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MISE AU POINT D'UNE REACTION
DHEMAGGLUTINATION PROTEINIQUE POUR LA PESTE

par . WEERL et A, BALTAZAKD [,

etited e des Sévums el Vaccins o Hessaeele (nsfiful Nz
el Insfiful Pasleur de Plran)

La multiplicité ez réactions sérolegiques dans da peste e I«
nambre considiéeable des travaux qui fear onl éé consacrés {1, 2
menirent gu'aucune delles n'est pleinement satisfaizanle ol gue
lgur valenr  pratique est lumilée, en dehors  des apphcalions

Cenpirimenlales. ;

Lragglutination, malgrd les diffcullés anxquelles on s heurle
duns L préparation de suspensions homogenes ab stables, resle
toujours ki réaction de buse, La flixation du complémenl, depiis

- 'emploi de la fraction TA [3] comme antigéne par: Chen, Quan
el Mever [4], est devenue la méthods de cholx, muis s sensibilite
n'esl pas supérieure G celle des antres tests, en parlicalier de
Lagoplutmalion.

Récamment Amies (5], puis Chen [6) oot monted que IThémag-
elutination de Keogh, North et Warburton [T] clail applicable
& la peste. Mais nous estimons. & la suite’ de vechercles sur I
valeur praliqes comparée de gquelques  réaclions  séraloghes

* (travail cnocours de radaction). que cette: méthede 1l pas encore
antrée dung le domaine pratique et que, pour de sombeeeses
riisong, elle esl Irts inlécieure aux deux technigques précitées
Iaillesrs, de par son principa méme - (adserplion de substances
antigénigues de mature polyvosidigque). il semble Jogupoe qu'il en
soil ainsi, dtant denngé ce que nons savons de 1o ratore de Panti-
e pesionx,

Tous les travanx modernee ont en effel monteé que. les frae-
lzong purifides, anfizéniques et immunisanles do Pastenrella pealis
annt des proféines, parfois associces a4 wné faible proportion de

- polvaaccharides, solon lo procédé adopte pour Uexraction: 1 La
purification [3. & 8]

Cherchant & moetlre aw poinl. pour la détection des anticorps

) Manwzeril pecn feo 9 scptt;]TdJrn Tiad.
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chez les rongeurs résislants 4 la pesta, una réaction de haute
sensibilité, nous avons pensd wlilizer la modificalion appovtds
par Boyden [8] & la réaclion d'hémagglutination de Keogh: On
gnil qua cel auleur, grice au tannage préalable des hématies,
parvient 4 fixer sur celles-ci des anligénes de nalure protéinigue
el les rend singl apolutinablez par los anbizérume corrcspondants.
Pour: Vunliptne lubereuleux, Boyden [97 (puis Grabar, Boyden ot
coll (07 & mis aingl en évidence une réaclion d'hémazelufination
proteinique: plus zensible, mais d'interprélglion plus délicals qgue
la elassique réaction de Middicbrook el Dubos [41].

Mous disposions daulre parl d'ow oaofigéoe  pestoux porifié,
la fraction TA [3], domt ¢ profeszeve K. F. Mever avait bien
vouln, Iovs de sy venoe & Tehéron, oows remelice wn lol Impore-
fani. Cel antigéne avail de plus Vavanlage d'2tre  Ilalerment
inaetil dans Phémagzlntination polyosidique, comme Chen [6] Ua
giznaléd et comme nous Uavens pous-miimes consials, ]

A — TessigUE DE LA REACTION.

La fechnique de 1o réoction est dans ees grandes lignes colls
iy Boyden [9]. Une scule modification importanle ¥ a é1é apporlde,
Ie pemplacement de Jo sédimentation spontande des hematies 3 1o
lempéralure du laboraloire oo & +4% par wne centrifugalion
maodérde el courls,

1° Margmiin gr miacnirs, — 1* Verrerie. — N'uoliliger que des
tubes & hémolyse de 10 5 11 mm de dismétre intéeienr, & fond
régulidrement hémisphérique, toul fube présentant des irrdgula-
rités dans la fabvicalion devanl tee rejelé, Colte double condition
cEL neccasaice pour gbilenic uee bonne sédimentalion et une réémul-
sion facile du culol.

