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| NTRODUCTI ON

Le VII’US para-influenza type 3 est un virus relativement récent en nedecine

ve’cemnan.re il naété lsole | a premlere ‘fois gli'en 1959 @'urie malddie respira-
toire de bovins. Par la suite, de nonbreuses &tudks (isolement ou enquétes sérolo-
giques) ont montré qu' il était fréquemment impligué. dans des troubles pulmonaires
de nombreuses espices; domestiques. En Afrique sahglier-ne,  son réle dans |es
"onewropathies des petits ruminants' a &té soupcgnné depuis plusieﬁf\s’"‘ années.
En dehors d'isol ements systématiques |ors dg foyers, seule une enquéte basée
sur la réaction dinhibition de l'hémgglutina‘tién permet d'évaluer | a prévalence
de I"infection et par conséquent son impact econdmlque

le virus para-influenza type 3 possede une }}emagglutlmne vis-a-vis des
hématies de cobayes et de mutons. Toutefois cette HA est souvent noyée dans
| * envel oppe lipoprotéique et untraitement des virus est neécessaire pour
augmenter | e titre.

Les réactions d'hémagglutination et d'inhibjition de 1'hémagglutination ont
&té décrites et codifiées par plusieurs auteurs.. ;

Cette note a pour but de proposer une technique simple, rapide afin que |es
réesultats obt enus d'une année sur l'autre ou dang d'autres pays d'Afrique soient
comparables. | R

1 -TRA TEVENT DU VI RUS PARA-INFLUENZA TYPE 3 POUR 1A REACTTON D'INHIBITION
D E__ L'HEMAGGLUTINATION i o

. But : le v1ms para-influenza type 3 a la propmeté d'hémaggiutiner les hématies
| de certames espéces animales : cobaye, mouton. Cet'te propriété est portée par
l'hemagglu’cmlne qui apparait comme -des projections perpendiculaires a la
nucl éocapside, projections souvent noyées ' dans 1'enveloppe | ipopntéique (voir

schéma) . /"} _
W . ‘} /  nucléopapside

enveloppe e e

J“"" hcmagg lu'tin_ihe

le but du traitement est d'augnenter le titre hénmaggl utinanten décapant

| " envel oppe du virus:
VA




‘Techniaue
= Culture du virus (souche SF4 ou IM) sur cellules de rein de mouton jusqu' a
ECP complet (15 jours)

" W Trois cycles de congél ation ~ décongél ation

- Ajouter 0,125 nl de Tween 80 pour 100 ml de suspension virale. Laisser 15' a
tenpérature  anbiante

- Ajouter de 1'éther a volume égal a celui de |a suspension virale. Laisser
1 halenagitant de tenps en tenps

- Centrifuger a 1 500 tpm pendant 10'

- Récupérer |'antigene sans détruire la couche de Tween 30 qui se forme a
la- surface

~ Evaporer |'éther sous vide pendant 1 heure.

Résultats
Une comparaison entre antigene traité et antigene non traité a été effectuée
‘et les résultats colligés dans |e'tableau suivant':

Titre . , . .
départ (1) 1 mois 2 moi s 3 moig | Conservation
T. TE [ 256 (2) 256 256 256 o
NT 32 16 NE NF | ?Q?gelateur
T.TE 256 256 NF 128 o
Yﬂ' 3 2 NF . NT - NE Réfri gérat eur

(1) moyenne de 5 titrages au moins l'
(2) inverse de la dilution donnant une HA totale
NF mon fait

Concl usi ons

Le traitenent au Tween~éther augmente le titre de |'antigene de 3 a 4 dilu-
tions et pernmet une conservation de plusieuns mois sans baisse inportante du
.ti'tm' v K ‘ : e - v
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|1 - REACTI ONS D'HEMAGGLUTINATION ETD'INHIBITTON DE 1'HEMAGELUTINATION
DU VIRUS PARA- | M LUENZATYPE 3 2

| NTRCDUCTI ON

Les 2 réactions peuvent se faire soit en tubes, SOit en microplaques

(microtiter = Dynatech corporation).
A-  REACTIONS
1 = En tubes
Réact i ond"hémagglutination
t ubes 1 2 3 veoveannt.. 11 12
PBS 0,6 0,4 Oenennnen .. O,4 0,4
Virus 0,2 .~ Y054 20 /’O’u
R 0,8 % 0,2 0,2 0y2¢cnvann .o 0,2 0,2
R 174 1/8 RN T
Dilution 171%" Ly 175098 TR
Réactions d'inhibition de 1"hémagglutination
tubes 1 2 3 eveienenste 9 10 11 12
PBS 0 0,2 Oy2enerenns oo 0,2 0,2 0,4 0,2
. sérums 110 | 0,4 ,-—-%_. 0,2, =30,21000nens /oz 0.2 ) .
(voir plus : o
| 0i n)
di lution 1/10 120 1/40 172560 | TS TR TV
cérms | Y10 120 1/40.......
virus
(Llu HA) O,Q 032 0,2 INENETRES T 0,2 0,2
[ h & 37°
GR0,8% 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
../0 LI




