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ARTICLES ORIGINAUX

Précipitation en milieu gélifié du virus
rabique par le sérum rabique hyperimmun

par .M. VILLEMOT et A. PROVOST

INTRODUCTION

Lorsque nous nous sommes penchés sur les
problémes que pose la rage en Afrlque-Equato-
nale Frangaise, nos recherches se sont orientées
vers la mise au point d'une méthode de diagnostic
qui, indépendamment des examens histopatho-
logiques, devait permettre d’obtenir des résultats
rapides, strs et fideles. En effet, les corps de
Négri peuvent étre absents & I'examen histolo-
gique des cerveaux d’amimaux enragés abattus
des les premlers signes de suspicion, comme
'ont montré H. Ueki et coll. (1).’Aprés inoculation
de virus rabique par voie intra-cérébrale a la
souris, ces chercheurs ont noté que I'infection
virale se traduisait par l'apparition successive
3 un ou deux jours d’intervalle du virus infectant,
de I'antigéne soluble et enfin des corps de Négri.
Les trois méthodes de diagnostic valables, qui
découlent des observations précédentes, sont
respectivement basées sur l'isolement du virus
par inoculation, la fixation du complément et
les examens histopathologiques. Si les corps de
Négri sont apparents dans 98 p. 100 des cas
d’animaux ayant succombé a I’ mfectlon rabique,
ce pourcentage diminue beaucoup chez les ani-
maux abattus lors des premiers signes de suspi-
cion de la maladie. Or, en Afrique-Equatonale
Francaise, du fait de la vie errante des chiens
de brousse qu1 appartiennent plus & une com-
munauté qu'a des mdividus et ne portent aucun
collier d'identité, du fait egalement des conditions
d’éloignement, I'abattage des animaux suspects
est la regle, en particulier en Oubangui-Chari
et au Tchad. Lorsque les agents du Service
vétérinaire sont alertés, 1l ne leur reste plus
qu'a effectuer des prélevements & partir des
cadavres et a les adresser au laboratoire, un
hémisphere cérébral étant expédié en solution
de formol a 10 p. 100 et I'autre en glycérine.

Seule, une méthode serologlque pouvalt ré-
soudre le probléeme du diagnostic qui nous

preoccupalt sous réserve qu ‘elle piit étre appli-
quée i des cerveaux conservés en solution formo-
lée cu méme putréfiés. Nous avons donc cherché
a utiliser une technique plus simple et plus
raplde que celle appllcable a la réaction de fixation
du complement qui utihise un antlgene extrait par
la méthode de Casals(2)al'acétone-éther; d autre
part, la déviation du complément nécessite la
préparation d'un antigéne selon la technique
d’Ando (3 et 4) impliquant une centrifugation

16.000 tours/minute que nous ne pouvions
réaliser. La valeur de la fixation du complément
dans le diagnostic de la rage est d’ailleurs actuel-
lement trés discutée. C'est pourquol nous avons
pensé adapter au virus rabique la réaction de
précipitation spécifique en milieu gélifié suivant
la technique d’Oudin reprise par Ouchterlony
et modifiée par Mansi (5). Nos premiers résultats
portant sur 12 cerveaux de chiens infectés par le
virus des rues et de lapms infectés par le virus
fixe ont fait I'objet d'un compte rendu a I'Aca-
démie des Sciences (6).

LA REACTION DE PRECIPITATION

Les méthodes sérologiques sont basées sur la
combinaison spécifique entre un antigéne et son
anticorps correspondant quand 1ils sont mis
en contact. Lorsqu'un antigéne est soluble et
qu’il est mis en présence d'un immun-sérum
precnpltant un complexe antlgene antlcorps se
forme et précipite : c’est la réaction de précipi-
tation.

Celle-ci ne se produit que lorsque les deux
réactifs en presence se trouvent en pronortlon
convenable ; un exces d’antigéne ou d’anticorps
inhibe la réaction ; si I'on fait diffuser I'antigéne
dans le sérum ou I'anticorps dans la solution
antigénique, le précipité se forme dans la zone
ou les deux réactifs se trouvent en proportion
équivalente. Parfois, cette réaction est dénommée
« réaction de floculation imtiale: » et Ramon
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'appliqua le premier au titrage des sérums anti-
diphtériques préparés sur chevaux.

