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Que peut-on attendre de la méthode
de précipitation en milieu gélifié
pour le diagnostic de la rage
dans la région de Dakar

par G. THIERY

Chargé depuis 1954 du.diagnostic de la rage ' tions de milieu les plus favorables, il convieni
au Laboratoire central d'élevage « G. Curas- : donc de mettre en présence dans un milieu dont
son » & Dakar, nous avons recherché, parmi les la composition sera variable, d'une part un
diverses methodes possibles, celles qui étaient , antigene et I'antisérum réagissant favorable-
susceptibles de nous donner des indications pré- ment, d'autre part les mémes éléments reag|ssant
coces. Selon VILLEMOT et PROVOST (1-2), la mal ou pas du tout. ‘
précipitation en milieu gélifié est fidéle, sensible .
et permet d'effectuer un diagnostic dans les le Choix de I'antigéne
meilleurs délais. ‘

Nous avons, pour notre part, appliqué cette
technique, selon les indications de ces auteurs,
sans obtenir de résultat satisfaisant sur plus de
30 animaux enragés appartenant a plus de dix
espéces différentes. Devant cet échec, nous avons
recherché les facteurs susceptibles d'influencer
la réaction. L'exposé de leur étude va faire !
l'objet de la présente note. Nous comparerons
ensuite la valeur de la réaction de précipitation
d'Ouchterlony et Oudin a celle des autres
méthodes. Rappelonstoutefois que lesexpériences
ont été conduites a Dakar sur des animaux de la
région. Ce point, on le verra, est important &
considérer.

L'antigéne, ainsi qu'il est bien connu, a d au-
tant plus de chances de donner des lignes de
précipitation que la teneur en substance anti-
génique est suffisante. Des essais antérieurs nous

. ont appris que le cerveau de lapin infecté avec
le virus rabique fixe donne deux arcs de précipi-
tation bien visibles en regard du sérum antira-
bique purifié de I'Institut Pasteur.de Paris, épuisé

© par une suspension de cerveau de lapin normal.
Le cerveau de lapin normal donne & lui seul
4 a 6 lignes de précipitation dans les conditions
les plus favorables. Le cerveau de quelques chiens
morts de I'infection par le virus des rues donne
~une réaction lente et toujours faible. Pour nos es-
sais, nous nous sommes donc servi de cerveau de
TECHNIQUE lapin mort de rage a virus fixe et de cerveaux
de deux chiens morts de rage & virus des rues,
La reaction de precipitation en milieu gélifi€, J'un donnant un arc de précipitation et I'autre
selon la modification de MANSI (3) & la technique  pqs, ‘ ‘
d'Ouchterlony et Oudin décrite par VILLEMOT - ;

et PROVOST (1-2), consiste a mettre en présence | 20 Choix du sérum antirabique

dans un miliev gélifié un antigéne et un anti-

sérum. Les lignes de précipitation apparaissent -
dans les 48 heures. Pour déterminer les condi-

Les lignes de précipitation les plus nettes étant
obtenues avec le sérum armrabique purifi¢ de
I'Institut Pasteur de Paris, nous nous sommes
servi de ce sérum conjointement avec un sérum
Recu pour publication : novembre 1960. antirabique que nous avons obtenu sur un chien
Rev. Elev. Méd. vét. Pays trop. 1960, 13, n° 4. . et & un sérum normal de lapin..
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3o Etude du milieu gélifié

{| est habituellement recommandé d’employer
pour les réactions de précipitation une gélose
trés pure. N'ayant a notre disposition qu'un
agar de bonne qualité (¥), nous I'avons purifié
de la maniére suivante : trois lavages a I'acé-
tone, puis séchage de 24 heures a l'étuve a
370 C. Dix lavages & I'eau distillée & la tempéra-
ture du laboratoire (aprés agitation violente
dans un ballon rempli aux trois quarts d'eau
distillée, la gélose est laissée pour sédimentation.
Siphonage de I'eau que l'on remplace par de
I'eau distillée. L'opération s'effectue en deux
jours). L'eau est alors filtrée et I'agar est séché
a I'étuve & 370 C. On fait alors, au bain-marie
a 1000 C, un gel & 3 p. 100 et un autre a 4 p. 100
dans lequel on dissout du merthiolate de sodium
pour obfenir une concentration de 3 p. 10.000.