Ces fubes, an verre neutre, deveonl dlre leés propres @ apris
iinmm%ginn dans le meélange sollgachromigue de Wazs, il seronl
lrie sorgneusemeant laves o Dear cotnrande  puis bidistiflée poor
élirminer fouie lrace d'acide. Llinohservalion de ces précaulions
peut influer considérablemient sue Ia sensibilits de ko oréaclion.

2 Eau disiiflée, — Na-ea earvie dans la prépacation dee
rédctifs el de P'ean physiologique que d'ean  bidistillée afin
i'élimirer  les traecs de enivee qui poureaient [ausser la
réaclion [12]. ,

a0 Peaciaeis ehirmiques, — FPurs,

A fan pligsiadogigue, A0 p 1 0EY de chlorure de soditm.
5% Hémalies de mowlon, — Prélévement aseplique ¢l conserva-
leon & £4% en solulion 4" Adzever modilide (137 8 raizon de: 100 ml
de sang pour 120 ™l de Bguide conservatear, Thiliser apres trois
Jours ef Juequ’i deux semaines. -

ﬁﬂ.-'l:ﬂ'l"llf_!li‘i PHEMAGGLUTERATION POUR LA PESTE A

Solutton d'Alsever @

D e e e e e i 2,08 &
Gilraba-tranoaijmes wisig - w v Ll e s i 0,80 &
Ghlerore de aodicem. , o i e o ) e {19 04
Eau distillde . . | E e et e 10k
Ajuster & pH G4 aves une gelotion Cacide citcigue 5 40 p, 106,
Eprilicar i 1350 pendant vingd minoies ou par filtzation.
6% Zolulions saldes famponndes.

e d, Ean plysinlagigue. . T e ey o s e 1] TN |
Solotion de POKHe®0A5 M. o0 L0 R oo, Mimb
Saolutlon de- PO Mgl o5& o0 o0 o0 UE T pll &4

N2 Ean plyaielogifiis . Cor o vty ae s v e wiwd - A0 THE
Solution dePyREg a0 ds M. o o0 o0 o0 a oo o B ml
Sobutbon de MhLNoH-ROEE N . 00 L o v REPE. pH T2

1% Epfwlion dlaelde fennigue; — o Ackdom lanpicum pur, lev, —
Girlilz - —  Dewlschland: s. Zolulion eno eao o phiysiolosique 8
Ip. 16 i, 6 preéparer sxtemporandmenl, les zololions diludes ne
e conservanl pas.

B Andigine. — o Fraclion TA — Lol 278538 — Hooper
Foundation, TUniversity of California — 10 novembre 194652 ».
Solulion en ean salés tamponnée & pH 6.4 Utranl 0,750 mgfml
ou 1 omg il Dissoudve soignensement. Cenleifuger el décanler
- pour avoir un liguida anligéninque clair, & paine opaleseent, Ne
pas uliliser de tubes ¢n malitee plastigue pour la centrifugalion.
E 0 Séram de lapin nermal. -— Aprés inactivation, faire une
- solution su 1250 en eau physiologigque.

16* Immunzérums. — Inaclivaiion une demi-heure & HiG2,

2R Teowsigee o oew wEscris.. — 17 Lovage des kémafies, —
Aprés séparation du liguide conservaleur, laver trois fois 4 'cau
- physiologiqua, Centeifuger & 2000 Lm pendant dis  minules.
- Hemottre [es hématies en suspension en solulion salée lamponnée
a pHl 7% an taux da 23 po 100,
- 2% Tannoge deg himafies. — Mélanger un volume de suspension
;Ep'hulaim et un velume de solulion Lannigue (raicle. Agiler ot
- Imsser cn contect pendant dix minutea & la températore du labo-
raloire. Taver une fois dans o solulion salée mmponnée & pH 72,
- Centrifuger & 1500 L pendant trois  minoles. Remells en
- suspension en eau physielogique sous lp velume initial.
" Sensibilizalion des hémalies tonndes. — A un volume de la
- euspension o hématies lanndéés, ajouter 4 volumes de la salulion
~ de Trachion 1A, Lasser en eontact quinze minutes 4 la température
- du laboratoire. Laver une fois dans le sérum de lapin dilug au
L 1E50 Centrifuger & 1800 1/m pendant frois minutes. Remetin
- BN Buspension dans ce méme sérum sous lo volume imitizl, On s
amsp ung euspansion globulaire & 25 po 100,
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REACTION IVIEMAGGLUTINATION POUR L TESTE W

