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UTTLISATION DU MATERTEL "MICROTITER" DANS

LA FIXATTON DU CQMPLEMENT EN SEROLOGIE TE M
LA PERTPNEUMONIE BOVINE ?”"'

MP. DOUTRE (x) et B. TOURE (xx)
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L'emplol du natériel "Microtiter" a connu ces dernieres années une

large diffusion, aussi bien en sérologie virale qu' en sérol ogie bactérierne (2,3).
En France, en pathologie vétérinaire, certains laboratoires utilisent, d' une fa-
GON routinidre, les techniques de microréactions au cours des travaux. de diagnos-
tics ou de recherches que ces organismes poursuivent. Cest ainsi qu'au Service

de Pathol ogi e de |a Reproduction de 1'I.N.R.A. (Tours-L'Orfresisre), | €s sérol o-
gies de la brucellose (9), de | a chlamydiose €t de la fievre Qsont executées en
faisent agppel 3 Cett e méthode fiddle qui permet de manipuler rapidement d€ grandes
séries d'échantillons, €N économisant les -réactifs parfois colteux.

La sérologiede la péripneummiebovi ne, t out particuliérementen
Australie et en Afrique tropicale, a donné lieu 3 de nombreux développements au
cours des récentes décennies. Les mEthodes présentées parles auteurs, +yop nom-
breux pour &tre Cités, ntoutes contribué, peuou prou, a faciliter le dagnes-
ticdelamadie et & meux connaftre la gmétique des anticorps ou le devenir
des swbstances antigéniques élaborées lors de |'évolution de |'affection. Dans
0t ensemble, |a fixation du complément (CFT) demeure | e test de plus commmément
pratiqué, il a rendu etoomtired rendre de grands semices | Orsque s'imposent | a
nemssité de préciser l'extention d' un foyer, de suivre |e déroulement d' une
épreuve d'immmnité (expérience contact de type awstralien), etc. ..

S 1'o excepte |a réaction d"hémagglutination indirecte décrite par
PERREAU (6), celle de fixation du complément selon CAVPBELL et TURNER de PROVOST
(7,8) ou able de KARST (5) ou de SCUDAMORE (10), | a sérologie sur plaques n'a
pas encore camnu, serble t-il, une utilisation aussi généralisée que | €S méthodes
nettant en jeu, dans des tubes, des volumes de reactifs plus importants.

( x) : Chef du Service de Bactériologie au Laboratoire National de 1'Elevage
et de Recherches Veteérinaires (I.S.R.A.).

(xx) | Technicien supérieur, Service de Bactériol ogi e, Laboratoire National de
1'Flevage et de Recherches Vétérinaires (I.S.RA).



La présente publication apourbut de présenter une technique de m-
croréaction de fixation du complément, dérivé®du test classique de XKCLMER, dont
1'exécution est rendue possible par 1'emploi du matériel "Microtiter" (x).

MATERTEL ET METHOLE

A - MATERIEL :

Tl comrend essentiellement (photo 1) :

- des plagues de 8 rangées de 12 cupules en U en lucite (A),

- des compte~gouttes de 253 50 microlitres (1 ) en polypropyléne
moulé 3 pointe en acier irox (B) pour |a répattion des réactifs,

- des compte-gouttes & usage uni que (dispogdble) en plastique de
25 et 50,1 . (F) pour la répartition des sérums a la dilution du
1/5 (en fait, aprés nettoyage, rincage et séchage, CeS compte-
gouttes peuvent &tre réutilisés) ,

~ des micro-diluteurs "Multi" de 25 a 50,1 . (E), encore appel &
tulipes,

= | € manche pour micro-diluteurs "Multi" (),

- des buvards spéciaux dits "go-no-go", pour tester |es micro-dilu-
teurs de 25 a 50,1 . (D),

- | "adhésif auto-collant, |e distributeur d'athésif, | e rouleau
pour appliquer parfaitement 1'achésif et |a lame montée pour le
cower (@),

- | e micro-agiteur AVB9 pour 4 plaques (Microtiter) ou le vibreur
(dit aussi vibrateur) pour 4 plagues microtitration (Luckham Ltd,
Burgess Hill, Sussex, England) (photo 2). Appareil essentiel pour
la fixation du complément en péripneumonie, |'agitation manuel | e
dans un plan horizontal &€tant insuffisante pour la bane diffusion
des réactifs et du coupl e hémolytique,

= un bain-marie ordinaire (ex. MAMMERT),

- e myoir de lecture (O, o

(x) :Cooke Engineering Compary, Medical Research Division, 735 North Saint Asaph
Street, Alexandria, Virginia 22314. Représenté en France par Poly-Llabo,
Paul Block et Ge, 305 Route de Colmar, 67023 Strasbourg Cédex.