Malheureusement, lorsque ces méthodes immu-
no-chimiques de précipitation en tube — ol
antigéne et anticorps sont directement en contact
— utilisent des mélanges d’antigénes, elles
s averent trop aléatoires. Oudin (7 et 8), recher-
chant une méthode d’analyse des melanges anti-
gemques, propose dans ce but la réaction de
precnpltatlon en milieu gélifié. La techmque
consiste & superposer le liquide antigénique a
I'immunsérum inclus dans la gélose coulée en
tube. D’autres auteurs par la suite ont contribué
4 améliorer les techniques utilisées. Outchter-
lony (9) étudie les systemes antigéniques de la
toxine diphtérique;en aménageant des cupules
dans le milieu gélifi¢. Jensen et Francis (10) en
1953 étendent aux virus la méthode de précipi-
tation. En médecine vétérinaire, la réaction de
précipitation en milieu gélifié a permis d’élargir
le champ des investigations Bodon (11) T'ap-
plique le premier & I'étude du virus aphteux.
Mansi (5). étudie les antigénes solubles mis en
¢évidence dans certaines maladies & virus : maladie
de Carré et hépatite i virus du chien, myxomatose
et fibrome du lapin, peste porcine, chorio-ménin-
gite lymphocytaire. Verge et coll. (12), Macko-
wiak et coll. (13), Brown et Crick (14) appllquent
la réaction de précipitation au complexe prec1p1~
tant du virus aphteux, et Brown et Crick  celui
du virus de la stomatite vésiculeuse (15). Mansi
(16) adapte la méthode aux recherches sur les
anhgenes solubles des Brucella et d’Erysipelothrix
rhusiopathiae. ‘

Les résultats intéressants obtenus par ces
différents auteurs nous ont conduits & letude
de la précipitation spécifique appliquée au virus
rabique. Cette étude offrait a priori la possibilité
d’'un diagnostic rapide et de recherches sur la
nature antigénique du virus.

MATERIEL ET METHODES

Nous avons repris et adapté au virus rabique
la technique d’Oudin, reprise par Ouchterlony
et modifiée par Mansi (3) pour I'étude des virus
des maladies animales. Elle consiste, aprés avoir
découpé de petits réservoirs dans la gélose coulée
dans une boite de Pétr1, a remplir les petites
cuves ainsi obtenues de matériel cérébral rabique
d’'une part et d'immunsérum d’autre part.

Antlgene soluble et antlcorps précipitant
diffusent I'un vers 'autre 4 travers le milieu
gellﬁe et donnent un comp]exe qul prec1p1te
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en formant des lignes nettement visibles 4 ['ceil
nu.

1° Milieu

Il est constitué de :

BactoAgar ..................... 15¢
Chlorure de sodium.............. l6g
Méthyl-orange ................. 0,03 g
Merthiolate .. ................... 02¢g
Eau .................. ... ..., 1.000 ml

Le méthyl-orange facilite la lecture des résul-
tats, et le merthiolate inhibe la croissance bacté-
rienne. Par la. suite, nous avons supprimé le
chlorure de sodium du milieu, ce qui diminue
la zone d’hémolyse autour des réservoirs.

.Le milieu est réparti a raison de 30 ml par tube
de 22mm et conservé 4 4° C. Au fur et 4 mesure
des besoins, les tubes sont mis au bain-marie
et le milieu fondu est coulé dans des boites de
Pétr1 rigoureusement propres. Le milieu refroidi
doit étre parfaitement homogéne, clair et ne
renfermer aucun débri de coton. Nous avons
essayé plusieurs milieux différents mais aucun
ne s'est montré superleur a lautre. Parml les
colorants mcorpores qu ont été essayes, le
méthyl-orange semble avoir donné les meilleurs
résultats ; le rouge Congo a 0,012 p. 100 donne
egalement de bonnes lectures. Selon Lazear et
coll. (17) le bleu de méthylene a 0,03 p. 100 est
préférable lorsqu’on désire exécuter des photo-
graphles en n01r et blanc.

20 Réservoirs

A Taide d’une canne de verre de 7 mm de
diameétre intérieur et de 8 mm de diametre
extérieur, on découpe a I'emporte-piéce six
petits cylmdres verticaux de milieu gélifié, laissant
ainsi six réservoirs disposés sur la circonférence
d'un cercle hypothethue de ]4 mm de rayon,
45 mm de distance les uns des autres. Ces normes
ont été fixées aprés avoir déterminé la distance
a adopter entre la source d’anticorps et la source
d’antigéne pour obtenir la meilleure différencia-
tion des lignes de précipitation. Une goutte de
milieu fondu est ensuite coulée a I'aide d'une
pipette dans chaque réservoir afin d’assurer
I'étanchéité. Il faut souligner ici la nécessité
d'une étanchéité parfaite afin d’éviter toute
fuite de sérum qui se mélerait a I'antigéne, empé-
chant ainsi la formation des llgnes de précipita-
tion.

3° Antigénes

Nous avons utilisé comme matériel d’étude des



cerveaux de chiens infectés de rage des rues
dans les conditions naturelles, ot la présence
de virus rabique avait été confirmée, et des
cerveaux de lapins inoculés par voie intra-
cérébrale avec du virus fixe (souche L. Pasteur
au 1.955¢ passage) Il est important de déposer
dans les réservoirs destinés 4 I’antigéne de petits
morceaux de tissu cérébral preleves en plusieurs
endroits, et non une suspension.

