b) Pipettes compte-gouttes en verre à chimie : 

ces pipettes, préparées en laboratoire, forment 
des gouttes de 0,015 ml & 5 p, 100. II est possible 
CIUSSI d’utiliser des aiguilles de 6/10 montées sur 
tige de verre (1 goutte = 0,015 ml). 

2) Méthode. 

La microtechnique décrite ici n’est qu’une 
adaptation de la méthode classique mise au 
point par BOURDIN et BERNARD en 1967 (*). 
Les substances entrant en réaction sont les 
mêmes, la réalisation identlque. Seules les 
quantités de réactlfs changent mais leurs propor- 
tions relatives restent les mêmes afin de pouvoir 
comparer les résultats obtenus par ïes deux 
méthodes. 

Ainsi dans la méthode classique, les auteurs 
mettent en contact 0,OS ml de sérum à étudier 
décomplémenté avec 0,s ml d’une suspension de 
virus bovipestique représentant I DICT 100. 
Après 1 heure d’étuve à 37’JC, ils ajoutent 
0,5 ml d’une suspension cellulaire titrant 
100.000 ceIlules/ml de la lignée cellulaire per- 
manente MDBKC (cellules épithéliales de rein de 
bovin adulte) établie en 1958 par MADIN et 
DARBY. Le microtest. lui, requiert les quantités 
suivantes : 0,015 ml de sérum décomplémenté 0 
étudier (1 microgoutte), 0,15 ml de virus titrani 
I DICT 100 dans 0,5 ml. La dilution finale de 
sérum est donc 10-l comme dans la méthode 
classique et la quantité de cellules introduites 
après la neutralisation est proportionnellement 
équivalente : 0,15 ml d’une suspension comptant 
100.000 cellules/ml. 

(*) Cette méthode a aussi été adaptée CIU titrage des 
anticorps (R[OCHE 1969). 

+ 0,15 ml de suspension cellulaire. 

Ensuite les plaques sont recouvertes d’un 
plastique adhésif et remises à 37oC pendant 
5 jours. 

b) Réalisation de la technique quantitative : 
elle est Identique à la précédente 0 la différence 
que l’on utilise pour chaque sérum à tester : 

- 2 cupules « témoin sérum » 
- 2 cupules « réaction » recevant une micro- 

goutte de sérum non dilué, 2 autres cupules 
recevant 1 microgoutte de sérum dilué au ‘lj2, 
ainsi de suite jusqu’aux dilutions terminales 
de 1/320 pour les sérums de bovins (1 microgoutte 
de sérum dilué ou 1/32) et IjBO pour les sérums 
de petits ruminants (1 mlcrogoutte de sérum 
dilué au l/B). 

A partir de la dilution au 1120. le sérum entrant 
en réaction est considéré comme insuffisant 
pour /a nutrition des cellules et la suspension 
cellulaire est alors additmnnée de 4 p, 100 de 
sérum normal de bceuf décomplémenté. 

Le ilire neutralisant du sérum est donné par 
la plus haute dilution dans laquelle le tapls 
cellulaire est soit indemne, soit partiellement 
détruit par le virus dans les deux cupules. SI 
cette dilution est I/N nous admettons que le sérum 
considéré titre « N » unités neutralisant I DICT 
100 de virus bovipestlque/mI. 

Quelle que soit la méthode utlllsée, nous 
ajoutons 5 «témoins cellules» et 5 «témans 
virus ». Les cupules « témolns cellules » reçoi- 
vent 0,015 ml de sérum décomplémenté (de 
bcwf, de mouton ou de chèvre selon l’espèce 
animale faisant l’objet de laséro-neutralisation) 
et 0.15 ml de milieu de culture. Après une heure 
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à 37oC, on ajoute 0,lS ml de suspension cellu- 
laire. Après 5 jours à 37oC. les tapis cellulaires 
doivent présenter vn aspect normal et être 
indemnes de lésions. 

Les cupules «témoins virus» reçoivent 0,015 ml 
de sérum décomplémenté dépourvu d’anticorps. 
0.15 ml de suspension de virus (1 DICT 100 dans 
0,5 ml) puis après une heure à 370C, 0,15 ml de 
suspension cellulaire. Après 5 jours à 37K 
les tapis cellulaires doivent être totalement 
détruits par le virus. 

