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Enquéte sérologique pour arbovirus
a l'aide du test d’inhibition des plages
PAR
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Résumé — Les résultats de tests d'inhibition des plages en cultures de
tissus faits avec 237 sérums provenant de Haute Volta et de Mali sont
présentés.

Il a été trouvé une corrélation trés satisfaisante entre les résultats obtenus
a l'aide du T.1.p. et de I'. H. L'étude a montré qu'il y a une fréquence
tres élevée (92 et 57 p. cent pour Haute Volta et Mali respectivement) de
sérums possédant des anticorps vis-a-vis du virus chikungunya ou onyong-
nyong.

Dans des travaux antérieurs, l'un de nous (P. B., 1963, 1965)
a présenté les résultats d'enquétes sérologiques concernant les arbo-
virus en Afrique Occidentale. Ces enquétes avaient été faites a I'aide
de la technique d'inhibition de I'hémagglutination (1. H.) et de
fixation du complément. En effet le grand nombre de types sérolo-
giques différents d'arbovirus dont plusieurs ne sont pathogénes
que pour le souriceau nouveau-né, a I'exclusion de la souris adulte,
constitue une difficulté quasi insurmontable pour l'exécution de
tests de séroprotection avec ces antigénes.

La technique de I'inhibition des plages (T.I1.P.) en cultures de
cellules d’embryon de poulet (c.c.E.p.) sous gélose, proposée par
Porterfield (1959, 1960) a permis de faire dans ce domaine des
progrés considérables, du moins en ce qui concerne les arbovirus
du groupe aA. En effet, ceux~ci produisent sans difficultés des plages
en C.C.E. P, ce qui permet de faire d'une fagon économique des
tests de neutralisation.

Porterfield a publié les résultats d'une enquéte sérologique avec
des sérums prélevés en Uganda. Dans ce travail nous présentons
les résultats de T.1.p. avec des sérums provenant de Haute Volta
et de Mali, en comparant ces résultats avec ceux obtenus par & H.

Matériel et techniques

Les cultures de tissus d'embryon de poulet sont préparées de fagon habituelle,
en boites de Petri de 8 ¢m, concentration des cellules 7.106/ml. Milieu de culture :
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Hanks-lactalbumine a 5 p. cent de sérum de veau, tampon tris (hydroxymethyl-
aminoethane), Infection des cultures aprés 48 heures avec 1 ml d'une dilution de
virus fournissant environ 1.000 plages. Absorption 60 minutes. Milieu gélosé
selon Porterfield (1959, 1960) mais contenant 10 p. cent d'extrait embryonnaire
sans sérum. Des disques de papier « Arches 302» de 1 cm de diamétre numé-
rotés au crayon et stérilisés &4 l'autoclave furent imprégnés d'une goutte de sérum
a Dakar. Pour chaque sérum cing disques furent préparés et déposés entre deux
feuillets de papier buvard et expédiés par avion & Anvers, ot ils furent conser~
vés a 0°C jusqu'au moment de I'emploi, Quatre disques furent déposés sur la
surface gélosée d'une boite de Petri. La lecture se fait au 2¢ ou 3¢ jour selon les
types de virus, cest-a-dire au moment ot les plages sont bien apparentes. La
largeur de la zone éventuelle de protection autour de chaque disque est mesurée
et exprimée en mm. '

Souches de virus :

wEeE : L. Thiry, Institut Pasteur de Bruxelles.
Sindbis : E. Demaeyer, Rega Instituut, Katholieke Universiteit, Leuven.
Chikungunya, Semliki Forest, Middelburg: J. S. Porterfield, N.1. M. R, London.

Résultats et discussion

Deux cents échantillons de sérum provenant de Haute Volta et
deux cents autres provenant du Mali furent examinés. Dans le
premier lot quelques disques seulement étaient contaminés par des
bactéries ou des champignons, par contre la plus grande partie des
sérums en provenance du Mali était contaminée ou toxique pour
les cultures de tissus, De ce fait nous ne disposons pour ce lot que
de 37 résultats vis-a-vis d'un seul antigéne.

TABLEAU 1

Résultats des tests d’inhibition de plages

Virus Nombre testé Positifs Pourcentage

Sérums de Haute Volta :

WEE 190 0 0
Sindbis 183 0 0
. Semliki Forest 186 3 2
Middelburg 149 0 0
Chikungunya 179 166 92

Sérums du Mali :
Chikungunya 37 21 57
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Le tableau 1 donne les résultats. Nous avons inclus dans cette
étude le virus WEE comme « contrdle négatif » car il s'agit d'un
virus exclusivement américain. On constate également l'absence
d'anticorps pour les virus Sindbis et Middelburg. Ce dernier virus
a été trouvé en Afrique du Sud et ce uniquement chez des arthro-
podes et des animaux (moutons). Il y a dans les sérums examinés
exceptionnellement des anticorps pour le virus Semliki Forest, par
contre les anticorps pour le virus Chikungunya (cHIK) sont extré-
mement fréquents en Haute Volta (92 p. cent) beaucoup moins
au Mali (57 p. cent).

Les mémes- sérums fournissent pour l'antigéne cuik dans le
test 1. H. les pourcentages positifs suivants, selon que 1'on établisse
la limite a:

< 1/20: 90 p. cent;
1/20: 82 p. cent;
> 1/80: 70 p. cent.

