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Contribution a I'étude immunologique
de Pasteurella multocida

Existence et importance d’un nouveau type,
agent de la septicémie hémorragique
des bovidés africains

par P. PERREAU

En 1959, plusieurs souches de Pasteurella mul-
tocida isolées en Afrique centrale (Cameroun et
République  Centrafricaine) de zébus ayant
succombé a une pasteurellose suraigué, furent
envoyées au Canada, pour étre typées selon la
méthode de I'hémagglutination passive dans le
laboratoire du Dr G. R. CARTER (6).

Ces souches étaient présumées appartenir au
type B, responsable de la septicémie hémorra-
gique vraie des bovidés ; or les hématies sensi-
bilisées par les antigénes capsulaires de ces sou-
ches ne furent pas agglutinées par les sérums

Afrique nord-tropicale ; nous pensons apporter
par cet article, quelques eclcnrassements a ce
sujet.

La sérologie utilise actuellement deux méthodes
pour classer les souches de Pasteurella multocida ;
fa séroprotection de la souris due a ROBERTS
(8) et I'hémagglutination conditionnée mlse au
point par CARTER (3). ‘

Les résultats obtenus par les deux techniques
permeftent de reconnaftre comme identiques,
c'est I'opinion actuelle, les types | et B et les types

"l et A ; pour les types lll et C, et IV et D, la majo-

anti-B classiques ; par contre, elles étaient agglu- .

tindes par un sérum préparé avec une souche
du Congo ex-belge, lequel sérum agglutinait
"antigene B (1).

C'est sur la base de cette réaction croisée que
CARTER conclut a [I'existence d'un variant B
africain (2). *

A mesure que notre enquéte sur cefte maladie
progressait en Afrique centrale, de nombreuses
auires souches vinrent s’ajouter aux premieres,
ce qui permit la constitution d'un matériel de
recherches valable.

Nous avons donc pu vérifier I'existence de ce
sous-groupe B et apprécier son importance en

rit¢ des auteurs reste tres prudente et la corres-
pondance n'est pas encore reconnue formelle—

© ment.

* Ce! ariicle é.ait sous presse lorsque la dénomination :

groupe E de Pasteurella multocida, fut proposée, pour ce
lype africain, par Carter (A new serological type of Pas-
teurella muitocida from Central Africa, Vet. Rec. 1961, 73
(42) ; 1052).

Rev. Elev. Méd. vét. Pays frop., 1961, 14. n° 3,

Recu pour publication, octobre 1961,

Ici, seul le type | de ROBERTS ou B de CARTER
nous intéresse puisqu'il s'agit de septicémie
hémorragique bovine.

Nous avons donc comparé nos souches afri-
caines a des souches de référence, en utilisant
trois moyens : ‘

— L'hémagglutination passive.
— La précipitation en milieu gélifié. -
— La séroprotection de la souris.

MATERIEL ET METHODES

1) Souches de Pasteurella multocida.

Comme souches de référence, . nous avons
utilisé la souche 215 (type 1) de ROBERTS, la
souche Ne 55129 (type B) de la collection de I'ins-
titut Pasteur de Paris, la souche 1305-1 (type B)
du laboratoire de CARTER et la souche R, (typel)

+ de I'Instifut d'Hessarek a Téhéran.
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Les souches africaines que nous avons étudiées
sont au nombre de 21 :

11 viennent du Cqmeroun (plcn‘eau de I’Ada-
maoua). ; ‘ ‘

1 de la Repubhque CenTrafrlcame (reglon de
Bouar). ‘

4 de Nigeria (regues du laboratoire de Vom).

1 de Guinée (région de Pita).

1 de la Céte d'lvoire (région de Khorogo)

1 du Mali (région de Tombouctou)

2 du Sénégal (région de la Casamance).