Ces géloses sont conservées en frigidaire en
attendant Femploi. A partir d'elles, nous avons
confectionné une série des milieux a 1,5 p. 100
et 2. p. 100 de gélose en mélangeant & parties
égales, au bain-marie, avec :

1) Chlorure de sodium ......... 16 g
Rouge Congo .............. 0,24 ¢
Eau distillée ................ 1.000 ml

ce qui constitue la gélbse préconisée par MANSI,
puis VILLEMOT et PROVOST.

2) un tampon phospha’re a pH 6 de concen-
tration double.

3) un tampon phosphate & pH 7 de concen-
tration double:

4) un tampon veronal a pH 8 de concentration
double.

5) un tampon veronal & pH 8,6 de concentra-
tion double.’

Les milieux obtenus aprés filtration sont coulés
dans des boites de Pétri et des petits puits dis-
tants de 7 mm sont creusés, selon la méthode de
Villemot et Provost.

A la suite de cette premiére série d'observa-
tions faites a la température du laboratoire
(240-26° C), nous avons constaté, ainsi que |'on
devait s'y aftendre, que les arcs de précipita-
tion apparaissaient plus précocement en milieu
légerement alcalin. Le pH 6 s’est montré net-

(*) Bacloagar Difco.
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tement défavorable, le pH 7 acceptable, le
pH 8 a permis I'obtention d'un précipité pré-
coce, le pH 8,6 donnant des résultats peu diffé-
rents de ceux que donne le pH 7. Toutefois
le miliev tamponné parait préférable au milieu
non famponné. En outre, la concentration de
gélose a 1,5 p. 100 permet une diffusion plus
précoce et une lecture plus rapide que la gélose
a2 p. 100. Cependqnf cette gélose ne s'oppose
pas a la réaction, ce qui est important lorsqu’on
désire effectuer la réaction d'immuno-électro-
phorése, comme nous le préciserons ci-dessous.

Afin de déterminer le pH optimum, nous avons
fait une série de géloses dont le pH variait de
0,2 en 0,2 et qui s'étendait de pH 7 a pH 8,6.
En méme temps, pour déterminer I'influence de
la nature du tampon, nous avons employé des
tampons phosphate (*) (phosphate monosodique

10 + phosphate disodique 1— et de‘s‘ Tcmpons

véronal (**) (Véronal sodlque

+ HCl).

La précipitation a été la plus précoce et la
plus nefte au pH 8 en tampon phosphate, le-
gerement retardée au pH 8 en Tcmpon véro-
nal. Nous avons ainsi obtenu en moyenne 4
6 lignes de précipitation, tant avec le cerveau
de lapin normal qu'avec le cerveau de lapin
enragé vis-a-vis du sérum antirabique purifié
de I'Institut Pasteur de Paris. Les premiéres lignes
de preupl‘rahon apparaissent aprés 12 a 18 heu-
res, ce qui constitue un gain de temps apprécia-
ble.

Ayant consfcn‘e au cours de nos études anté-
rieures, I'importance de |"épaisseur de la gélose
pour qu'une bonne réaction se produise, nous
avons fait ces premiers essais avec une épaisseur
de gélose de 5 mm. Contrélant, dans ces condi-
tions, I'épaisseur optimum pour obtenir des
arcs de précipitation aussi bien précoces qu’in-
tenses, une épaisseur de 5 6 mm donne de bons
résultats, mais la lecture est plus commode
lorsque I'épaisseur n'est que'5 mm. En. raison
des variations de dimensions des boltes de Pétri
et de la forme du fond, il est préférable de mesu-
rer pour chaque modele de boite la quanme
de gélose que I'on doit couler. ‘

La réaction n'est pratiquement pas influencée

(*) Table de S¢RENSEN
(*#*) Table de MICHAELIS.
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par la température lorsqu'on se trouve en milieu
tropical. La température moyenne du laboratoire
variant de 20 d 282 C ne modifie pas la préco-
cité et l'intensité de la réaction. Une chaleur
de 370 C produit, au contraire, une intense con-
densation génante sur les parois de verre des
boftes de Pétri.