4° Anticorps

L'un des facteurs primordiaux de la réaction
de précipitation est la richesse en anticorps
précipitants de l'immunsérum utilisé. Aussi
avons-nous utilisé quatre sérums, préparés selon
trois processus d immunisation différents :

a) Sérum antirabique brut de_cheval hyperim-
munisé selon la méthode de 1'Institut Pasteur

de Garches (18).

Rappelons que le processus d’immunisation
. muni
comprend schématiquement deux séries d'inocu-
]atlons, suivies d’m]ectlons d’entretien :
premiére série : virus fixe phéniqué
premiére injection .. 40 ml ) Suspension phé-
8 jours apres ... .. 80 ml ; mquée de cerveau
8 jours aprés ...... 120 ml } de lapin & 5 p. 100.
deuxiéme série : virus fixe frais
premiére mjection. . . Un demi cerveau de lapin en
. ’
suspension dans 50 ml d’eau

distillée.

8 jours apres .. .. .. Un cerveau de lapin dans
100 ml d’eau distillée.

8 jours aprés ... ... Deux cerveaux de lapins

dans 150 ml d’eau distillée.

Pour I'entretien de leur immunité, les chevaux
sont réinoculés tous les mois avec deux cerveaux
de lapins en suspension dans 150 ml d’eau distillée
(virus rabique fixe frais).

b) Sérum antirabigue purifié de cheval.

Nous avons utilisé le sérum antirabique destiné
a 'usage thérapeutique, livré dans le commerce.

c) Sérum antirabique d'éne immunisé avec du
virus rabique fixe formolé et du virus fixe frais
(anen® 1)

Nous avons cherché a obtenir une source
d’anticorps plus économique en utilisant I'é4ne
comme animal producteur. Fermi (19), immuni-
sant des anes contre le virus rabique, avait mis
en évidence des anticorps neutralisants d'un
titre au moins égal a celw de I'immunsérum de
cheval. Nous pouvions donc espérer qu'il en
serait de méme des anticorps précipitants. Il
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est intéressant de falre remarquer ici que Jezierskd
(20), immunisant un 4ne avec le virus de la
poliomyélite, cultivé in vitro sur tissus de singe,
obtint une formation d’anticorps spécifiques d'un
titre trés élevé. Les résultats que nous avons
obtenus avec le sérum préparé sur &ne furent
excellents quant a la présence d’anticorps préci-
pitants. Nous avons choisi pour cela deux
processus différents d’immunisation. La premiére
méthode que nous avons utilisée est semblable
a celle de I'Institut Pasteur de Garches pour
I'immunisation des chevaux, avec cette différence
toutefois qu’elle substitue au virus rabique fixe
phéniqué le virus fixe formolé selon la technique
de Plantureux.

d) La seconde méthode utilise du sérum anti-
. A . .« . I3
rabique d'dne immunisé avec une souche avianisée

(dne n°® 2).

Il nous a paru intéressant de produire un
immunsérum dépourvu de tout anticorps anti-
cerveau en vue d’éviter, au cours de la réaction
de précipitation en milieu géhfié, 'apparition
éventuelle de complexes insolubles précipitants
cerveau-anticorps anticerveau. Le processus d’im-
munisation choisi fut le suivant :

premiére série = virus rabique avianisé souche
Flury HEP (high egg passage) par voie intra-
musculaire.

premiére m]ectlon . 6 ml é suspension de ma-
8 jours apres ..... 12 ml ¢ téniel embryonnaire
8 jours apres ... .. 12 ml 5 a 33 p. 100.

8 Jours de repos.

deuxiéme série = viras rabique avianisé souche
Flury LEP (low egg passage) par voie intra-
musculaire.

premiére injection 12 ml ; suspension de ma-
8 jours apres ... .. 12 ml s térie] embryonnaire

8 jours apres ..... 24 ml ! a 33 p. 100.

Poar V'entretien de I'immunité, on pratiquait
une injection de rappel tous les mois avec 24 ml
d’une suspension a 33 p. 100 d’embryon infecté
avec la souche Flury LEP.

La premiére récolte de sang avait lieu 15 jours
apres la troisiéme injection de la deuxieme série.

5° Techniques

Deux techniques sont utilisables : la premiére
consiste a disposer alternativement dans les
réservoirs périphériques du tissu cérébral rabique
et du tissu cérébral normal servant de témoin et
a couler du sérum antirabique dans le réservoir
central ; la seconde consiste 4 adopter la dispo-
sition inverse en remplissant alternativement les
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réservoirs périphériques d’immunsérum et de
sérum normal et en versant dans le réservoir
central du tissu cérébral rabique.