N ?"i;:l:lu'h.'ll:l:- s Ium]h':ral_um ambiante, a0 convs da fone
ks easmiz, pecillall enlep O%¢ pp - Fao,

Il faudrail recomthencer los opérntions precdlentes sioow eowrs des
manipulalions on observail une hémolyse mibbme Igbre. Cebie Gven-
Inalitd me 2'est cependant fsmads présentée an cours do oos nombrins
vxsaie,

La: suspenzion sleboliine sengibiliste ne s conscive apue pen
fempis ot apris viogl-goalne heares &+ 4% on noke frégusmmeng
Ires lemer deprd 0 hémolyse.

At Ladeulion de ln rdieclon, — padic dans lee lubes i hemoy-
Ivse les dilntiens deoissantes de sérom & tester, sous un v olomne

Fin, 5 — fdmpaginiimnfiog par cendeifugailos,

Aspeat do bnoméaetion fpes leclure imimddiate par agltatton &1 eedimaniatiog
sennoilzive pendant e mail & Ly lsopecstare de Inbnradaire. Sdrom T

1 i 1 1 L] 1
il T wob PRI R 0 Al
3 NEnalinn poailive. HAéantinn lEenetion ntgative.
M - Ayl Wirng. dunleuss
edzence dagglutinats & Ls declure direcle pac agitation :
- +4 + il li 0l

de 0.5 e, Apouter [n suspension globulaire sensibilisée 4 rarcon
die 0,05 em? (1 goulle) par tube.

Temoin eau physiclogique + hémalies Gmnées  scnsibilisées.

Témoin sérum normal + hématies lanndes scosibilisses.

Plager an haivemaric & 87% pendanl dix minules,

Centrifuger 3 1 000 oy pendant cing minntes {cenlrifugeuse de
rayon 12 cm). Bappalons que la foree eentreifuge sl direcctement
proportonnelle au diamélee cb au carrd de la vilesse.

- 0% Leclure, — Déjd au sorlic du bain-marie, dans:les tubes
forlemanl  positifs; Pagglolivation  des  hématies est visible
Freil nu.

Premiére leoture o lidémulsionner le culot par qualques secousses
Mézbres sur e fond dy tobe.

Dans les tubes fortement posiliia (+ 4+ + | 1o eulot se dissogeie
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immédiatement ef trés facilement en gros agsiutinals qui tranchen)
sur le fond claiv du lgquide.

Dans les lubes négatifs el témoins (0), la Ein‘mu]qmn da culok
pst plus difficila at lzs hématiss =s remellent en BUAREnEion e
facon homogéne,

Dians les tubes présentant des degrés intermédiaives de posi-
tiviteé {+ ++ & +1, la prosseur des agglotinals va en diminuant
el en méme temps le liquide de euspension devient da plos en
plus Irouble,

Les oggluting!s résistenl parfaitement & une agitation Torls.
Lo leeture g foil & Poedl oo et oo peut conirdler les tubea Faikie.
mend posilifs en emplovant In Joupe =5,

Devwzizme leclure : Macer les fubes sur un portoir et laizser
addimenter apontanément 4 5" pendant trois & quaire heures an
une nuit, Live alors lo réaclion par apprécialion de la forme i
culol, soil divectemenl & Pl opo,. soill au miroir coneave,

Dans leg tubes posilifs + + + 4 &b = 4 &, les agzlutinats sonl
ramasets an cenfes di lube.