40 Choix de la méihodre

Nous avons effectué nos premiéres réactions
selon la technique de Villemot et Provost, c'est-

da-dire dans des boites de Pétri, les cupules dans -

la gélose de 7 mm de diamé étant séparées | . . , X
9 e diamétre étant séparées | animaux enragés. Tandis que le'cerveau d'un

de 7 mm. Par la svite, nous avons employé une
microréaction donnant des indications plus pré-
coces encore et ne nécessitant qu'une quantité
infime tant de matérief virulent que de sérum.
Pour ce faire, on coule 2 ml de gélose tampon-
née sur une lame porte-objet normale (26 x 27).
Aprés refroidissement, on creuse avec un tube

& paroi mince et en aspirant de petites cupules .

de 2 et 3 mm de diamétre réparties de la fagon
suivante qui s'est révélée la meilleure : une
cupule centrale de 2 mm destinée au sérum
(anticorps) et 4 a 6 cupules de 3 mm dont le
centre est situé @ 5 mm du centre de la cupule
du sérum. Les cavités périphériques recevront
les cerveaux (antigenes). Le sérum est verse avec
une pipette capillaire, Il n'est pas besoin, en
général, d’effectuer plusieurs remplissages. Le
cerveau finement broyé avec de petits ciseaux
courbes et pointus est déposé dans les cupules
périphériques. Les lames sont conservées en
atmosphére humide dans des bacs ou boites de
Pétri renfermant un coton mouillé.

La réaction s'effectue en 8 & 12 heures. Aprés
24 heures toutes les lignes de précipitation sont
apparues.

Toutes les réactions ont été faites avec ces

deux méthodes. La microméthode nous a paru
la meilleure, car plus précoce et aussi lisible.

RESULTATS

te Spécificité de la réaction

Connaissant les conditions qui permettent
d'obtenir des arcs de précipitation précoces et
intenses, il est indispensable d'en étudier la
spécificité, d'autant plus qu'il est trés difficile de
diagnostiquer la rage chez le lapin par le seul
examen des lignes de précipitation souvent en

nombre semblable chez les témoins et les ani-
maux affectés.

Effectuant la réaction avec les sérums antira-
biques, purifiés ou bruts, nous avons obtenu
avec le cerveau de douze lapins: normaux de
4 a 6 lignes de précipitation. Ces sérums épuisés.
avec des broyafs de cerveaux des:lapins renfer-
mant le plus d'antigénes, ne donnent plus de
lignes avec les cerveaux de lapins normaux,
mais deux lignes de précipitation avec le cerveau
de lapins enragés. s paraissent spécifiques en
ce sens que |'on n'obtient la réaction qu'avec des

bouc mort de rage & virus fixe donnait quatre
lignes de précipitation avec le sérum antirabique
brut, ces lignes tombaient @ deux avec le sérum
épuisé. ‘ ‘

Nous avons cherché a effectuer [a réaction
avec un sérum antirabique de chien ayant un
pouvoir séro-neutralisant trés élevé (3, 4). Nous.
n'avons obtenu avec ce sérum aucune précipi-
tation spécifique, mais seulement, ‘et ceci surfout
avec le chat, des lignes trés précoces et trés
intenses dues a la présence dans I'encéphale de
salmonelles ou de proteus. Nous avons fréquem-
ment observé a Dakar la sortie, chez le chat,
d'entérobactéries que 'on retrouve dans le sys-
téme nerveux. Ce sont ces germes contre lesquels.
le chien est, en général, naturellement immunisé,
qui produisent de fausses réactions. Pour avoir
toute garantie, le sérum servant a 'épreuve de
précipitation doit étre éprouvé vis-d-vis des ger-
mes que le cerveau peut renfermer accidentelle-
ment, ‘

On pourrait critiquer I'emploi du sérum anti-
rabique hyperimmun purifié en raison des modi-
fications qu’il a subies lors de la purification
Cependant lorsque le sérum est épuisé avec le
cerveav de lapin, la réaction est tout-a-fait satis-
faisante. Bien plus, nous avons obtenu certaines
réactions de précipitation avec le sérum purifié,
alors que le sérum brut ne les donnait pas.
L'extraction des globulines du isérum brut a
I'aide du sulfate d’ammonium suivi d'une dialyse,
permet dans ces cas d'obtenir la réaction. Il
existe un véritable effet inhibiteurides albumines.
Ce fait a été confirmé par J'immunoélectiropho-
rése dans laquelle le sérum brut séparé par
électrophorése a été mis au contact d'un broyat
de cerveau.
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20 Valeur de la réaction

La réaction, si elle semble spécifique avec les
précédentes réserves, est-elle constante ? C'est
ce qui conditionne son emploi dans la pratique
courante du diagnostic de la rage.