Pour la comparaison des résultats des T.1.p, et de I'l. H, nous
avons classé les sérums positifs pour cHIk dans le T.1. p. dans deux
groupes arbitraires: -+ et -+ -+, selon qu'ils fournissent des zones
d’inhibition inférieures ou supérieures & 3 mm.

Ceci nous permet de comparer ces résultats comme nous le
faisons dans le tableau 2.

TABLEAU 2
Comparaison des résultats de T. 1. P. et d’1. H. pour le virus chikungunya
Test inhib. plages
Inhib. haemag.
— + + +
Haute Volta :
Neg 17 7 10 —
20 15 4 10 1
40 11 1 9 1
80 20 0 16 4
160 24 0 17 7
320 -+ 92 1 13 78
Tot. 179 13 75 91
Mali :
Neg 15 15 — —
20 5 i 1 2 2
> 80 17 —_ 7 10
Tot. 37 16 9 12
T.I P.: -+ inhibition 1-3 mm.

+ 4 — inhibition 4 mm et plus.
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La corrélation entre les deux techniques est fort satisfaisante.
En effet nous constatons qu'il y a 35 sérums + ou +- en T.1 P.
qui ont un titre inférieur & 1/80 en 1. H., il n'y en a qu'un seul en
sens inverse : négatif en T.I. P. mais positif & 1/320 en 1 H.

Il est difficile de dire laquelle des deux techniques est trop ou
trop peu sensible. Toutefois on peut remarquer que les anticorps
neutralisants sont réputés persister plus longtemps dans les sérums.

Les anticorps détectés avec un antigéne CHIK peuvent étre le
résultat d'une infection avec le virus CHIK ou avec le virus o'nyong-
nyong (oNN). En effet ces deux virus sont antigéniquement trés
proches. Les antisérums expérimentaux anti-ONN sembitmt étre
spécifiques pour ce dernier virus alors que les sérums anti-CHIK
réagissent aussi bien avec le virus cHIK que oNN, Néanmoins Wil~
liams et ses collaborateurs (1962) ont conclu que les sérums
humains aprés une infection par le virus ONN neutralisent les deux
virus CHIK et ONN presqu'au méme titre. Nous pouvons donc conclure
qu'une importante épidémie due & un virus ONN ou CHIK ou trés
proche de ceux-ci a sévi parmi les populations de 1'Ouest africain,
Comme nous savons par de nombreuses observations que des
épidémies & virus ONN ont sévi en Afrique centrale, il est logique
d'admettre que ces épidémies se sont étendues trés loin de l'équa-
teur, Le pourcentage extrémement élevé de sujets positifs dans
notre enquéte est analogue a celui trouvé par Williams et ses
collaborateurs (1962) en Uganda aprés une épidémie due au
virus ONN.

Samenvatting — Resultaten van plaque inhibitietesten in weefselkweek
met 237 sera uit Haute Volta en Mali.

Zeer bevredigende correlatie tussen de resultaten bekomen met deze test
en die der haemagglutinatie inhibitie. Zeer hoge frequentie van antistoffen
tegenover chikungunya of o’nyong-nyong virus, respectievelijk 92 ten hon-
derd en 57 ten honderd voor Haute-Volta en Mali.

Summary — The results of plaque inhibition tests made in tissue cultures
with 237 sera from the Haute-Volta region and from Mali are presented.

A very satisfactory correlation was found between the results of this
and the H.1. test. The study has shown that a very large number of sera
92 percent and 57 percent for Haute-Volta and Mali respectively possess
antibodies against chikungunya and o'myong-nyong viruses.

Zusammenfassung — Es werden die Ergebnisse des Inhibitionstestes in
Gewebekulturen durch 237 Seren mitgeteilt, die von Ober-Volta und aus
Mali stammten.

Es konnte eine sehr befriedigende Ubereinstimmung in den Resultaten
festgestellt werden, die mit Hilfe des T.1. P, und der 1. H. gewonnen wurden.
Die Untersuchungen haben erwiesen, dass die Hzufigkeit positiver Seren
mit Antikérpern gegen Chikungunya- oder O’ Nyong-Nyong-Virus sehr
gross ist (92 prozent bzw. 57 prozent in Ober-Volta und in Mali).
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Resumen — Se presentan los resultados de los tests de inhibicién de las
« plages », en cultivo de tejidos hechos con 237 suelos procedentes del
Alto-Volta y Mali,

Ha sido encontrada una correlacién muy satisfactoria entre los resultados
obtenidos con ayuda del T.1.p. y del 1.H. El estudio ha mostrado que
hay una frecuencia muy elevada (92 y 57 por ciento para el Alto-Volta
y Mali respectivamente) de sueros que poseen anticuerpos frente a los
virus chikungunya o o'nyong-nyong.

Ce travail a été effectué au Laboratoire de Bacté-
riclogie de I'Institut de Meédecine tropicale Prince
Léopold, Anvers, Belgigue (S.R. Pattyn et L. De
Vleeschouwer) et & I'Institut Pasteur, Dakar, Sénégal
(P. Brés) et regu pour publication le 26 juillet 1965,
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