- des portcirs divers peuvent étre ajoutés (B),
- un frigidaire ou une chambre froide a t u°C,

Deux remarques S'inposent :

- 1ltutilisation du matériel (micro-diluteurs) et son entretien
(lavage des plaques) cbéissent & des régles strictes, annoncées
par le fabricant, qui doivent étre inpérativement respect &,

- le prix de revient peut apparaitre élevé, mis la multiplicité
des titrages réalisables, pour de nombreuses affections, |ui
donne en fait |e caractére d'un &uipement de base de tout
laboratoire moderne.

Produits hiologiques et réactif

- sérums a tester . les prises de sang doivent étre effectuées le
pl us stérilement possible pour dimiruer au maximum le ronbre des
sérurs antioomplémentaives (VEINOTUBES, VACUTAINERS, natériel
PPELVEX- COCPER). Les sérums sont séparés au Laboratoire par cen-
trifugation ,

- tampon véronal - cal ci um magnési um (B.D.MERIEUX, OXOID) ,

- antigéne : préparé selen la technique de CAWPELL et TURNER (I)
par le Service de Mcrobiologie de 1'I.E.M.V.T. (x),

- complément : lyophilisé (Imstitut Pasteur, B.D. MERIEUX) ou
frais mis de bem titre.,

- sérum hémolytique de lapin ani-hématies de mouton (Institut
Past eur ~

- hématies de mouton : le protomle suivant est préoonisé (W) :
utiliser toujours la méme brebis ; avec une seringue de 50 n.,
contenant 25 n. de solution d'Alsever, récolter stérilement
25 n. de sang ; nettre les 50 m. dans un ballon stérile.
Attendre au moins 3 jours avant d utiliser les hématies, les la-
ver alors 3 fois par centrifugations successives en tanpon.

On utilise dans la réaction une suspersion a environ 3 pour 100. Pour
pl us de précisim, il est recommandé de standardiser |a suspen-~
sion en procédamt aux opérations qui  suivent

-4 partir de 5 ml. de culot d'"hématies, apres |avage, préparer
50 ml. de suspension d'hématies,
- utiliser |e spectrophotométre (au |aboratoire de Dakar : BECKMAN,
vedd

(x) : L'antigénepréparéd partir du surnageant du produit préparé par le Service
de Bactériologie de 1'I,E.M.V.T. (I ot ancien) est tout particuliérement
recomnandé.



model 25, USA) & 540 mp de | ongueur d'ende, étalonner le 0 avec
une solution de carbonate de sodi um (NapCO3) au 1 p.1000,
- mesurer 1'absorbance de :
suspension d'hématies 0,1 nd.
solution NapCOj 4,8 ml,
L'absorbance finale doit &tre de 135 + 5.
Le volure V de la suspension d'hématies a préparer pour Obtenir
135 est ainsi calculé :

absorbance | ue

V= x volume de la suspersion atitrer.
Lor sque ﬁsguspensim definitive d'hématies est obtenue, vérifier
que :

suspensicn définitive d'hématies 0,1 n.

sol ution NapCOs 4,8 m.
ont une absorbance de 135 + 5. Faire deux |ectures.
Conserver d la température du frigidaire cette suspension
d'hématies.

B = METHODE

Dans un but de clarté, pour exposer une méthode bien plus facile 3
exécuter qu' a décrire, |a fagon de disposer les plaques de microtitration face a
|"opérateur a été qualifiée

= d"Yhorizontale", lorsque la longueur est placée de gauche a droite.
Ainsi une plaque camporte 8 rangées "horizontales" del 2 cupules allant de A 3 H
ou 12 rangées "verticales", de 8 cupules allant dela i2.

- de "verticale ", lorsque la largeur de la plaque se trouve de gauche
a droite. Alors une plaque conporte 12 vangfes "horizontales" de 8 cupules allant

del a 12, ou 8 rangées "verticales" de H a A (fig. 1I).

1~ Titrage du systéme hémolytique : Le titrage d'un sérum hémolytique s'est révé-
|é tres difficile a réaliser en microtiter. Apres différents essais, |e sérm
hémolytique de 1'Insfitut Pasteur de Paris est employé 3 |a dilution de Ip,1000

‘5/.‘.



pour une suspensi on d'hématies de mouton présentant une absorbance de 135 + 5,
La sensibilisation des hématies est effectuée en mElangeant 3 volumes égaux sé-
rum hémolytique au 1 p.1000 et suspensi on d'hématies & 135 + 5 d'absorbance.
Bien agiter. Dans toutes les réactions e couple hémolytique est ajouté sous un

vol ume de 25yl.