La réaction a été faite avec du sérum hyper-
rimmun tant purifié que brut, vis-a-vis d'un
grand nombre d'animaux enragés. Il s'agissait,
chez le chien, de rage des rues naturelle et de
rage expérimentale & virus fixe. Pour les autres
especes animales, la rage était uniquement expé-
rimentale et chaque espéce a été titrée avec le
virus des rues et le virus fixe, sauf les bovins et
les équins pour lesquels le contrdle n'a été fait
qu'avec le virus fixe.

La réaction effectuée a pH 7 selon la méthode
préconisée par Villemot et Provost, s'est montrée
négative chez tous les animaux suivants : souris
blanche, rat blanc, rat & capuchon, rat de
Gambie (Cricefomys gambianus), rat palmiste
(Euxerus erythropus), rat gris (Rattus rattus), héris-
son, chat, chacal, bouc & virus des rues, pore,
veau, cheval. Autrement dit, nous n’avons obtenu
de diagnostic positif qu’avec quelques trés rares
chiens, le bouc a virus fixe et le lapin, de trés
rares chats & virus fixe.

La méme réaction a pH 8 avec, un tampon
phosphate devient positive vis-a-vis de quelques
auvtres chiens, et de quelques souris blanches.

La conservation du cerveau de lapin a une
température de —5°C a —10° C modifie les
antigénes en ce sens, que les lignes de précipita-
tion tendent & se rapprocher et certaines & dis-
paraitre aprés 2 & 5 mois selon les cerveaux. La
conservation en glycérine du cerveau de lapin
tend au contraire & entratner un ecar’remem‘ des
lignes de précipitation.

Ainsi la réaction de précipitcn‘ion en milieu
geélifié, bien que douée d'une spécificité suffi-
sanfe, ne peut servir au diagnostic de la rage
dans Vouvest africain, Un certain nombre de
conditions doivent étre réalisées pour que la
réaction soit positive. Nous allons passer en
revue celles que nous avons pu metire en évi-
dence, car elles permettent de concevoir sous
un jour nouveau les antigénes rabiques.

3° Qualités que I'antigéne
doit posséder pour la précipitation

En dehors des conditions de milieu sur les-
quelles nous nous sommes déja étendu, I'anti-
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géne peut dans certains cas donner la précipi-
tation spécifique. Celle-ci apparait, en effet, chez
la souris pendant les mois de mai et juin prin-
cipalement et' jamais pendant les mois de sep-
tembre et octobre. L'étude des variations tissu-
laires selon la saison, que nous avons faite anté-
rieurement (5), montre que la réaction se produit
lorsque l'organisme posséde au maximum ses
qualités fonctionnelles. Ainsi le virus peut entrai-
ner la mise en évidence chez un animal de
I'antigéne virulent, mais pas celle. de I'antigene
soluble précipitable. Il y a dissociation entre ces
deux qualités de I'antigéne rabique

Cette condition n’est pas 4 elle seule suffisante
car, pendant cette période, tous les animaux ne
font pas d’antigéne soluble précipitable, On
constate qu'il faut également que le titre du virus
soit suffisamment élevé. Si l'on compare la
DL 50 sur souris des cerveaux de chien qui
donnent une réaction de précipitation a celle des
cerveaux de chien qui n'en donnent pas, on
constate que si la DL 50 est supérieure a 10-4,
il peut y avoir précipitation alors qu’elle n’appa-
raft pas si le titre est inférieur a 10-4. Cest ce
qui explique aisément I'irrégularité de la réac-
tion et sa constance chez le lapin infecté avec le
virus fixe. Ceci est trés net chez la souris infectée
par passage en série avec le virus fixe passé
sur lapins. La réaction apparait chez un certain
nombre de sujets a partir du deuxiéme et tou-
jours a partir:du troisiéme passage. Mais ceite
réaction devient rarement positive en dehors
de la période favorable. ‘