6° Lecture des résultats

Les boites de Pétri sont mises a I'étuve & 37° C,
et les réservoirs de sérum sont rechargés avant
qu’ils ne soient vides, toutes les 12 heures environ.
Les lectures se font apres 24, 48 et 72 heures
selon le moment d'apparition des lignes de
prec1p1tatlon en utilisant comme systéme optique
un éclairage sur fond noir. Nous avons adopté
pour cela le dispositif de Lazear et coll. (17) en
le simplifiant. Une boite en contreplaqué avec
un couvercle amovible est tapissée intérieure-
ment de papier argenté, et deux miroirs plans
sont inclinds de maniére a réfléchir les rayons
lumineux issus d’une lampe de 100 watts en les
faisant converger sur un orifice circulaire de 8 cm
de diamétre percé dans le couvercle. Un écran
tapissé de papier noir est disposé¢ de facon &
arréter les rayons dlrects, permettant ainsl une
lecture sur fond noir.

 RESULTATS

1° Distance et dimension optima des réser-
voirs d’antigéne et d’anticorps:

Il faat accorder une grande importance tant
a la distance des réservoirs qu'a leur dimension.
Lorsqu'un antigéne soluble et son anticorps
correspondant diffusent I'un vers 'autre dans
un gel, la ligne de précipitation se forme dans
Ja région o ils sont en proportion d’'équivalence.
Si les concentrations imtiales d’antigéne et
d’anticorps sont équivalentes, le prec1p1te reste
stationnaire.

Si la concentration de l’antigéne est initlalement
trop élevée par rapport a celle de I’ antlcorps
pour, permettre I'obtention d'une ligne de préci-
pitation située & mi-distance entre les réservoirs
d’antigéne et d'immunsérum, la position de cette
ligne de précipitation sera plus rapprochée du
réservoir d’antigéne que du réservoir d’anticorps.
D’autre part, un exces d'antigéne aboutit a la
solubilisation de l'immun-précipité formé.

Si cet exces d'antigéne est trés grand I'immun-
précipité sera solubilisé au fur et & mesure de sa
formation et la réaction pourra passer 1naper(;ue
Dans ces conditions, la quantlte d’ antlgene Intro-
duite dans la cuve et, par voie de conséquence,
la dimension de cette derniére ont une grande
importance. D’autre part, le maximum de densité
du précipité est étroitement lié, comme I’a montré
Oudin (21) a la concentration en anticorps.
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C’est pourquoi, afin de déterminer la distance
entre les cuves et leur dimension optima, nous
avons repris la disposition adoptée par Mansi (5).

Dans une boite de Pétri dans laquelle le
milieu gélifié a été coulé, des réservorrs de 7 mm
sont découpés de maniére & former trois rangées
verticales. La rangée centrale comprend six
réservoirs que l'on rempht d’immun-sérum ;
d’autre part, les rangées latérales sont dxsposees
de telle sorte que les distances entre les réservolrs
latéraux et le réservoir central soient respecti-
vement de¢ la premiere  la sixiétme rangée hori-
zontale de 3, 5, 7, 9, 11 et 18 mm. La source
d’antigéne est déposée dans les réservoirs des
deux rangées latérales (voir fig. 1).

Dans une deuxiéme boite de Pétri, la méme
disposition est adoptée en découpant des réser-
voirs de 10 mm de diametre.

Les résultats les plus rapides et les plus satis-
faisants concernant la mise en évidence des lignes
de précipitation ont été obtenus avec des réser-
voirs de 7 mm de diamétre, distants les uns des
autres de 7 mm.

20 Etude des lignes de précipitation spéci~
fiques du virus rabique

Nous exposerons ici les résultats que nous
avons obtenus en utilisant comme source d’anti-
corps le sérum brut de cheval hyperimmunisé
selon la méthode de ' Institut Pasteur de Garches.

a) Cerveau de chien normal.

Aucune ligne de précipitation n’apparait entre
les cupules contenant I'antigéne et l'anticorps,
quelle que soit la durée d’incubation. Notre
expérimentation portant sur 44 cerveaux de chiens
(dont 24 étaient enragés) n'a jamais mis en évi-
dence d'immun-précipité lorsqu’il s’agissait de
chiens indemnes de rage.

b) Cerveau de lapin normal.

Apres 48 heures, on voit une ligne de préci-
pltatlon trés nette apparaltre au volsinage du
réservoir d’anticorps, dessinant un arc de cercle
a concavité dirigée vers celui-cl. Les travaux
de Korngold et Van Leeuwen (22), qui établissent
une relation entre le poids moléculaire de 'anti-
géne et 'Incurvation de la ligne de précipitation,
permettent de, penser que I'antigéne responsable
de cet immun-précipité serait-d'un poids molé-
culaire élevé, Une deuxieme ligne commence a
se dessiner prés du réservoir d"antigéne ; celle-c1
est bien visible aprés 72 heures et presente une
concavité moins marquée que la premiére, ce
qu traduit une fraction antlgemque d’un poids
moléculaire inférieur. 11 s’agit bien d'un immun-
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Fig. 1. — Recherche de la distance optima & adopter pour des réservoirs de 7 mm de diamétre (les écarts entre les réservoirs

d’une méme rangée sont respectivement de 3,5, 7,9, 11 et 18 mm).