Dans les tubes positils + 1 el ¢, on a un u‘apunt du type virus
moines couche Elulaulntre AVEE ]:-rr:al-ll_li- de fins agelutinals,

Dans les tubes négatifa et Wmoing, la sédimentation =2 [ait en
forine d'annesu ob en pactills.

Cette deuxiéme lecture conlvdle lo premiéee ; clle est néces-
gaire pour confirmer la positivité du Lype .

Hodk — Les figurea 1 et 3 illusdrent. parfaitemien | Pexposé précédenl.

B.. — BResurrars,

Mans nne premidre sévie d'essais, nows avons leslé par Jes
denx réactions dhémagglutimation protéiniguee el d'agrlulinalion
(mous en denncrons la lechniqua dana un prochain travail)

1# s sérums e lapineg faiblement immupisds ;

2¢ ea zdruma de mérions ayant rvésisté A la conlaminalion
expérimentals,

Les wésultals sonl condensés dans:le tablean 1.

Un veil que des libres  oblenye par hémagglulination  sonl
it moyenna cing feia supérieurs a coux décelés par I'agglulina-
lion ; de plus un des sérums sl seolement positif & I'hémagglu
liation.

Parsdlélement, . 122 sévums  normamex. Phomime, e lapin, de
eobaye- et de mérion ont toujours fourni des résullats  négatifs
odes dilufions allanl de 102 4 175

Wauire parl, dane une deuxidme série d'essais, nops avons
recherché 1'évololion do la réaction d*hémagehilinalion  proféi-
migue ghes deux lapins quicenl o, par vole Intraveineuse, e

REACTION D'HEMAGGLUTIRATION POUR LA PESTE 7

Tamwan L — Waleur comparts 48 réactions d'hémagglutination pirae-
télnigue ot diaggiutinetion. Leecturs diresis por agilation apres
contrijugation.

T T e T
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Tanizaw [I. — Bvalution de la réaction chez le lapin
4 la suits d'une senls Injection intraveineuss da Poogegiis

O tahlesn monire & la Foiz Ja précocity o1 In sensibilivé de La rdaetion
alerg qoa 14 dosa Injectes élatl Taibla,
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HE - Joury ol i Al Jess Jemaslans Paw u
IZE jour] nf nf ne ni e Prorrlersthem+ fes -
Laopin & ;
i LS Jnui i

58 dnarie-+ g+t - ! ;

B yeweg nd i nd =+ g&ld& ++-&h+&-& an i
ke paconl nf nf A Taam Jrrarfrarelostrloerd jot -
CoRE gt W el Pl St heahinit ey bl bkl il B bt

{1t o nan.fFiL '

L e e e e e T L PR PR PR L LR LR LR T

geule dosze de LI-,i"Er_q,::lrl”‘ o cEmal=ion dle 1 00 OG0 OO0 - die
germes de bacilfes pestenx sonche  ENV, enllivés & 370 Ta
toblogu I césume ndés ohservalions,

C. — ThsiGosein.

Ees consilévalions sulvanles nows onl guides dans [a mls-a au
point de Fa reaclion.

1% Titre de Ly solution: tannique; — Efant donns les differencas
dans la préparsfion et kb puridlication: des scides Aanniques de
mafque différente; il ot nécessaire de rechercher la concentration
oplitin de 'acide tannigue choisi. Avee |'acide tannigque puorifis
m o avons  employd - (Aeidvme bomcem o paes lev.-Garlilz.

iachland), I# taux de 1op, 16 00 nious a donné les résultais
las meilleurs, c'est celui que nons avons adoplé,

2= Titre de lae solulion sensibilizanle. — Les Ly de 1 mz il



b ANNALES DE IINSTITUT PASTEUSR

e TR mgiml de feaction TA  dopnent des - césullabs du mibnee
ordre de grandewr, A des concentrulions moina forles, la zone
de positivité haisse  sensiblemenl, vapendsnl on g encors ung
hemagglutination appréciable aves 5 wg/ml d'antigéne,

Le fablean TTT résume nos expériences

Tazezan i1, — Influence du Llitce de la solotion zeneibilisants,
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Thes doses eés Laibles e fraction TA provoguent done e
la Tormation d'sgplatinats. Ta formalion drﬂgglllﬁhﬂt-‘r. ol
exceplicunellement par Beyden [8] ¢t jamals par Borduas
Grabar 4] est probablement due d'one part & la specificile o
Al purels de I'u]]!]g#ﬂﬁ ukilize, puizque nous [es ohaervons ave
la technique par  sédimenlalion  primifive emplayée par ces
aulenrs, daubre part au facteor cenlrifugation comme nous e
verrons. plus loin {veir fiz. 1 at 2).