A la fin de la période des pluies, le titre du
virus dans |'ouest africain est de l'ordre de
DL 50 = 10-3 & 10-3,5, ce qui, en outre, est insuf-
fisant pour donner une bonne preop!m*ﬂon

4o Comparaison de la réaction de preqpnahon
aux autres méthodes de diagnostic

Pour CHABAUD, SERIE et ANDRAL (6), I'élec-
frophorése du sérum est une méthode d'appoint
intéressante pour le diagnostic de la rage. Dans
I'ouest africain, elle est trés inconstante. L'aug-
mentation de la proportion des a,-globulines
ne s'observe dans la rage que pendant la méme
période de mai-juin. Nous avons effectué |'élec-
’rrophorése‘ du sérum de fous les animaux qui
ont servi a |'étude de la précipitation en milieu
gélifié, sans obtenir de résultat sahsfalsanf Par
comparaison avec la maladie de Carré du chien,
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on trouve dans cette maladie une variation éga- | créte infiltration cellulaire et de trés rares images

lement trés faible des x,-globulines, mais un fait
intéressant est apparu. Seuls les chiens dont le
sérum sanguin est trés pauvre ou dépourvu de
y-globulines extériorisent les formes nerveuses.
Il y a la une indication thérapeutique intéressante,
soit pour les prévenir, soit pour abandonner un

traitement qui se révélera par la suite voué a .

I"échec.

[l semble donc que pour l'électrophorese,
comme pour la précipitation en milieu gélifié,
la méthode, quoique valable, ne puisse étre
appliquée partout.

Nous n'avons pas effectué la déviation du com-
plément en raison des résultats défavorables :

obtenus par DEPOUX et MERVEILLE (7-8) dans
la région de Brazzaville. |l est vraisemblable
que leurs échecs sont dus a des conditions parti-
culi¢res aux animaux étudiés, puisque cette

méme réaction donne des indications excellentes |
: sont intéressants parce qu'ils permettent de dis-

en d'auvtres points du globe.

Nous avons cherché par |'immunoélectropho-
rése & améliorer la réaction de précipitation en
milieu gélifié. Nous avons utilisé une gélose a
2 p. 100 de pH 8 avec une rainure centrale de
1 mm de largeur destinée au sérum antirabique,
séparée de 5 mm des cupules ob l'on place
I'antigéne. On peut ainsi trés facilement identifier
4 arcs de précipitation dans le cerveau de lapin
normal et 5 dans le sérum de ce méme animal.
Le sérum antirabique purifié renferme donc un
nombre notable d'anticorps antilapin d'une
part, anticerveau de lapin d'autre part. Avec e
cerveau de lapin daffecté avec le virus fixe, il
n'apparalt pas d'arc de précipitation supplé-
mentaire. Cette méthode ne paralt pas valable
pour l'ouest africain, ce qui ne veut pas dire

qu'elle ne peut rendre des services ailleurs. Elle .

nous a en effet montré le pouvoir inhibiteur dans
certains cas des albumines sériques lorsque 'on
taisait I'électrophorése du sérum brut non purifié

et que I'on mettait en diffusion du cerveau de :

lapin infecté.

L'histopathologie de la rage conserve donc
foute sa valeur en ouest africain dans le diagnos-
tic chez le chien, puisque méme en |'absence de

corps de Négri, on trouve toujours chez cet

animal une forte infiltration leucocytaire avec
présence de nodules de Van Gehuchten et Nelis
dans fes ganglions de Gasser. Les autres affec-

tions ne donnent au maximum qu'une tres dis-

de neuronophagie. En I'absence de toute lésion
de ces ganglions, on peut conclure a I'absence
de rage. ‘

L'inoculation aux animaux d’expérience est, &
condition d'employer un nombre suffisant d’ani-
maux tres jeunes, la méthode de contréle indis-
pensable en tenant compte du fait que parfois

le virus peut sortir aprés un délai trés long, jus-

~qu'd trois mois chez la souris, d'ob la nécessité

de l'inoculation d'un grand nombre d'animaux.
On peut, toutefois, faire sortir cette rage latente
par l'inoculation sous-cutanée d'un virus fixe
inactive,