Toutes ces souches ont été conservées avec le
minimum de repiquages sur milieux artificiels ;
les procédés de conservation ont été réduits a la
lyophilisation d'une part et au maintien en congé-
lation & -35¢ de sang virulent d'autre part.

A chaque récolte d'antigéne, on vérifiait qu’il
s'agissait bien de colonies « iridescentes », que
le test a I'deriflavine était négatif et que la sus-
pension microbienne en sérum physiologique
était stable, sans phénomeéne de floculation méme
au bout de plusieurs jours.

La présence de capsules trés nettes aprés colo-
ration de contraste & I'encre de Chine, 'absence
de formes filamenteuses dans les hémocultures
apres passage sur lapin ou souris et [e maintien
du pouvoir pathogéne originel venaient confirmer
également I'absence de dégradation antigéni-
que de ces souches.

Il. faut avouer que, malgré ces precauhons
nous avons vu, au terme de nos expériences,
deux souches perdre de fagon irréversible leur
pouvoir immunigene,

2) Antigénes

" Des boftes de Roux contenant le milieu Tryp-
tose Agar Difco auquel étaient ajouté 5p.100 de
sérum de beeuf étaient ensemencées avec une
hémoculture de 8 heures en moyenne, puis récol-
tées avec 25 ml de sérum physiologique au bout
de 12 & 15 heures.

L'opacité des récoltes: était, en général, celle
du tube ne 45 de Brown.

Avec cefte suspension, ['antigéne capsulaire
destiné .a la sensibilisation des. hématies était
préparé-par la méthode de CARTER (3) sans
aucune modification : -aprés 30 minutes de chauf-
fage a 580, une forte centrifugation (1/2 heure &
8000 tours/minute) permeitait de séparer le sur-
nageant du culot microbien. -

Cet antigéne limpide était merthiolaté a 10 p.
1000 et utilisé pur pour I'hémagglutination et la
précipi’rofion en milieu gélifié.

‘La suspension microbienne récoltée, ajustée
a I'opacité No 2 de Brown servait a I'immuni-
sation des lapins par voie intraveineuse.

3) Immunsérums

Ceux-ci. étaient obfenus. selon ‘le protocole
d'immunisation suivant :

Aprés une premiere injection, sous la peau, de
0,5 ml de la.suspension concentrée formolée,
sept injections intraveineusesde 1 ou 2 m! de sus-
pension formolée ajustée au tube n°2 de Brown,
étaient effectuées a raison de deux par semaine ;
aprés sept jours de repos, on pratiquait une in-
jection de rappel (2 ml de cette derniére suspen-
sion) ét les lapins -étaient solgnes qua’rre jours
aprés.

Si la suspension antigénique est correcte, on
obtient par ce protocole des sérums qui agglu-
tinent en moyenne les hématies sensibilisées au
17640 et quelquefois jusqu au 1/1280 (dilution
non terminale du sérum).

Ces sérums servent egalemem
tion en milieu gélifié. -

lls protégent les souris contre une dose infec-
tante de culture homologue allant, selon les lots
de sérum, de 1.000-a 100.000. D.S.M.

Leur fitrage. terminé, tous ces sérums sont
lyophilisés ‘et conservés ensuite & -150 C. dfin
d'éviter toute baisse du titre des anticorps, no-
tamment des précipitines. ‘

a la précipita-

4) Tech,n‘ique d’h‘émag:gluiinat}ion passive

Nous ne la décrirons pas ici puisqu'elle est
classique (3). CARTER préconise. deux lectures
de la réaction, la premiére au bout de 2 heures
de séjour 4 la température ambiante, la seconde
aprés une nuit au réfrigérateur. - ..

Au cours des quelques centaines d' hemagglu—
tinations, que nous avons pratiquées pour ce fra-
vail, nous n'avons jamais - frouvé de bien grandes
différences entre les résultats des deux lectures
ef nous avons aftaché la plus grande importance
a la premiere, bien qu'en général le séjour au
réfrigérateur ait augmenté d’une dilution le
fitre d’hémagglutination.