*Du tissu cérébral de chien infecté par le virus de la rage des rues est placé dans les rangées de droite et de gauche. Les
réservoirs de la rangée centrale sont remplis de sérum hyperimmun de cheval. Lecture aprés 48 heures.

précipité et non d'un phénoméne de Liesegang
car si nous reprenons la technique choisie pour
étudier la distance et la dimension optima des
réservoirs, les deux lignes de précipitation se
forment en face de chaque cupule d’antigéne
pour donner deux tracés ininterrompus.

Ces lignes de précipitation peuvent étre attri-
buées au complexe immun-précipitant antigéne
cerveau normal de lapin et anticorps anticerveau
de lapin. L'existence de tels anticorps provient
de TI'hyperimmunisation des chevaux avec des
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mjections de cerveaux de lapins infectés par le
virus fixe. Lorsque ces sérums sont épuisés en
les mélangeant sur agitateur Kline avec du cerveau
de: lapin normal broyé, le surnageant aprés
centnfugatlon ne permet plus d'obtenir les
lignes de précipitation, ce qui prouve que celles-ci
sont bien dues a des anticorps anticerveau normal
de lapin.

c) Cerveau de chien enragé

Aprés 48 heures apparaissent deux lignes de
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Fig. 2. — Lignes de précipitation obtenues avec du tissu cérébral de chien enragé (virus des rues) et du sérum rabique hyper-
immun préparé sur cheval.

Lecture aprés 48 héures : Apparition de deux lignes de précipitation (dont 1'une beaucoup moins dense) en face des réser-
voirs contenant du txssu cérébral rabique. Aucune précipitation en face des témoins (cerveau de chien normal).

précipitation presque rectilignes dont la conca-
vité est dirigée vers les réservoirs d’anticorps.
Ces deux lignes doivent étre attribuées a deux
fractions antigéniques, I'une ayant un poids molé-
culaire voisin de celui de lantlcorps et lautre
un poids moléculaire légérement supérieur.

L’expérimentation a porté sur 24 cerveaux de
chiens reconnus infectés par le virus rabique.
Les deux lignes de précipitation ont toujours
été retrouvées, que ce soit sur des cerveaux frais,
putréfiés, conservés en glycérine ou au congé-
lateur pendant plus d'un an (voir fig. 2). Il ne
s’agit pas non plus ici de phénomeénes de Liese-
gang, cette possibilité étant éliminée par la
technique déja décrite.

d) Cerveau de lapin inoculé avec du virus rabique
fixe. ‘

Apres 48 heures, trois lignes de précipitation
apparalssent celle qui est la plus proche du
réservoir d’anticorps allant se confondre avec
celle apparaissant devant les réservoirs témoins
contenant du tissu cérébral normal de lapin.
Aprés 72 heures, une quatriéme ligne est visible

et rejoint la deuxieme ligne de précipitation
apparaissant devant les témoins. Les deux lignes
de précipitation dues au virus rabique se trouvent
comprlses entre les deux lignes de précipitation
dues a I'antigéne cerveau de lapin normal (voir

fig. 3

En utilisant un sérum épuisé ainsi qu'il a été
déja indiqué, seules, les deux lignes de précipi-
tation specnﬁques au virus rablque apparalssent

e) Suspension d’embryons de poulet infectés par
la souche de virus avianisé Flury.
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Fig. 3. — Lignes de précipitation obtenues avec du tissu cérébral de la~in normal, du tissu cérébral de
lapin infecté par du virus rabique fixe et du sérum rabique hyperimmun préparé sur cheval.

Lecture aprés 48 heures : Une ligne de rrécipitation commu-e a tous les cerveaux de lapin et deux lignes de

précipitation devant les réservoirs d’antigéne rabique.

Une deuxi¢me ligne de précipitation anticerveau normal de lapin commence a se voir.

Aprés plusieurs essais infructueux, nous avons
obtenu une précipitation en remplissant chaque
cupule destinée a l'antigéne avec du matériel
lyophilisé non réhydraté représentant 3 ml de
la suspension embryonnaire fraiche a 33 p. 100.
Dans ces conditions, en 48 heures, apparaissent
les deux lignes de précipitation spécifiques au
virus rabique.
3° Action des différents immunsérums