Quel que soil le mécanisma de 1o sensibilization (fermation
probable d'on complexe acide lannique-proléine), on a inléret
2 ce que les gpéralions de tannage el de sensibilisalion soient
sgcgneusemenl exdcnlées, alin d’éviler dez réwclions non B -
ligues, dtant donné ke comportement pacliculier des  hémalies
lanmides . et sensibilisies, (eés différent de celui des hémalies
normiles, i

2 Influence du tennege el de fa sensibilication sur le CORfOF
lement dez hémoalies. Le tannuga axerce une adion inhihilvice
gnr Phémolyse et agglulinalion naturalle des liémmstics, action
qui 3l coeore renforeés par la sensibalisation.

1" Hémulyse, — Le lableau IV moniee action quexcreent lo

Tanekac 1V, — Infuence du tannage st da la sen=ibilisaticn
aur I'hémalyee.
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BEACTION D HEMAGRLUTINATIGN FOUR LA PESTE ¥

lannage ab la sensibilisation sur Phémolyse des hématice de
moulon par un sérum nenl eb noninaclive de Lapin.

Des pésullala analogues onl ¢hé obtenus avee des  sérums
i'homme on de cobaye. Linactivalion des térums peut done Blee
supprimde dans cerlains cas, quand on opére avee des sérams
dilués: '

2 Agolwlinglion, —  Lieffel  inhibieur glexeree avesi sur
Fagelutination nalurclle des hémalies par les stroms mon safords,
comme e montee 1o tablean V.

Tantrar V. — Influence du tannage st de la sensibilisation
sur laggiutination naturelle.
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Signulens gque les Ifmalics lannées peuvent quelquefols preé-
senfer pncore wi corloin  degsrd dooelolindbalite que se Aeadu,
dver des sérums positifs ou ndégalils, oo eours de loocentrifu-
gulign por o présepes de fing aggloiinels ou oo cours de Jasédi-
mpenfalion lenle primibive par ose sgplubingbion do bype vices,
aspect que Uonorelrouve 51 Pon remplaee 15 séroms par de ean
physiologigue.

Les hémalies Lanwées el sensibilisdes, oo présesce de sérom
négalil non aaturd (on on ean phyaislogique) s comporient loo-
jours comme [ed hématies noemales dang ce méme séram galured,

La zaluralion des sérums n'esl done paz ItILﬁII'.:L‘-iIi.I'l‘..l L T
ivila une opdration supplémentaice, au cours da ladquelle la perke
e sérum peut #re appréciable, surloub guand on oplee sue de
Irta potites quantilés, comme ofesl le cas pouar le mérion.

3 dfluenee de la condrifugation. - La mize s bainemdrie
prealabile (dix minobes 5 377 nous o pacu- reidee a0 edaclion
plus sensble s déji, au sortic du bain-marie, on observe e
légdre agglulination visible & Poeil nu dans les tubes Tortement

oSl

Noue avions utilisé la centeifugation dans 'hémagzlulinalion
pelyosidique pes'euse cans aucun svenlage appréciable,  sinon
selui e la rapidite. Faolre lemps, Suchet [15] a appliqué eells
méthode & la réaction de Middlebrook ot Dubog et wa obieny
qua des résollils superposables 4 ceux de o méthode lente.