II. - RÉSULTATS OBTENUS 

Afin de savoir si la microméthode donne des 
résultats comparables 0 ceux de la méthode 
classique en tubes à hémolyse, tous les essais 
ont été effectués par les 2 méthodes. Pour réaliser 
des conditions expérimentales Identiques, lors 
de chaque essai, la même suspension de virus 
et la même suspension de cellules ont servi à la 
réalisation des deux méthodes. Les réponses 
sérologlques fournies par les deux méthodes 
sont les suivantes : 

a) Technique qualitative : 

Cette technique utlllsant deux tests par échan- 
tillon de sérum, trois résultats différents peuvent 
être observés : 

1) Les deux tapis cellulaires sont indemnes 
(le sérum a neutralisé le virus) : résultat positif. 

2) Un tapis sur deux est indemne : résultat 
douteux. 

3) Les deux tapis cellulaires sont détruits par 
le wrus (le sérum ne contient pas d’anticorps) : 
résultat négatif. 

Les ruminants dont le sérum dilué au I/l0 
donne un résultat douteux étant considérés 
comme non immuns, novs considérerons ces 
résultats comme négatifs. 

Dans ces conditions les séro-neutraIIsatlons 
effectuées sur 191 sérums de petits ruminants 
et 262 sérums de bovins par les deux techniques 
qualitatives donnent les résultats figurant dons 
le tableau 1. 

b) Technique quantitative : 

116 sérums de bovins ont été testés. Les titres 
obtenus par chacune des deux méthodes sont 
consignés dans le tableau II et représentés 
graphiquement dans les histogrammes I et II. 

T 

116 

III. - ANALYSE STATISTIQUE 
DES RÉSULTATS 

La comparaison des deux méthodes en techni- 
que qualitative faisant intervenir un caractère 
qualitatif, c’est par le test du xB de PEARSON que 
les résultats pourront être analysés. 
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Distribution des sérmns en 
Fonction de leur titre déter- 
uriné par Le microtest 

Histogramme II 

Distributian des séri,,,,s en 
fonctiar, da leur. Litre déter-, 
miné par la méthode classique 

10 20 40 80 160 320 

En abcisses ! titre des sérums 

En ordannées : nombre de sérums donnant CPS titres 

Au contraire les techniques de titrages portent 
sur un caractère quantitatif et c’est le test de 
l’écart réduit qui permettra de comparer les 
deux méthodes. 

(I) Analyse des résultats obtenus par les 
techniques qualitatives (*) : 

Le test du x= comparant des répartltlons 
observées à des répartltlons théoriques, celles-ci 
peuvent être calculées à partir des résultats 
consignés daps le tableau na 1 et l’on calcule les 
effectifs théoriques suivants : 

- Positifs (+) « c » = 301,s 

- Négatifs (-) « c » = 151.5 

et + <<FL” = 301.5 

- « (A » = 151,s 

On obtient alors une valeur de y.% = 0,124 
pour un degré de liberté, correspondant à un 
risque a compris entre 0.90 et OSO. Cette voleur 
est très inférieure à 3.841 qui correspond au xa 
pour un risque CI = 0.05. II n’existe donc pas de 
différence significative entre les résultats obtenus 
par l’une et l’autre méthode. 

b) Analyse des résultats obtenus par les métho- 
des quantitatives : 

Chaque sérum ayant éié examiné par les 
deux méthodes, le procédé le plus correctpour 
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effectuer la comparaison est la méthode des 
séries opparlées. L’écart réduit est : 

E = 2 où m est la moyenne des différences 
J 

des ii& “pour chaque couple de mesure. Pour 
116 sérums nous obtenons alors : 

m = 11.29 et Sz= 1562.6 d’où E = 3.07ï 

Cette valeur est nettement supérieure 0 la 
valeur 1.96 qui correspond à un risque de 0,05. 
Elle correspond à une valeur de &Comprise entre 
0,Ol et 0,001. Ce résultat permet de conclure 
que les différences consiaiées dans le titrage des 
anticorps par les deux méthodes sont signif- 
catives. 

Puisque le titre neutralisant d’un sérum varie 
en fonction de la méthode utilisée, il est utile 
de compléter l’étude statistique des résultats 
observés en cherchant si les deux méthodes de 
iitrage sont cependant liées. 

La recherche de l’existence d’une liaison se 
fcut par le calcul du coeftÎcient de corrélation, 
qui peut s’effectuer à partir du tableau III dans 
lequel nous avons procédé à un changement 
d’unité. C’est ainsi que la valeur x du titre est 

remplacée par x’ = log 2 6, Aux voleurs de 

x’ = 0. 1, 2, 3, 4 et 5 correspondent les valeurs 
d’origine x = 10, 20, 40... 320. 