5) Précipitation en milieu gélifié

Nous avons utilisé deux méthodes : -
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a) la précipitation en cuves a faces paraliéles ! E. J. LAZEAR et Coll. (4); il contient, par litre,

selon la technique de OUDIN (7), c'est-a-dire la
diffusion double, dans le milieu suivant :

gélose noble Difco ............. é6g
merthiolate ................... 01gapH7
CINa ... 85¢g

eau distillée QS ... ... ... ...,

b) la précipitation en plaque de gélose coulée
en boites de Pétri. Sérums et antigénes sont distri-
bués dans des alvéoles distantes. de 6 mm les
unes des autres.

Le milieu gélosé est ici celui qui est décrit par

17,5 g de gélose noble Difco, seule modification
par rapport au milieu précédent. Aucun colo-
rant n'y est incorporé. R
Plaques et cuves sont laissées a la température
du laboratoire et la lecture n'est jamais faite
avant 48 heures ; c’est souvent au bout de 3 a
4 jours que les lignes de précipitation sont les plu
nettes. ‘

6) Séroprotection de la souris
Nous avons appliqué intégralement la mé-

- thode de ROBERTS (8) ; I'inoculation virulente

TABLEAU I

Réactions croisées entre les souches de référence du type I ou B utilisées.

Antigénes Dilution des sérums :
capsulaires
des souches : | 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 |
1°) Sérum anti-215 (I Roberts)

215 4 4 4 4 4 4 4 4 1 0
1305~1 4 4 4 4 4 4 4 4 1 0
55129 4 4 4 4 4 4 4 1 o

Ry 4 4 4 4 4 4 4 4 2
2°) Sérum anti-55129 (B I P.)
55129 4 4 4 4 4 4 3 2 2 2

215 4 4 4 4 4 4 3 2 1 0
1305-1 4 4 4 4 4 4 4 1 0 0

Ry 4 4 4 4 4 4 3 0 0 0
30) Sérum anti-Ry (I Hessarek)
Ra 4 4 2 £ 2 4 4 4 2 1

215 4 4 4 4 4 4 4 2 0 0
55129 4 4 4 4 4 4 4 2 0 0
1305-1 4 4 4 4 4 4 4 4 2 0

4°) Sérum anti-1305-1 (B Carter)
1305-1 4 4 4 4 4 4 4 4 4 2

215 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
55129 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3

Ra 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

N. B. : La notation du degré d’hémagglutination est -

indiquée par un chiffre correspondant au nombre de croix

=4

=2
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Dans ce tableau et ceux qui suivent, les dilutions de sé-
rum indiguées ne sontpasterminales ; le mélange antigene.
sérum se faisant & volume égal, ta dilution terminale est

* double de celle indiquée en haut du tableau.
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est faite par voie inira-péritonéale 24 heures | entre ces souches, ainsi qu'en Tem0|gnen'r les

aprés I'injection sous-cutanée du sérum & tester
et les résultats sont notés au bout de 3 jours. L'ino-
culation d'épreuve peut se faire aussi par voie
sous-cutanée, mais la période d'incubation’ est
plus longue et |é test se prolonge pratiquement
une semaine avant que ses résultats rejoignent
ceux que-|'on obtient en infectant les souris par
la voie péritonéale.

RESULTATS

Ce sous-groupe B ayant été mis en évidence
par la technique sérologique d’hémagglutina-
tion, c’est cette méthode que nous avons d'abord
employée pour dégrossir le probléme ; les autres
tests sont venus ensuite confirmer les conclusions
de celleci. ‘ l

A. Sérotypie par hémagglutination

Les sérums de référence sont les sérums anti-
215, anti-R,, anti-55129 et anti 1305-1 ; ils peu-
vent s'employer indifféremment a des fins de
contréle, car les réactions croisées sont parfaites

| épreuves résumées dans le tableau |.