Nous avons vu que des concentrations conve-
nables d’antigéne soluble et d’anticorps précipi-
tant étalent indispensables pour que la réaction
de précipitation se produise. Du fait que la
virulence du matériel cérébral suspect utilisé
aux fins de diagnostic est inconnue, de méme que
la concentration en antigéne soluble, il est néces-

saire de disposer dans les cupules qui lui sont
destinées du tissu cérébral au lieu d’une simple
suspension de ce tissu. Selon les travaux de Ou-
din (21), la concentration du sérum en anticorps
précipitant conditionne la denstté de 1'immun-
précipité formé. C'est pourquoi nous nous
sommes efforcés de produire un sérum le plus
riche possible en anticorps précipitants. Dans ce
but, nous avons comparé les réactions de préci-
pitation respectivement obtenues avec trois
sérums dont nous disposions et du sérum anti-
rabique brut, préparé sur cheval, ‘utilisé comme
référence. Un de ces trois sérums, le sérum anti-
rabique punifié, préparé sur cheval, a donné sensi-
blement les mémes résultats que le sérum brut ;
avec les deux autres, provenant des nes n® [ et 2,
nous avons obtenu deux lignes trés nettes de
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prec1p1tat10n spec1ﬁques au virus rablque apres
24 heures d’incubation a l'étuve & 37° C. En
outre, le sérum de I'ane n° 2 né précipitait pas
|’antigéne cerveau normal de lapin. Nous dispo-
sons donc d’une méthode dlagnosthue de la
rage en 24 heures et nous n'insisterons pas sur
I'intérét capital de cette réaction précoce.

40 Application de la réaction de précipi-
tation au diagnostic de la rage

La méthode de- précipitation spécifique en

milieu gélifié a été systématiquement appliquée
A tous les cerveaux suspects que nous avons
recus depuis le 17 janvier 1958 jusqu’au 15 aofit
1958. L’expérimentation a porté sur-44 cerveaux
de chiens, 16 de chats, 2 de singes et 2 cerveaux
humains. La réaction de prec1p1tat10n a fait
apparaitre deux lignes d'immun-précipité dans
le cas de 24 cerveaux de chiens et un cerveau
humain ; les examens classiques devaient par

la suite confirmer le diagriostic de rage. Au cours -

de notre experlmentatlon nous avons relevé
quelques observations partlcuherement intéres-
santes que nous. relaterons ici, afin de souligner

I'intérét que prend dans certains cas délicats |

la réaction de précipitation.

Les cerveaux de deux singes morts subitement
furent envoyés de I'Oubangui-Chari au labora-

! - sy )
toire de Farcha & un mois d'intervalle environ.

L’un d’eux présentait des inclusions oxyphiles .

homogeénes dans le cytoplasme des cellules
nerveuses de la corne d’Ammon. L’'inoculation
d’une émulsion cérébrale des deux prélévements
par voie intracérébrale a des rats tuait ceux-ci
en 12 jours environ. Nous avons retrouvé, dans
les cellules nerveuses de la couche moyenne de
la corne d’Ammon de ces rats, des inclusions
oxyphiles ; aprés trois passages sur rats, ces
inclusions se montraient plus volummeuses
de nature hétérogéne, et pouvaient étre prises
pour des corps de’ Négri. Nous avons alors
prathue une sero-neutrallsatlon qu1 nous a
permis d'affirmer qu'il ne s’agissait pas d’un
virus rabique. Le test de prec1p1tat10n en milieu
géhifié fut partlcuherement Intéressant dans ces
deux cas, puisqu’il permit en 48 heures d’étayer
I'hypothése d'une 1nfection & virus neurotrope
différent du virus rabique, alors que I'examen
histopathologique restait douteux.

Un cerveau de chien et un cerveau humain
arnivés putréfiés manifestérent deux lignes de
précipitation trés nettes lors du test de préci-
pitation. La présence de corps de Négri et les
moculations par voie intramusculaire au cobaye

—

sous le couvert d’ antlblothues confirmérent le
diagnostic de rage.

Dans deux autres cas, nous n’avons recu que du
matériel cérébral formolé, et, dans ces deux cas,
I'apparition de lignes de précipitation a permls
un diagnostic de rage, confirmé par la présence
de corps de Négri.

Dans deux cas dabattage precoce de chiens
suspects, nous n'avons pas relevé la présence
de corps de Négri alors que le test de prec1p1tat10n
était positif. Les 1noculatlons et la présence de
corps de Négri chez les animaux inoculés sont

- venues étayer le diagnostic de rage.

50 Spécificité de la réaction

Celle-ci na éé que trés- lncompletement
étudiée ) ]usqu ic1. Néanmoins, aucune prec1p1ta—
tion n’apparait avec le virus de la maladie de
Carré, utiisé comme antigéne sous forme de
rate virulente de furet, et mis en présence de
sérum antirabique. Dans ce but, il est préférable
d'utiliser un milieu sans chlorure de sodium.

En outre, la forme nerveuse de la maladie de
Carré est la plus fréquente des infections neuro-
tropes chez le chien. Nous pouvons donc légiti-
mement penser que parmi les 44 cerveaux, exa-
minés depuis le 1% janvier 1958, provenant de
chiens morts ou abattus avec une symptoma-
tologie & prédominance nerveuse, plusieurs étaient
infectés du virus de la maladie de Carré et ne
pouvaient donc précipiter le sérum antirabique.

D’autre part, nous avons déja vu que le sérum
antlrablque s était révélé mcapable de prec1p1ter
un v1rus neurotrope 1solé chez deux singes orl-

ginaires d'Oubangui-Chari.