Les calculs permettent d’obtenir un coefficient 
de corrélation : 

ï = 0.7 
et une valeur t = 10,4 pour 114 d. d. 1. 

Cette valeur élevée de t indique que les deux 
techniques de titrage sont très fortement liées. 
le rIsque correspondant étant de loin inférieur 
à 0,os. 

IV. - CONCLUSIONS 

L’analyse statistique des résultats observés ne 
nous a pas permis de mettre en évidence une 
différence entre les deux techniques de séro- 
neutralisation cinétique qualitative. Ces deux 
méthodes sont donc comparables et II semble 
qu’elles puissent être utIlisées indifféremment 
pour la détection des anticorps neutralisant le 
virus de la Peste Bovine cher les ruminants. 
La microméthode présente l’avantage de sa 
rapidité d’exécution et de sa faclhté de lecture. 

Au contraire et bien que les deux techniques 
soient slgnificatlvement Il&s. microméthode et 
méthode classique ne donnent pas des réponses 
identiques pour le titrage des anticorps puisque 
l’analyse staiistlque des résultats révèle une 
différence très significative. Le titre moyen en 
anticorps (49,4) obtenu par le microtest est 
inférieur au titre moyen (63,3) observé dans la 
méthode classique. La microtechnique fournit 
donc des titres en général moins élevés que la 
méthode clawque. Ce manque de sensibilité 
des mlcrométhodes est d’ailleurs reconnue à 
l’heure actuelle. 

En conséquence, nous estimons que dans la 
pratique, le microtest peut remplacer ovantageu- 
sement la méthode classique pour la détectron des 
anticorps neutralisant le VITUS de la Peste Bovine. 

II en sera de même pour le titrage des anti- 
corps lorsque les recherches porteront sur de 
grands nombres (appréclatlon de l’état d’immu- 
nité naturelle ou ocqulse d’un grand effectif 
par exemple), I’économle de iemps et de réactifs 
que permet de réaliser la mlcrométhode compen- 
sant alors largement le manque de sensiblhté 
qu’elle présente peut-être par rapport à la 
méthode classique. 
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SUMMARY 

Adaptation in micro‘erf OI the reroneutralirotion technique by the kine‘ic 

method for the research and the fitration of anfibadier neutrolizing the ri”. 

derpest virus 

The oufhar descrIbes an adaptation I~I microtest of the seroneuiralizailon 
technique oifhe rinderpest virus by the kinetic meihod perfected by BOURDIN 

ond BERNARD (1967). The stotistical analyslr of results obialned on 453 rerums 

ofruminontr quolitatively terted ai +he some time by ihe clossicaI method and by 

the microtest moy no+ display a difference befween the two meihods. Then. they 

are superposable and moy be employed indifferently in the qualitotrve research 

ofantibadler. The micromethod econamizes the time ond the +a+~. The stoiisticai 

study of results obtalned in the antibodles titraiion of 116 sewms indicater tha+ 

a very signiflcont difference IS beiween the 1wo methads but also a very impor- 

an+ connection. When the antlbadies titration is applied io lorgenumbers of sera, 

tthe microtest may be olso utilired, becouse ~tr odvantoges compenrate its even- 

tuaI deficiency of sensibility wlh regard to the classical meihod. 

El ovior descrIbe una adaptaci*” en microprueba de 10 tecnico de seraneutra- 

hzacihn del virus de la perte bovina par el método cineiica mejoroda par 

GOURDIN y BERNARD (1967). El anc111ss ertadistico de lx rerultatos obienidos 

en 453 sueros de rumanies probador qualitativamente a 10 vez par el mG+ado 

cl&ico y par la mrcroprueba no permite evldenciar una diferencia entre 10s dos 

métodor que pués son con,eobler y que se puede ulilizar indlferentemenie para 

la bbrquedo qualitatw de 10s anticuerpos. El nvcroméiodo tiene Io ventaja 

de economizar tiempo y reactivos. Ei esiudio estadB+ico de lx resuliador obte- 

nidos en el doraje de !OS ontlruerpas de 116 sueros muesira una diferencio muy 

signikattva enire 10s dos métodos pers iombien que una reIaci& muy ~mpor- 

tante existe entre dos. Cuondo se hace el doraje de lx anticuerpor en gronder 

efectivor, se puede tambien utilwar Ia microprueba par que 10s ventojos que 

tiene compensan su falia even+uaI de sensibilidod en relac1~5n con el método 
Cl&iCO. 
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