Par contee, la centrilusation dans’ hémaoalotination Pk

Pt

Hisgue pestense o ene acslion renforcalrics considérable qui se
fmduit, par rapporl 4 la cénclion par sédimeitalion lenle. par:
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1% La formalion d'agglulinats dans ‘un plus. grand nombre de
Inhes, le fableau VI en donnanl un exemples 2

Taveeir V1. — Gomparaison entre la centrifugation et la sédimen-
Lalion lantp. Action de la centrifugation =sur la formalion des
agiglutinats,
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2* Coredlativement Pobservation d'agelulinala (méme aves un
sirum faiblement positif) dans une Zone on par sadimentation
primitive on ne mole quiune agclebinabion du Ivpe vires,

2% Le renforcement considérable de la cobhesion des lbmalbies,
une agilation sivire ne distociant pas les agglutinats formés au
eours de la cenirifugation, alors que ceux obienus par sédimen-
lotion primilive be sond wizdment.

La leclore de lo régelion scodrouve atnst Facilités. Elle ze aif,
cormme nouwg avons v plus Tl par §

1= Une premicee lecture por agilobion immédiete au zorlic de
lo, contrilugeuse;

2 Une denxiéme leclure, aprée sédimenlabion secondaire, gui
zert surtoul da vérification pour les tibes faiblement positifs.

La lecture, par examen du culol aprés centrifugation (centri
lugeuse horizentale) pe donne queiune idée approximalive de Ta
pogilivild ;- nous ne l'avans pas retenia.

Les figures 1, 2, 3 illuslrenl paefaitement loules les consi-
déralions précédenles.

D, — Besvund BT coMcilso.

L'hémagelutinalion protéinigue, appliquée & la peste, donns
unc réaction bien. supérieurs aux aniees réactions sérolooiques
el ¢n particulier 4 la réaction d'agglutination,

Ellz s curaciérise par :

1B __UN-: cxdcufion facile, non seulement pavveeepue: bes o dneidenis
lechnigues au cours de. la préparation des hamalies semhblent
axceplionnels, mais encore’ parce que la lannage el Ia sensibi-
lization dia hématies excrcent une action inhibitrice cemarguable
sur. I'hémolyse et Pagglulination naturelle des  hématies  de
mouton par les sérums, e oqui pecmel, foutoan moins, de sup-
primer la saluealion des sérums 4 besier.

20 Une grande sengibilild gui porail o dee @ dewx canses @

a) Liemploc ' un enbipdue efx puerfee; Traction TG e conle-
nant doa polyeaccharides qu'en faibla proportion. On o élimine de

REACTION IWHEMAGGLITINATION FOUR LA PESTE i

er fail la fixation possible d'antres substances proléinigues non
apdciliques, la réaction ne fmizant plus appel qu'd Pantigéng
denveloppe immunisant el spéeilique. La partie glucidiqua, dont
le role dans 'immunization antipesteuse ezl diseubée, nlinlervient
pas, toul au moins direciement, non seulemenl do fail de Ta fixa-
tion fannique préalable, mais aussl du faib que la fraction 1A ne
sensthilise pas les hémolics dups o pedthode polyosidigue clas-
gique, En pratigue, Pobilizsbion d'un anligéee  pur ze Ivaduail
déji par la formalion d'agglutinals dans la rone da forta posi-
I et et S T 1 M S O

) emplac de T eendeifagadion, qui renforce encore la réac-
tion et permel obtention d'agglitinala dans. toule la zone de
positivité {+ + ++ & +), & la place d'une agolulination du
Lypus virus.

Par woie de conadgrquence, celle réaction: pormel

1% La déteclion précoce de laux faibles d'anticorps (vraizem-
blablement précipilines) alors que la réaction d'agzlutinalion est
aneora négative ¢ \

2 oblendion de loux de positivitd en  moyeone cing fois
supéricurs 4 eccux fournis par l'agglutination.

Il serait inléressant de pouveir dudice e comporlement des
aoires fraclions anhigénigues izolées & periic du bacille pesteux ;
frociion 16 antigéns d' Amics, anlighne A de Seal el lewr sensi-
bililé duns ow lvpe de réaction,

Ta wéaction d'hémagglulivation  proléiniegus semble applicabls
a lons les desls de Jaboraloirs of, ftant donné sx précocilé eb 25
genaibilile, cgalement aux lesls de colinigque, dépidémiologie el
diépivoalogie.
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