L’étude de la spécificité de la réaction immuno-
]oglque de prec1p1tat10n reste 4 effectuer notam-
ment vis-a-vis de la maladie d’Aujeszky, de la
chorlomenmglte lymphocytaire et des encépha-
lites africaies & virus.

ETUDE ANTIGENIQUE
DU VIRUS RABIQUE

La réaction immunochimique de précipitation
en milieu géihé du virus rabique se traduit
par deux hgnes de précipitation qui apparaissent
entre les réservoirs contenant ' respectivement
Pimmun-sérum et le tissu cérébral rabique.
Chacune de ces lignes manifeste la présence
d'un complexe précipitant antigéne-anticorps,
c’est-a-dire I'existence de deux fractions anti-
géniques solubles, dont I'une a un poids molé-
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culaire voisin de son anticorps précipitant, tandis
que l'autre posséde un poids moléculaire supé-
rieur 4 celui de l'anticorps correspondant. La
réaction de diffusion en gel permet donc de
reconsidérer la structure antigénique du virus
rabique.

Schématiquement, une suspension de tissu
cérébral rabique se dédouble, lorsqu’on la soumet
2 une centrifugation, en deux éléments : d'une
part, un surnageant qui renferme « I'antigéne
soluble » fixant le complément au méme taux
que la suspension d’origine, mais dont le titre
infectieux est tres faible, d’autre part un sédiment
contenant « |'antigéne viral » dont le titre infec-
tieux est supérieur a celui de la suspension
d’origine, mais dont le pouvoir fixateur du com-
plément a considérablement diminué. L'anti-
gene soluble et l'antigéne viral peuvent tous
deux engendrer I'appanition en quantités égales
d’anticorps neutralisants et fixateurs du complé-
ment. Cependant, ainsi que "on montré Kipps
et coll. (23), I'antigéne soluble du virus rabique,
traité par 'acide phénique a 0,5 p. 100 et incor-
poré i un adjuvant constitué de paraffine, lanoline
et Mycobacterium phlei, engendre une formation
d’anticorps neutralisants et fixateurs du complé-
ment en quantité égale a celle engendrée par
I'antigéne viral seul ou par un mélange a parties
égales d’antigéne soluble et d’antigéne wviral;
par contre, 1l est remarquable que le méme anti-
géne soluble, aprés chauffage 4 56° C pendant
30 minutes, n'engendre pratiquement que des
anticorps fixateurs du complément, le titre d'anti-
corps neutralisants ainsi obtenu étant trés faible.
Kipps et coll. (23) en concluent que la différence
constatée entre les effets respectifs du phénol
et de la chaleur décrits ci-dessus traduit l'exis-
tence de deux composants, ou de deux groupes
fonctionnels distincts, de la substance antigé-
nique ; cependant, ils n'ont pu déterminer avec
précision les causes de cette différence.

La réaction de précipitation en milieu gélifié
permet d’affirmer la présence de deux composants
solubles de dimensions différentes. L'un de ces
composants est thermostable et le deuxiéme ther-
molabile ; la diffusion en gélose effectuée avec
du matériel rabique chauffé 30 minutes a 56° C
ne donne qu'une seule ligne de précipitation.
Nos résultats viennent donc confirmer ceux de
Kipps et coll. et permettent d'attribuer deux
dimensions particuliéres différentes aux fractions
antigéniques solubles.

DISCUSSION

L’apparition de deux lignes de précipitation
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entre des cupules renfermant respectivement
du tissu cérébral rabique et de I'immun-sérum
permet une application pratique de la technique
de diffusion en milieu géhfié, d’'un intérét consi-
dérable du point de vue diagnostique. Sur 64
cerveaux examinés depuis le 1°T janvier 1958
jusqu'au 15 aofit 1958, nous avons relevé 25
observations positives dont une .concernant le
cerveau d'un enfant de 13 ans mort de rage.

Nous n’avons jusqu'alors observé aucune
réaction de précipitation avec du matériel suspect
qui se révélait ultérieurement indemne de rage
lorsque d’autres méthodes de diagnostic étaient
utilisées ; de méme, dans le cas contraire, chaque
fois que nous avons pu 1soler le virus rabique
par les méthodes classiques de laboratoire, nous
avons pu mettre en évidence les deux lignes
de précipitation, malgré I'abatage souvent pré-
coce des animaux suspects imposés par les
conditions d’éloignement des postes vétérinaires
et les meeurs errantes des chiens indigénes.

La réaction de diffusion en milieu gélifié
est praticable avec du tissu cérébral frais, putréfié,
glycériné ou formolé ; cette méthode appliquée
a deux cerveaux de chiens enragés, conservés
au congélateur 3 — 20° C pendant plus d'un an,
a permus 'obtention de lhignes de précipitation
caractéristiques. Par ailleurs, dans le cas des deux
cerveaux de singes morts d’infection neurotrope
3 virus dont la nature n’'a pu étre déterminée,
la réaction de précipitation nous a permis en
24 heures d’éliminer la suspicion de rage, alors
que les résultats d’examens histopathologiques
et des inoculations restaient douteux et que seule,
la séro-neutralisation venait confirmer les résultats
négatifs du test de précipitation.