Ces sérums, considérés donc comme des réac-
tifs spécifiques du groupe sérologique de Pas-
teurella multocida responsable de la pos’reurellose
septicémique des bovins, n aggluhnent pas {ou a
des fitres bien faibles) les hématies O sensibili-
sées par les antigénes capsulalres de nos souches
africaines, comme le monire le' tableau II,
sont' consignés les résultats obTenus dvec !e sé-
rum anti-55129.

Avec les trois autres sérums de référence, les

- résultats sont identiques, les réactions sont néga-

tives. ’

Lorsque nous effectuons la réaction inverse,
hémagglutination par un sérum anti-variant
africain, les résultats s'inversent a leur tour de
fagon trés réguliére. ‘

Le fableau lll résume les tests d'hémaggluti-
nation effectués avec le sérum anti-P,

Pratiquement, on n'observe aucune hémagglu-
tination avec les antigenes des souches classiques
de type B ; parfois, et surtout aprés un séjour

TABLEAT II - Agglutination par le sérum anti-53129 (anti-3) des hématies
sensibilisées par les antigines africeains. ;

Sntigbnes Dilutions du sérum : ‘
capsulaires

des souches : 1/5  1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 .1/320 1/640 1/1280 1/2560

1) de référence

55129 (B I.P.) | 4 4 4 4 4 2 2

215 (I Reverts)t 4 4 4 ' ‘4 3

2) africaines
Cq -0 0 0 0 0 0 [¢} o} 0 0
Py traces 0 o] 0 6] 0 0 o 0 0.
P3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.
Py 0 0 o] 0 0 ] 0 0 0 ) ‘
Pg 0 0 [¢] 0 0. 0  D 0 0 0
P7 0 0 0 0 0 0 0 4] 0 0 :
Pg 0 o] 0 0 0 o] ¢} 0 0 0
P11 2 o} 0 0 0 0 0 0 0 0:

Bouar traces [¢] [¢] 0 [¢] o] 0 0 0 0

Hy traces o} 0 0 0 0 0 [0} 0 0
H3 traces: 0 0 -0 0 0 ‘ 0 0 0 4]
m, traces 0 0 0 0 0 0 0 0 0
i ) ' 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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TABLEAU III - Agglutination par le sérum enti-P2 des hématies semsibilisdes
par les antig®mnee afriocains.
Antigdnes Dilutions du sérum :
capsulaires
des souches t 1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560
1) de référence
1305-1 (B Carter)| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
55129 (B I.P.) 1 0 0 0 0 ] 0 0 ] 0
215 (I Roberts) | 0 0 0 0 0 0 ] 0 ] 0
Ry (I Hessarek) | 1 1 traces 0 0 0 0 0 0 0
2) afrioaines
Cy 4 4 4 4 4 4 4  traces [ 0
Py 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
P3 4 4 4 4 4 4 4 2 0 0
Py 4 4 4 4 4 4 4 4 0 0
Pg 4 4 4 4 4 4 4 4 1 0
P7 4 4 4 4 4 4 4 4  traces traces
Pg 4 4 4 4 4 4 4 3 0 0
Py 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Bouar 4 4 4 4 4 4 4 3 2 2
Hy 4 4 4 4 4 4 4 4 4 2
Hz 4 4 4 4 4 4 4 4 3 3
Ny 4 4 4 4 4 4 4 4 4 3
N, 4 4 4 4 4 4 4 2 2 2
d'une nuit au réfrigérateur la réaction est posi- ! Sérum anti-1305-1 Suspension bactérienne
1 1 ‘ concentrée
tive @ un titre faible, au — , au == et méme qu "
10 20 (opacité no, 45 Brown)
1 , — —
-— , C¢& C|UI est sans commune mesure avec ICS
40. 1 ml et 1 ml
titres obtenus avec les antigénes des souches afri- 1 ml » 2 ml
caines. 1 ml » 3mi
Ces résultats sont trés réguliers ; les sérums 1 ml » 4 ml

anti-P,, Pg et Py, nous ont fourni des résultats
identiques.