2 - En microplagues

Réact i ond"hémagglutination

Matériel = plaques a fonds ronds

Micro-dilution de 0,05 ml

Micro-pipette de 0,05 m (1 gg)

cupul es 1 2 K TR i
PBS 0,06  0,050svvn0. ... 0,05 0,1
0,05 0,05 0,05
Virus 0,1 -
GR 0,8 % 0,06 0,05 0,05....cucen. 0,05 0,05
Réaction d'inhibitionde 1'némagglutination
cupul es 1 2 Juerransosees 9 10 11 12
PBS 0,05 0,025 .,......,.0,025 0,025 0,05 0,025
0,025 0,025 0,025
Sérum 1/10 0,05 0,025 -- -
(1 gg)
Virus (4u HA - -
0,025) 0,025 0,025 0,02”5, ......... 0, 025 -
Dilution sérum| 1/10 1/20 1/80 .......... 1/2560 | TS TGR TV
I h 30 3 température anbiante
GR 0,8 % 0,05 0,05 0,05 «.covsense 0,08 0,05 0,05 0,05
Mitériel' = plaques a fonds ronds

micro-diluteur de 0, 025 ml

mcro-pipettes de 0,06 mi

pipettes de Duclaux = 1 gg = 0,05 ni.

ll/".
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COMMENTAIRES

1.-La:réaction en microplague pernet | e traitems
avec 1 mninum de travail

~ la distribution du sérum traité peut se fadi
0,05 n)

- | & micro-diluteur de 0, 025 ml n'a pas bescdjn

aprés éhaque sérum, I1 suffit de plonger.ld
distillée et vérifier | e vol une d 1'aide di'

- | es microplaques a fonds ronds permettent
résultats intermédiaires (2t 3 + ou 4t
2 - Des expériences (LEFEVRE ~ Rapport Farcha 19

- que le PBS pH 7,2 est aussi bon diluant que 1
- que le pH doit étre conpris entre 6,8 et 7.4
« que |a lecturc est plus rapide a 370

- quela concentration optinum des GR est de 7

B -~ TRATTEMENT DES SERUNG

Pour la réaction d'HA, il est recommendé de
les inhibiteurs non spéci fi ques (traitement au k4
non spécifiques (traitement aux GR).

BERNARD s' appuyant sur | es résultats de -PROV
traitement au kaolin est inutile, les innibiteurg
au 1/uQe,

les expériences du service de Virologie port
sérums tout venant . 16 sérums de noutons et ch&w
1l - Résultats

1) Traitenent au kaolin

nt d'un grand nombre de Séruns

re a |a pipette Duclaux (1 gg =

d'étre flambs et Humidifié
~micro-diluteur dans_1‘eau

un buvard GO - NOGO

s mei | | eure apprésiation des

que les plaques a fonds coniques.

-1380) ont montré :

e VAD (virus adjusting diluant)

p.100.

traiter |es sépums pour élimner
olin) ou | es hémagglutinines

OST et BORREDON ‘estime que | e

non  spécifiques disparaissent

ent sur un petit nombre de
reg prélevés a Doli,

Nonbre de positifs au
J10 1/20 140 1/80 1/ 160
Séyums traités au kaol i n 12 4 ) 1 1
Sérums non traités ’ 16 16 3 1 1




La discordance est nette au 1/20& ol senbl e que | es inhibiteurs non
spéci fiques aient disparu aprés traitement. Au 1/40€, 6 sérums non trait& sont
lus positifs contre 2 seul ement apres traitement.

le traitement au kaolin est donc nfcessaire.

“2) Traitement aux GR

| Négatifs +1/u0e + 1/40¢ et plus
traites 6 5 5
(K+GR) ] 7 5

non traités

I1 apparait qu'en revanche, |es hémagglutinines non spécifiques n'inter-
viennent  pas.

2 - Traiterment des SEruns

a> au kaolin = suspension de kaclin lavé aux acides a '25 g pour 100 M d' eau
distillée
PBS =0o,un
Sérum =0,in.
Kaolin = 0,5 ml
20' 3 température ordinaire avec agitation périodique centrifugation 1 500
t pm pendant 15 m, Le'§Urnageant est considiré étre la dilution au 1/10 du sérum.

b) Si nécessaire (pour | es petits yuminants, ce traitement est inutile)
Suspension de GR de cobayes a 50 p.100

Ajouter 0,1 ml au surnageant du traitement au kaolin. Laisser 1T
a 4°C avec agitation périodique. Centrifuger.



CONCLUSIONS

Pour standardiser |a technique au niveau d
rai son possible des résultats, il est proposé d

en microplaques (plaques a fonds ronds)

avec du PBS pH 7 ou 7,2

avec un antigéene traité au Tween-&ther

apr és traitement des sérums au kaolin

et prise en considération des résultats au 1/!

NOTA

Une remarque in-portante doit étre faite :

I1 n'y a pas ccrrélation entre le titre en anti
et en anticorps neutralisant.

Par conséquent, |a présence d'anticorps THA ne .
avec e virus para 3 sans préjuger de 1'état d'y

aboratoire et pour une compa-
Faire | es réactions HA et THA :

rps | nhi bant 1*hémagglu'tinatim

raduit qu'un contact précédent
munité des animaux.
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