DISCUSSION

Les résultats de la précipitation en milieu
gélifié pour le diagnostic de la rage obtenus en
ouest africain, s'ils sont décevants quant a I'uti-
lisation d'une nouvelle méthode de diagnostic,

finguer I'antigéne infectant de I'antigéne soluble
précipitable. Ce dernier n'est pas indispensable
pour I'infection. Joue-t-il un réle dans la forme
clinique de la rage ? Est-il en rapport avec le
fait que la rage en ouest africain est presque
toujours de type paralytique ? Il est, pour I'ins-
tant, impossible de répondre d ces questions.
L'absence d'antigéne précipitant va retentir
sur la qualité du sérum hyperimmun que ['on
peut obtenir dans cefte région. En effet, en injec-
tant réguliérement @ un chien: une suspension
de cerveau de chien renfermant soit du virus
rabique fixe, soit du virus rabique des rues, on

* obtient un sérum hyperimmun d'un titre neutra-

lisant normal, mais dépourvu de pouvoir de
précipitation pour des cerveauk précipités par
le sérum antirabique purifié, |l en est de méme
chez le cobaye. Ceci montre bien |'absence de
cette fraction antigénique, alors que !'animal
est capable d'élaborer des anticorps neutrali-
sants.

Cette constatation est en parfait accord 'avec
les conceptions de KIPPS et Coll. (4), puisque la
séparation mécanique qu'ils obtiennent des par-
ticules virales et de |'antigéne soluble est ici
réalisée par |'organisme qui n'assure la synthése
que d'une seule fraction. Il est toutefois curieux
de noter que l'anticorps précipitant qui paraft
te plus résistant aux agents physiques ou chi-
miques, soit celui que I'organisme n’élabore pas,
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comme si la résistance correspondait a une
complexité plus grande ou a un besoin énergé-
tique supérieur pour sa synthése.

Le fait que I'on puisse obtenir un virus sans
antigene soluble chez de nombreuses espéces
animales, aussi bien chez les jeunes que chez les
adultes, plaide contre I' hypoThese du précurseur
antigénique du virus.

Nous ne pouvons, pour l'instant, interpréter
d'une maniere valable I'obligation d'un titre de
virulence élevé pour qu'apparaisse |'antigéne
soluble.

CONCLUSION

La méthode de précipitation en milieu gélifié
ne peut servir au diagnostic de la rage dans
I'ouest africain en raison de son inconstance.
Cependant, I'apparition, & certaines périodes de
I'année, d'un antigéne soluble précipitable mon-
fre bien la dissociation des particules virales et
de I'antigéne soluble. De méme, on peut séparer
I'anticorps neutralisant de I'anticorps précipi-
tant.

Cette constatation va de pair avec I'irrégu-
larité de I'augmentation des a,-globulines du
sérum. ;

Ceci doit inciter & une grande prudence lors-
que l'on obtient des résultats différents de ceux
qu'ont publiés les promoteurs d'une méthode.
[l ne s’agit pas toujours d'une question de techni-
que, mais de réactifs particuliers.

Travail du Laboratoire Central de I'Elevage
« G. CURASSON » Directeur P. MORNET,
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SUMMARY

Variability of the results of the gel-diffusion method for the diagnostic of rabies in the reg‘ion of Dakar.

Having tried out the gel- precipitation test on 30 positive cases of rabies at Dakar with incon-
sistent results, the author is of the opinion that the test is not suitable for West Africd. A combina-
tion of several factors is necessary in order to reach a positive result, these include (the environmen-
tal conditions?) the titre of the virus and the quality of the antigen. Only at cerfcun seasons of the

year at Dakar is a specific precipitation attainable. -

256



Retour au menu

RESUMEN

Qué se puede esperar del método de precipitacion en medio a base de agar en el diagnostico
de la rabia en la region de Dakar.

Habiendo aplicado el método de precipitacion sobre medio a base de dgar para el diagndstico de
la rabia en Dakar sobre mas de 30 animales rabiosos, el autor, ante la inconstanciade los resultados
obtenidos concluye que dicho método no es util en el ceste africano. Numerosos factores deben agru-
parse para que esta reaccién sea positiva. Los hay que dependen de las condiciones del medio, del
titulo del virus, de la calidad del antigeno. Se ha observado, que la precipitacion especifica sobre
algunas especies animales de la region, solamente se produce en ciertos periodos del afio, debido a
la aparicién de un antigeno soluble precipitable.
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