N
]

Ti trage du complément (photo 3 et fig.2)

Le protocole proposé permet d'économiser au maximm | e complément (4):

- préparer 3 tubes & hémolyse contenant 0,8 m de tanpon,

- ajouter 0,2 n de conplément frais ou reconstitué dans le ler tube,
on obtient 1 nl de solution au 1/5,

- prélever 0,2 m de la solution au 1/5, ajouter dans le second tube, on
obtient 1 ml de solution au 1/25,

- prélever 0,4 ml de la solution au 1/5, ajouter dans |e troisiéme tube,
on obtient 1,2 m de solution au 1/15,

- ajouter 1,2 nl de tampon au O,4% m restant de la solution au 1/5, on
obtient 1,6 ml de solution au 1/20,

Dilution du complément :
La plaque est temede fagon verticale.

partager la plaque en 3 zones en tracant au crayon feutre 2 lignes entre
les rangées 4 et 5 et 8 et 9 (fig.1 et photo 3),

distribuer 50 w1 de tanpon dans toutes les cupules sauf celles de la ran-
gée “verticale" H,

distribuer 50 wl de conplément dans |es deux premiéres rangées "verti-
cales" Het G:

]

- au 1/15 dans ies cupules G9, 610, G11, Gl2 et H9, H10, H11, H12,
- au 1/20 dans les cupules G5, G5, G/, @8 et Hp, 16, H7, H8,
- au 1/45 dans les cupules 61, G2, G3, G4+ et H1, H2, H3, Hu,

di luer avec |es microdiluteurs de 50 ul, montés sur |e manche, de la
rangée G a la rangée A en passant par les rangées "verticales" intermé-
diaires" F, E DieessoAs

Ainsi de gauche a droite, dans la zone 1, le conplénent se trouve
réparti 3 des dilutions multiples du 1/15 (1/30, 1/60....1/1280) sous un vol ume
de 50 wl, & raison de 4 cupules pour chaque dilution; dans la zone 2, & des
dilutions multiples du 1/20 (1/40, 1/80.....1/2560); dans | a zone 3, & des dil u-
tions miltiples du 1/25 (1/50, 1/100..... 1/3200).

'II/I'



Titrage :
- ajouter dans chague cupule ; 25 yl, de tanpon,
25 pl. d'antigéne titré (1/20, voir plus

loin),

recouvrir la plaque d'adhésif auto-collant,

placer quelques secondes sur le vibreur,

incuber 1 h. & 37°C. au bain-marie,

ajouter 25 pl. de systene hémolytique par cupul e,

recouvrir la plague d'adhésif auto-collant,

placer quelques secondes sur le vibreur,

incuber Ih & 37°C au bain-marie,

lire 2 3 3 h aprés au miroir de |ecture.

i

Ie titre du conplénment correspond a la dilution maximum dans |es
4 cupules ol 1'hémolyse est totale (ex. : titre au 1/80 . cupules F5 F6, F7,
F8; au 1/100 : F9, F10, F11, F12; au 1/60 : cupules F1, F2, F3, T4, etc...).

On utilise, pour la réaction, le complément & 2 unités. Par exenple,
si le titre est le 1/80, utiliser le 1/40,

w
]

Titrage de |['antigene (fig.31
La plaque est tenue de fagon horizontale.
Di sposer d'un sérum étal on décomplémenté de titre connu (ex.1/640).
Préparer |a dilution 1/5 de ce sérum décomplémenté.

distribuer 25 wl. de tampon dans toutes les cupules, sauf celles de la
rangée "verticidle" 1,

distribuer 25 wnl. de sérum étalon au 1/5 dans les deux premeéres rangées
‘verticales" 1 et 2,

diluer avec 8 microdiluteurs de 25 pl, montés sur |e manche, de |a rangée
"verticale" 2 a la rangée 12, en passant par les rangées "verticales"
internediaires 3, 4, 5......12.

La rangée verticale 1 contient donc 25 wul. de sérum étalon a3 la dilu-
tion du 1/5; la rangée 2,25 pl. & la dilution du 1/10, etc...; la rangée
verticale 12, 25 wul. & la dilution du 1/10240.