L'« hémagglutinogéne » de ces souches est
donc bien différent de celui des souches de réfé-
rence du groupe B, ce qui est confirmé par les
épreuves d'absorption des sérums.

L'absorption du sérum anti-B (1305-1) a été

Aprés un séjour de 4 heures a I'étuve a 370
(avec agitation a intervalles réguliers) et une
forte centrifugation, le sérum surnageant ne

montre, dans tous les mélanges, aucune baisse du

~ titre d’hémagglutination pour I'antigéne 1305-1.

faite successivement par les souches P, et P;, en |
mélangeant immunsérum et anfigénes selon des -

proportions variables afin d'obtenir un opti-
mum d'absorption, selon le protocole suivant :

Le sérum anti-215, absorbé par les souches Py,
P11 H; et Hy selon le méme procédé, se révéle
autant hémagglutinant pour 'antigéne homolo-
gue qu'avant |'absorption.

Inversement, les sérums anti-P, et anti P;; ab-

; sorbés par les souches 215 et 1305-1 conservent
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TABLEAU IV - Hémagglutination par le sdrum anti-Py absorbd. -

‘ Dilutions des sérums
Sérums
1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 1/5120
Py 4 4 4 4 4 4 1 0 0
Py absorbé paxr la
T onche 215 4 4 4 4 4 4 2 0 0
P~ absorbé par la
T eouche 1 3051 | 4 4 4 4 4 4 0 0 0
P~ sheorbé par la
" souche H3 0 ) 0 0 0 0 0 0 0

leur titre hémagglutinant, alors. que leurs anti-
corps disparaissent si 'absorption est faite par
une souche africaine, Hy par exemple, comme le
montre le tableau V.

Dans cet exemple, |'absorption du sérum P,
par la souche H, a été fotale ; avec d’autres
souches du méme type, I'absorption a été par-
tielle, importante certes mais non totale, le titre

1T .1 1
7286 ¢ 20 °Y 80 -

Il 'est cependant possible, par une seconde ab-
sorption, de faire disparaitre complétement les
agglutinines,

A notre avis, si toutes nos souches du type
africain  possédent qualitafivement e méme
antigéne capsulaire, elles n'en sont pas égale-
ment riches, peut-étre simplement parce que nous
les conservons depuis des époques différentes,
qu'elles n'ont pas subi toutes le méme processus
de conservation ou le méme nombre de subcul-
tures et que par conséquent des variations quan-
titatives de leurs antigénes communs existent
vraisemblablement.

C’est pourquoi des quantités égales de germes
de souches différentes, mais du méme type afri-
cain, ne parviennent pas a absorber de fagon
identique les agglutinines d'un méme sérum.

d'hémagglutination tombant de

B. Sérotypie par précipitation en milieu gélifié

Cette méthode met bien en évidence la diffé-
rence de nature des antigénes capsulaires et
confirme exactement ce qui vient d'étre décrit
au sujef de la sérotypie par hémagglutination.

Les résuliars obtenus en cuves a faces paral-
l&les ne different aucunement de ceux obtenus en

boftes de Pétri, mais celles-ci sont plus commodes,
étant donné que I'on peut opposer dans la méme
plaque de gélose un plus grand nombre d’anti-
génes a un méme sérum ou inversement un plus
grand nombre de sérums & un méme antigéne.

Comme le montrent les photographies ci-
contre (fig. 1, 2 et 3), un sérum de type | classique
(anti-=215) donne un arc de précipitation trés
net avec les antigeénes capsulaires des souches
de référence, mais aucun avec les antigénes cap-
sulaires des souches africaines.

fnversement, 'arc de précipitation est net lors-
que les sérums anti-P,, P, Pg et P; sont opposés
aux antigénes des autres souches africaines et
n'existe pas lorsqu’ils sont opposés aux antigénes
des souches de référence.

