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ETUDE DE LA PROTECTION DES CAPRINS
CONTRE LA PESTE DES PETITS RUM NANTS
APPLI CATION DE L'IMMUNODIFFUSION RADI ALE

A NASS, S CASSKHO P. BOJRDIN

I - | NTRODUCTI ON

S'il est avantageux d'utiliser |a microméthode de neutralisation
cinétique (possibilité de tester plusieurs sérums en une manipulation) il
est évident par contre que cette technique présente des inconvénients.

Qutre la série de préparations prealables (culture des cellules, titrage du
virus, etec...), l'inconvénient ngjeur réside dans la longue attente des
résultats (6 jours).

Le but de ce présent travail est d appliquer 1'immunodiffusion
radiale en comparaison avec |a séroneutralisation cinétique dans |a recherche
d anticorps maternels contre la peste des petits ruminants et |'accroi sse-

ment du taux d'anticorps apreés vaccination

Cette méme technique servira a |a révélation de séroneutralisation.

Il - MATERIEL ET METHODE

SéroneutralisationCi néti que

La techni que de sérecneutralisation Cinétique est décrite en 1967
par P. BOURDIN et col. (2).

Briévement, | es cupul es recoivent 0,15 ml de chacune des dil utions
suivantes du sérum 1/2, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 puis 0,15 m de virus bovipes-
tique souche Il B titrant 1 DICT 100/ml. Ce qui ramene les dilutions des
sérums a 1/4, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128.
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Ces mélanges virus-sérums sont incubés a 37°C 3 | ' étuve. Apres une
heure de contact, il est ajoute 3 chaque conpl exe antigéne-anticorps 0,15 m
de cel lules MDBK (3) dont |a concentration est de 100 Q00 cel [ ul es par
millilitre. 4 % de sérum foetal de veau est mis dans toutes |es cupul es
ol la dilution du gsérum est supposée insuffisante pour |a bonne croissance
des cellules.

Des témoins cellules, virus et sérums acconpagnent chaque série de
ranipulations.

| MMUNODI FFUSI ON RADIALE (IDR)

Préparation de | a gélose - antigéne et titrage des anti corps (1,7)

A 25 ml de tanpon de conposition suivante

Veronal sodi que (0,05 M) ,...... 10,308

Veronal acide (0,01 M) ..o0... 1,842

Acétate de sodiumanhydre ..s44. 4,102

Eau distillée q.5.p. svssseassl 000
On ajoute 75 ml d'eau distillée et 2 grammes d'indubiose Ago. Porté
a ébullition, Ce mélange recoit de 1l'azide de sodiuma 1/1C 000 puis est
réparti dans des tubes a raison de 10 ml/tube.

En tenps opportun, |a gélose est fondue au bair-marie et est ramenée
a 559-60°C, A 10ml de gélose on a-joute ¢,2 m de virus bovipestique Il B
soit 1'équivalent de 10 doses vacci nal es.

Le mélange gé€lose-antigéne ainsi obtenu est coul e sur lame ayant
recu préalablement Une mince couche adhésive. Das sa solidification, des
cupules de 2 mm de dianmetre sont creusées et recoivent |es différentes
dilutions des sérums & tester ou des conpl exes virus-sérums pour le + ir_.ge
des anticorps résiduels.

L'incubation se fait en chanbre humde a + 4°C pendant 24-48 heures.



LECTURE DES RESULTATS DE L'IDR

Pour une bonne interprétation des résultats, 2 lectures sont faites.
Une prem ére au bout de 24 heures et une deuxiéme aprés 48 heures d'incuba-
tion, suivie de |a coloration des lames.

colorant : le colorant utilisé est le noir amido de conposition suivante :

Noir amido 10 B veeseccoeess 0,1 gr,
Acide acétique glacial se0.. 10 m
MEthanol ........ vessoacoooe 70 ML
Fau distillée .vevevevoences 20ml

Le différenciateur

Acide acétique glacial ..... 10 ni
Pé-t}lanol [N N I B B BN R - IR B 70 m
Eau distillée «ovevvasncaess 20

Technique de coloration

Aprés 48 heures d'incubation, les lames sont immergées dans une
solution 3 8 % de ClNa pendant 4 heures.

Un séchage sous papier buvard a 37°C s'en suit. Les lames ainsi
séchées sont plongées dans le colorant pendant 10 minutes puis on fait agi-
le différenciateur trés rapidement.

Un deuxiéme séchage a 1l'air libre met fin a la coloration.

Les couronnes de précipitation se col orent intensément alors que |a
surface libre ces lames reste presque incolore.
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Sérums 3 tester

Les sérums » tester nroviennent d'un troupeau trés hétérogéne du
point de vue fge. Nous avens i1solé 3 groupes se répartissant et se caracté-

risant conie sult

groune A : Chevreaux moins de 2 moils Jjemals vaccinés et jomais malades de

la peste des petits rurinants

groupe B : Chevreaux de 2 & 3 mois d'dge non vaccinds et n'ayant pas fait
de maladie
Les groupes A et B proviennent de méres vaccinées 3 ms avant
| & mise-bas ;

groupe C : Chévre de plus de 2 ans dent 1o dernifre vaccination date o
plus d'un an. Une premisre prise de sang ncus donnant un sérr
initial (Sy) est faite sur tous les animaux, elle est suivie de
la vaccination.

Les prises de sang apréds vaccination sont effectufes 3 la Tin

de 1la 1lére, 2ém: ot 3éme semaine.

- RESULTATS

Les résultats obt enus figurent dans | es tebleaux 1 et TII.