Préparer 8 dilutions d'antigene situées de part et dautre d une
dilution supposee optinmum ex. : 1/5, 1/10, 1/20..... 1/640.



répartir 25 pl. par cupule de 1'antigéne au 1/640 dans | a rangée "hori -
zontale" H 25 yl, par cupule de l'antigéne au 1/320 dans | a rangée
"horizontale" G etc... 25 pl, par cupule de I'antigéne au 1/5 dans la
rangee horizontale A

ajouter le conplément & un titre noyen (2U) sous un volume de 50 wul. par

cupule,

recouvrir la plaque d adhésif auto-collant,
placer quelques secondes sur le vibreur,

incuber 1 h. & 37°C au bain-marie,

ajouter 25 ul, de systeéme hémolytique par cupul e,
recouvrir la plaque d adhésif auto-collant,
placer quelques secondes sur le vibreur,

incuber 1 h. a 37°C au bain-marie,

lire 2 a 3 h. aprés au niroir de lecture.

-~

Le titre de I'antigéne correspond & la plus forte dilution donnant
le titre exact du sérum étalon, sans hémolyse dans les preniéres cupules de la
rangée  horizontal e.

La figure 3 représente un titrege d'antigéne réalisé comme ci-dessus,
les rangées A et B révelent un excés d antigéne, les rangées D, E F, G un man-
que d'antigene croissant, avec hémolyse dans les preméres cupules. Le titre

-~

exact correspond a la ligne D soit & la dilution du 1/20 de |'antigene. L'anti-
géne utilisé & une dilution supérieure dans la réalisation de la réaction en-
tratnerait la formation dun "faux phénomeéne de zone" pour les basses dilutions
du sérum. La courbe classique a été surinposée surla figure. L'utilisa-

tion de dilutions plus serrées de 1'antigéne, trop proches du 1/20, n'aurait

pas perms la mse en évidence des différentes zones (excés d'antigene, optimum,

manque d'antigene).

4 - Exécution de |a réaction
Deux solutions sont proposées

- exécution de la réaction avec un seul témoin sérum (& la dilution du
1/10). Dans ce cas, la recherche des anticorps se poursuit jusqu'a la
dilution 1/5120.

- exécution de la réaction avec un témoin Sérum pour chaque dilution.

Dans cc cas, la recherche des anticorps ne dépasse pas la dilution 1/160
(& moins que |'on accepte de placer des plaques bout & bout).

-./s ]



En effet, en péripneumonie bovine et dans les conditions de récolte

des prélévements en brousse, | arrive souvent qu'un sérum, anticomplémentaire
aux basses dilutions (1/10, 1/20), soit positif et non anticomplémentaire aux
dilutions  supérieures.

a) Exécution de la réaction avec un seul +&moin sérum (3 la dilution du

1/10) (fig.4) :

diluer les sérums au 1/5 dans du tampon et décomplémenter cette dilu-
tion (30 M a 58-60°C),

la plague est tenue de facon 'horizontale" (les sérum étant Supposés
fortenent  positifs, 7 sérums + 1 sérumpositif de référence sont étu-
diés par plague, jusqu'a la dilution du 1/5120, dans le cas contraire,
la plaque peut étre tenue de fagon "verticale" et permet de traiter

11 sérums + 1 sérum positif de référence, jusqu'a la dilution du 1/320),
distribuer (& |'aide des conpte-gouttes en plastique "disposable') pour
chaque sérum 25 wl. de la dilution au 1/5 dans la premere cupule

(ex. : A), dans la seconde cupule (A2) et dam le derniere (A3) (té-
moin SErum anticomplémentaire) d' une néne rangée "horizontal e",

le second sérum se place en B1, B2, Bl2, etc...

ne pas oublier le ou les sérum de référence,

ajouter 25 yl. de tampon dans chaque cupule, sauf celles de la rangée
"verticale" 1,

di luer avec 8 microdiluteurs de 25 ul., montés sur manche, de la rangée
"verticale" 2 a la rangée 11, en passant par les rangées "verticales"
intermédiaires 3, 4, 5....11. (il est évident que si la plaque avait é&té
tenue de fagon "verticale", 12 microdiluteurs auraient été enployés de
la rangée “verticale" G a la rangée B, la rangée A contenant |es ténoins
sérum>

ajouter 25 yl. d'antigéne titré (1/20) dans toutes les cupul es, sauf
celles appartenant a |a derniere rangée "verticale" 12,

distribuer 50 yl. de complément au titre choisi (2U) dans toutes |es
cupules. Cette opération doit étre faite en fin de journée ouvrable, le
complément non fixé risquant d'étre détruit |e |endemain matin, malgré
la nise a +4°C, s'il a &té distribué trop tot.

recouvrir la plaque d adhésif auto-collant,

placer la plaque quelques secondes sur le vibreur,

laisser incuber une nuit a 44°C,

| e lendemain matin, ajouter? 25 ul. de systéne hémolytique par cupul e,
placer quel ques secondes la plaque sur le vibreur,



- incuber 30 m. au bain-marie & 37°C ,

- lire 2 a 3 heures aprés au miroir de lecture. Bien observer le compor-
tement des témoins sérums au 1/10 (rangée "verticale" 12).

b) Exécution de la réaction avec un témoin sérum pour chaque dilution
(photo 4 et fig.5) :

Bans ce cas, la plaque est tenue obligatoirenent de fagon "hori-
zontal e".