En outre, I'identité de I'antigéne capsulaire
s'affirme trés sOrement entre toutes ces souches
de provenance bien différente, mais toujours
africaine.

L'arc de précipitation peut éfre « deviné » au
bout de 24 heures; c'est le plus souvent en 48 a

. 72 heures qu'il se constitue de fagon nette, pour

les sérums de titre précipitant moyen.

I arrive cependant, ¢'était le cas de notre sérum
anti-Py,, d'obtenir des lignes de précipitations
trés neftes en 24 heures ; le sérum doit alors
&tre considéré comme excellent.

Pour la grande majorité de nos sérums, un
seul arc de précipitation apparait lorsqu’ils sont
opposés aux antigénes capsulaires: préparés
selon la méthode de CARTER ; il est trés dense
et bien dessiné, mais il est fréquent de le voir se
résoudre au bout d'un temps assez long (une
semaine environ) en un faisceau de plusieurs
lignes étroitement accolées, qu'il est souvent
difficile de dénombrer (en général, 3 lignes).
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- Ficrres 1, 2 et 3.

Précipitation en milieu gélifié (boftes de Pétri).

Les sérums sont centraux : anti-215 pour la figure |,
anti-Py; pour les figures 2 et 3.

Les antigénes spécifiques sont périphériques : I'anti-
géne 215 est celui de la souche 215 de Roberts (type 1),
I’antigéne B est celui de la souche 1305-t de Carter (type B).

Les souches P proviennent du Cameroun, les souches
N de Nigeria, la souche Hy du Sénégal, la souche H,, de
Cote d'lvoire et la souche H,, de Guinée.

Pour quelques sérums (anti-P, et anti-P, par
exemple), il existe d'emblée unfaisceau trés régu-
lier de 3 arcs de précipitation, comme si |'anti-
géne « capsulaire » utilisé pour la sérotypie pou-
vait se décomposer en 3 fractions antigéniques
distinctes auxquelles correspondent 3 anticorps
élaborés par le lapin lors de son immunisation,
ce qui rejoindrait I'observation faite par LON-
DON et YAW (5) selon laquelle il y aurait deux
ou trois substances polyosidiques ‘capsulaires.

Mais il est impossible d’affirmer, étant donné
le mode de préparation assez grossier de ['anti-
géne servant a |'hémagglutination, que les trois
lignes de précipitation observées ici corres-
pondent @ 3 antigénes rigoureusement capsu-
laires ; il serait bien étonnant que des antigénes
somatiques solubles ne soient pas présents, en
tres faible quantité sans doute, dans le surna-
geant employé.

Quoi qu'il en soit, la précipitation en milieu
gélifié met trés bien en évidence la non identité
des antigénes utilisés pour la sérotypie selon la
méthode de CARTER : elle montre aussi I'ab-
sence, dans ces derniers, de tout antigene com-
mun au type | et au variant africain.

L'absorption des sérums de type | classique par
les antigénes africains (et inversement des sé-
rums africains par les antigénes de type I) ne mo-
difie pas les lignes spécifiques de précipitation.

C. Sérotypie par protection de la souris

Les différences antigéniques mises en évidence

. par la précipitation en gélose et I'hémaggluti-

nation passive ufilisant une méme préparation

¢ (antigéne « capsulaire » de CARTER) étaient-
* elles révélées également par la séro-protection

des souris ?