L'utilisation de deux &nes hyperimmunisés,
I'un selon la méthode de 1'Institut Pasteur de
Garches, en substituant du vaccin formolé au
vaccin phéniqué constituant la premiére série
d’inoculations, 1'autre avec une souche avianisée
de virus rabique, a permis la production d’un
sérum trés efficace pour 'obtention des lignes
de précipitation. Nous disposons donc d'une
source d'anticorps économique et trés riche en
anticorps précipitants.

Du point de vue dogmatique, I'étude du virus
rabique par la réaction de précipitation en milieu
gélifié permet de mettre en évidence deux consti-
tuants de |'antigéne soluble. Quatre hypothéses
peuvent étre avancées pour tenter d'expliquer la
présence de particules de dimensions différentes.
Les particules les plus volumineuses auraient un
édifice moléculaire différent, ou représenteraient
une agglomération d’unités plus petites, ou bien
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encore, elles seraient constituées de l'union de
certaines partlcules de petites dimensions par
liaison  mécanique avec des composés lipidiques
du tissu cérébral. Il n’est pas impossible non plus
que les différences dans les dimensions des
composants de l'antigéne soluble représentent
des étapes' 'de la synthese intracellulaire du
virus. St nous replagons cette étude dans le
cadre des investigations portant sur les virus
animaux, |'hypothése de haisons mécaniques de
particules de I'antigéne soluble avec des substances
tissulaires de taille variée est soutenue par le
fait que I'antigéne soluble de la blue-tongue,
extrait du cerveau de souris infecté par la méthode
de Casals & l'acétone-éther est de dimension
particulaire uniforme de + 8 mp, alors que
I'extraction par I'eau physiologique met en évi-

dence des particules fixant le complément et dont

la taille est intermédiaire entre 8 my. et celle du
virus infectieux (Fulton et Dumbell, 24). Dans
certaines conditions telles que l'extraction par
I'acétone-éther, il y aurait libération d'unités
de base a partir de complexes particulaires. Pour
Kipps et ses collaborateurs (21) I'antigéne soluble
ne représente pas un constituant essentiel du
virus ; la rupture du virus purifié de la rage ne
libére. pas d’antigéne soluble. La ¢ non spec1ﬁc1te »
de 'antigéne soluble, son apparition précoce et
le fait que sa présence est une preuve spécifique
de l'infection virale étayent I'hypothése d’un

produit caractéristique élaboré lors de la synthése -

mtracellulaire du virus.

Laboratoire de récherches vétérinaires

de Farcha — Fort-Lamy — Tchad.
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SUMMARY
Agar precipitation test of rabies virus by hyperimmune rabies anti-serum

A study of the virus of rabies by the specific agar precipitation test has revealed two lines of
precipitation indicating two antigenic complexes of soluble precipitating antibodies. The precipitin
test was applied to 64 brain specimens of which 25 were positive by the classical tests and there was
no variation in results in any case between the diagnostic methods.

The two lines of precipitation appear to be specific for rabies virus and never appear when rabies
anti-serum 1is added to the virus of dog distemper.

The choice of the donkey as serum-producer is justified by the abundance of precipitating anti-
bodies in the hyperimmune anti-serum, as also by the low cost of the animal and its maintenance.

This evidence of two soluble antigenic components having different dimensions permits the
drawing of interesting and dogmatic conclusions when this study is compared with the antigenic
constitution of other virus infections of animals.

RESUMEN
Precipitacién en medio gelificado del virus rabico por el suero ribico hiperinmune

El estudio del virus rébico por el método de la precipitacién especifica en medio gelificado pone
en evidencia la formacién de dos lineas de precipitacién debidas a dos complejos antigeno soluble-
anticuerpo precipitante.

El test de precipitacién aplicado al diagnéstico nos ha permitido obtener 25 respuestas positivas

comprobadas segiin los métodos clasicos sobre 64 cerebros recibidos. No hemos revelado hasta el

presente ninguna discordancia entre los resultados de la difusién en gel y los de los métodos clésicos.
Las dos lineas de precipitacién parecen especificas del virus rabico, y en particular no aparecen
nunca cuando suero hiperinmune antirrabico es puesto en presencia del virus de Carré.

La eleccién del asno como amimal productor de suero esta justificada por la riqueza en anti-
cuerpos precipitantes del suero hiperinmune obtenido, asi como por el precio de compra y manteni-
mento econdmico de este animal.

La puesta en evidencia de dos componentes antigénicos solubles que tienen caracteristicas
diferentes permite conclusiones dogmaticas interesantes cuando se coloca este estudio en el cuadro
de la investigacién acerca de la naturaleza antigénica de los virus animales.
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