- distribuer (conpte-gouttes en plastique "disposable™), pour chaque sérum,
25 pl de la dilution au 1/5 dans |es 4 premidres cupules(ex. : A, A2,
A3, A4) d'une mEme rangee "horizontale",

le second sérum se place en B1, B2, B3, B4, etc...

ne pas oublier le ou les séruns de référence,
ajouter 25 wl de tanpon dans chaque cupule, sauf celles de la rangée

"verticale" 1 et 2,

- diluer avec 8 microdiluteurs de 25 yl, montés SUr manche, de |a rangée
"verticale" 3 a la rangée "verticale" 11, en passant par les rangées
"verticales" intermédiaires 5 7, 9. Rincer et sécher a la flamme |es
microdiluteurs, puis effectuer une nouvelle série de dilutions de la
rangée "verticale" 4 a la rangée "verticale" 12, en passant par |es
rangées “verticales" internédiaires 6, 8 10,

- ajouter 25 yl d'antigene au titre choisi (1/20) dans toutes les cupules

3

des rangées "verticales"  inpaires,

- ajouter 25 pl de tampon dans toutes les cupules des rangées 'verticales"
paires,

- distribuer 50 pl de conplément au titre choisi (2U) dans toutes |es
cupul es.

. veve l@ sUite des manipulations comme Ci--dessus (a).

INTERPRETATION DES RESULTATS

L'interprétation des résultats est identique a celle déa connue de
la fixation du complément en tubes, selon |a méthode de Kolmer, a savoir :
est considéré comme positif tout sérum ++++ au 1/80 et douteux, tout sérum
++++ au 1/.10.

!O/ll
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CONCLUSI ONS

AVANTAGES ET INCONVENIENTS
DE LA METHODE

Les avantages apparaissent évidents : rapidité d' exécution de réac-
tions grace 3 la réalisation automatique des dilutions, d'ocl possibilité de
traiter en un tenps nmininum un nombre de sérums élevé, d'autant plus élevé, que
1'on s'attache & quelques dilutions bhien déternmnées, les plaques pouvant étre
fracticnnées selon la volonté de |'opérateur, Les manipulations sont faciles
3 réaliser et un technicien ordinaire acquiert +trds rapidement le "coup de main"
que réclame |'enploi du matériel "microtiter" (pipettes, microdiluteurs, etc..,)
La standardisation dimnue les risques d'erreur. La méthode est sensible et
fidele.

Au chapitre des inconvénients, le colt du matériel ne doit pas étre
retenu, |'anortissenent étant assuré par la multiplicitée des usages auxquels
il se préte (ex. : en péripneumonie bovine, exécution de |a réaction d'hémagglu-
tination indirecte utilisant cmne antigéne les hématies de nouton formolées
sensibilisées par le galactane de Mycoplasma mycoides). Par contre, au passif,
on doit admettre quece type de microréaction, qui réclame le confort, le calne

et |'équipenent général d'un laboratoire, ne peut &tre pratiqué sur le terrain.

Laboratoire national de 1'Elevage
et de Recherches vétérinaires

(I.S.R.A,)
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RESME

Le matériel "Microtiter" est employé @ la réalisation d'une microré-
action de fixation du complément. Les accessoires, |es réactifs, |es différents
tenps de la néthode font l'cbjet d' une description détaillée.

Cette microtechnique sensible et fideéle, +rés standardisée, d'exécu-
tin repide et aisée, ne peut &tre employée que dans le cadre ¢'un laboratoire
normalerent équi pé et non dans |es cnditions difficiles du milieu rural.

SUMMARY

Use of "Microtiter" syst em n conplement fixation test in contagious

bovine pleurcpneummia.

"Microtiter” systems wsed in a complement fixation microtechnique.
The accessories, the reagents and the various St ages of the technical process are
described in actails. The sensiti ve and oonstant microtechnique can be easily
performed and allows serial serological diagnosis only in the limits of the acti~
vities 0f a normally equipped laboratary. Application in the field is beyad
possibilities.