Nous pensions initialement que des fractions
antigéniquessomatiquesimmunigénes, communes
au type B et au variant africain, devaient provo-
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TABLEAU V

Test de séroprotection -
Souris éprouvées par la souche P, (Cameroun)

Sérum testé Nombre Souche infectante : Pp Résultats
et quantité utilisée | de souris . Doses d'épreuve "+ =mort - = survie
5 0,1 ml d'une dilution 10~
enti~215 ., 0,05 ml 5 0, miL " " 1078
5 0’1 ml 1] [ 10‘7 ‘ -
10 0,1 ml d'une ailution 1074 | +'+ F A+
anti-Ry ... 0,05 ml 5 o mi " CRRT il R
5 0,1 ml. " " 10'7 -
anti-P, ... 0,02 ml 2 0,1 ml d*une dilution 10_4 -

0,1 ml d'une dilution ‘IO-8 - — -

Témoins 7
0yl ml " " 10 + 4+
N. B. : Le nombre des souris protégées par le sérum anti-P, (a titre de contrdle) est ici. frés msuff‘sant
c'est un de nos premiers essais de dégrosmssage.
TABLEAU VI
Test de séroprotection.
Souris éprouvées par la souche Py4 (Cameroun)
Sérun testé Nombre Souche infectante : Pyy Résultats
et quantité utilisée |de souris ~Doses d!épreuve + = mort - = survie
‘ 16 0,1 ml d'une dilution 1074 R
anti-215(I) 0,05 ml FEE o+
6 01 m " w9077 -
anti-1305-1(B) 0,05 m| 10 0,1 ml d'une dilution 1074 PN
‘ : +oh
0,1 ml d'une dilution 107 | = ===~ _
anti-P7 .... 0,05 ml ’ i 4 ‘ T
0,11!11 n n 10’ —_—— - -
6 0,1 ml d'une dilution 1077 M e
anti-Pg .... 0,05 ml ’ .
6 0’1 ml " " 10 ______ .
. -8 .
9 0,1 ml d'une dilution 10 + 4+ 4+ +° 4
‘ + o+ + o+
Témoins 9 01 mk " " 1077 .
++ + +
6 0,1 m2 " 1078 T EE X

N.B. : La quam‘iié de sérum ufilisée par souris (0,05 ml) | différence entre la protection contre la souche homologue
dans nos expériences est celle qui nous a fourni, compte | et la protection contre la souche he’rerologue, pour une
tenu de la valeur protectrice moyenne de nos sérums, les | dose infectante de 10.000 DSM.
résultats les plus significatifs, c'est-G-dire la plus nette
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quer chez le lapin la formation d'anticorps pro-
tecteurs communs et donc rendre difficile, sinon
impossible, I'appréciation d'une différence dans
le degré de protection des souris : « a priori »,
nous nous attendions donc @ une résistance
croisée partielle importante.

L'expérience montra qu'il n'en était rien ; la

méthode de ROBERTS peut servir aussi a dis-
tinguer le type | classique du type africain.

TAELEAU

Comme l'indiquent les tableaux V et VI, les
sérums de référence anti-215, anti-R, et anti-
1305-1 ne protégent pas conire les souches afri-
caines, alors qu'ils protégent contre 10.000 DSM
en moyenne de n'importe quelle souche de type |.

D’autre part, les sérums anti-variant africain
ne protégent pas ou peu conire les souches de
type | (voir le tableau VII), alors qu’ils sont trés
efficaces contre I'infection homologue.

Vi1

Test de séroprotection.

Souris éprouvées par la souche 215 (I de Roberts)

Sérum testé Nombre Souche infectante 3 215 Résultats
et quantité utilisée | de souris Doses d'épreuve : + = mort - = survie,
anti-215 ... 0,05 ml 10 0,1 ml d'une dilution 10" + = - -
anti-1305-1 0,05 ml 10 0,1 ml d*une dilution 10“4 + - - -
anti-Pyy ... 0,05ml| 10 | 0,1 ml d'une dilution 1074 PR

+ ot -
anti-Py ... 0,05 ml 10 | 0,1 ml d'une dilution 107% PR
+ 4k -
anti-Pg ..., 0,05 ol 10 10,1 ml d'une dilution 10~% PPN
e
N : -8
Témoins 5 0,! ml d'une dilution 10 + + + - =
5 C,t ml " 1077 o+

TABLEAD VIII

Pouvoir protecteur du sérum anti-Pyq absorbé par 1l*antigéne B.