- Persistance des anticorps maternels

Comparant le So des groupes A et B du tableau I, il cst constat? que
| es anticorps maternsls anti~PPR aussi bien neutralisants que précipitants,
persistent chez |es chevreaux jusqu’d 1'8ge de 2 mois et di sparai ssent
au~deld. Aussi,peut-on remarquer que | es taux décelés en séroneutralisation
comme en immunodiffusion radiale sont bien inférieurs a la quantité ~~timale
protectrice. Cette quantité se situe entre le 1/20 et le 1/40.



Tabl eau n°T
Sérum %
So S1 S2 s3 ST
groupe
d' age
Recherche d'anticorps mater- A /4 | 1/16 | 1/64 |1/128 0
nels et accroissement du
taux d'anticorps apreés vac- B 0| 1/8 1/32 |1/64 0
cination en séroneutralisa-
tion cinétique C 1/8 | 1732 | 1/64 |1/128 | 0
Anticorps maternels et A /2 | 1/8 1/32 |1/64 0
accroi ssement  du_ taux
d' anticorps apreés vaccina- B 0 | 4/% | 1/16 |1/32 0
tion en IDR
‘ 1y | 1718 | 1/32 |a/es | 0|

» ST = Sérum témoin de chévres adultes saines et jamais vaccinées.

- Accroisserent du taux d'anticorps aprés vaccination (voir tableau I)

On notera que dans chaque groupe d' age, 1'augmentation du taux
d' anticorps neutralisants ou précipitants est réguliére. Ainsi dés la
deuxiéme semaine apres |a vaccination, le taux mninum protecteur d anticorps
est atteint ou méme dépassé.

- Immunodiffusion radi al e - Systéne reévélateur de neutralisation

Habituellement une séroneutralisation nécessite un substrat biologi-
que vivant : animaux de | aboratoire, oceufs embryonnés, cellules vivantes de
lignée ou de prenier explantation.

Dans ce travail, nous avons utilisé 1'immunodiffusion radial ?
pour révéler |'action d'un virus sur le sérumspécifique. Ainsi |es sérums
S3 des groupes A B et C dilués dans du PBS d'une part et dautre part dans
une suspension virale titrant 1 Dict 100/ml ont présenté des titres précipi-
tants différents de 2 3 3 dilutions comme |'indique |e tableau Il.
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Tableau IT

S3 + Virus | S3 + PBS ST + Virus| ST + PBS
A 1/16 1/64
B 1/8 1/32 0 ¢
C 1/8 1/64

ST = Sérum témein de chdvre NON vaccinée, non mal ade.

|V - DI SCUSSI ON

1 - Persistance des anticorps maternels

La forte mortalité des chevreaux au cours des épidémies de P.P.R,
a pour crigine la rapide disparition des anticorps maternels.

Cette sensibilité se retrouve également chez |es adultes vaccines
depuis plus d'un an et n'ayant nas regu de rappel vaccinal.

2 - Montée des anticorps maternel s

11 ressort des résultats cbtenus que |'augnentation des anticcrps
est régulidre aprés vaccination Jans tous les groupes ms est plus rapide
apreés | e rappel . Ainsi, au bout de deux seraines, | €S arimaux de tous fres

sont immunisés,

La sércneutralisation nous donne des titres plus élevés.
Ce qui encare une f0i S confirme sz plUS prande sensibilit? mais 1z ropidité
des résultats de 17IDR et la sinplicité de sarcalisaticn présentent bien
des avantages -
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3 - Aptitude de 1'I.D.R. 3 rév@ler une neutralisation

le test de précipitacion peut étre utilisé pour titrer les anticorps
résiduels aprés contact sérumvirus. Eh effet |a réaction entre virus et
sérum ou entre déterminants antigéni ques et sites anticorps a 37°, est
reflétée par une absence de précipitation entre sites anticorps et déterm-
nants antigéniques inclus dans la gélose. La question posée est de savoir
si cette révelation de |a neutralisation par |'absence de précipitation est
due par une non diffusion des conpl exes formés, de taille plus grosse que
les mailles de |a gélose ou par défaut de sItes anticorps |ibres diffusant
dans la gelose.

CONCLUSI ON

A l'issue de ce travail, nous recommandons |a vaccination systémati-~
que du cheptel caprin des le second mois de la vie et de procéder a des
rappel s annuel s afin de prémunir ces animaux contre la PPR

Il ressort aussi des résultats obtenus, que 1'immunodiffusion radiale
pourrait étre appliquée dans bien des travaux d'enquétes sérologiques et
par conséquent dang | e diagnostic rétrospectif des maladies ou | es anticorps
créés ont/propriété de précipiter.

A défaut de substrat hbiologique vivant et dans le cas de la peste
des petits ruminants, une séroneutralisation est toujours réalisable gréce
a la technique de 1'immunodiffusion radial e.
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RESUME

les technigques de séroneutralisation civdtique (8,007 21 &

1'immunodiffusion radiale sont comparées dwins la recherche 4 antioc

anti-PPR (paste des petits ruminants) chez les jounes chevreoux. cien que

de sensibilité inférieure 3 celli: de la S.05.C.. TPI.DLE, est nlus Tacilement

réalisable et présente 1'avantage d’'&tre un test rapide. “llc est Zpilerent
utilisable pour 1'évaluation quantitative d'anticorps résiduels Japres

action du virus sur le sérum.

Par ces deux tests. il a été montré qUE la forte mortalité des
jeunes chevreaux au cours des épidémies de peste des petits ruminants,
a. pour origine le taux trés faible des anticorps maternels ot leur rapide
disparition. au bout d'un ms.

Cette absence de protection contre |la PPR se retrouve chaz |es
caprins adultes, vaccinés depuis plus d‘un an, qui par défaut de vaccination
de rarp:l. ont un faible tauxd'anticorps circulamts et retrouvent leur
sensibilité au virus.
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