Sérum testé Yombre Souche infectante : Py1 Résultats

et quantité utilisée | de souris Doses d'épreuve + = mort - = survie
anti-Pyy ... 0,05 ml 10 |0,1 ml d'une dilution 10%| = - o .-
anti-Pyy absorbé par 10 | 0,1 ml d'une dilution 107+ - - -
la souche 1305-1(8)| | 1 Lo __-2
anti-B ....,. 0,05 ml 12 0,1 ml d'une dilvtion ‘IO_4 + 4+ 4+ ++
4+

N. B. : La dose sGrement mortelle est ia méme que dans
Vexpérience du tableau VI : 0,1 mi & la dilution 10-8 et la
dose d'épreuve est donc ici de 10.000 DSM.
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- Le sérum anti-P,,, absorbé par la souche 1305-
1 (B) ne semble pas avoir perdu ses anticorps
protecteurs, comme I'indique l'essai du tableau
VIII'; aussi peut-on croire qu'il existe bien des
anticorps pro’rec‘reurs spécifiques du groupe afri-
cain,

De fagon paraliéle, le sérum anti-R, absorbé

par la souche P,y conserve tout son pouvoir pro-

tecteur contre ['infection par une souche de type
l, tandis qu'il le perd aprés absorption par la
souche 1305-1 (B).

COMMENTAIRES

Les 21 souches étudiées au cours de ce travail
ne different aucunement, rappelons-le, par leurs
caractéres biochimiques et leur pouvoir patho-
géne (6) des souches de type B.

Elles constituent un groupe trés homogéne par
leur comportement antigénique ; aucune d'entre
elles ne nous a permis d’obtenir un immunsérum
agglutinant les hématies sensibilisées par I'anti-
géne B (sinon & un taux trés faible), comme ce
fut le cas pour la souche du Congo ex-belge qui
permit & CARTER de formuler I’hypothése d'un
variant B africain et donc d'apparenter ce va-
riant au groupe B classique (1).

Nos expériences d'hémagglutination et de
séroprotection croisées nous conduisent actuel-
lement & établir les relations du type B et dutype
africain selon le schéma suivant :

Sérum anti-B - antigéne T. africain = réac-
tion négative.

Sérum anti-B contre souche T. africain = au-
cune protection,

Sérum anti-T. africain 4 antigéne B = réaction
faiblement positive.

Sérum anti-T. africain contre souche B = pro-
tection minime, mais non nulle.

Tout se passe donc comme si I'équipement
antigénique du variant africain était un peu plus
complet que celui du type B classique, puisqu'il
semble induire la formation d'un faible taux
d'anticorpsanti-B, anticorps que nous n’avons
d'ailleurs pas réussi & mettre en évidence par
la précipitation en gélose.

La trés grande netteté des résultats obtenus
par cette derniére méthode, étayés par ceux que
fournissent les deux techniques actuelles de sé-
rotypie, nous conduit & penser que ce type
africain n’est sans doute pas un sous-groupe du
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type B, mais une entité sérologique réelle qui
doit s'ajouter aux 4 types classiques connus,

Par ailleurs, les premiers résultats d’une étude
immuno-électrophorétique que nous poursuivons
actuellement nous indiquent la disparité des
antigénes du type africainet de ceux du type B.

Du point de vue pratique, la distinction entre
le type B et le type africain nous apparalt- trés
importante.

Tout d'abord il est nécessaire que les labora-
foires de diagnostic ob la sérotypie des Pasteu-
rella est effectuée, puissent reconnaltre au moyen
d’'un immunsérum spécifique les souches afri-
caines bovines qui risquent d'&fre classées nen
typables si I'on emploie les quatre sérums-types
classiques, qu'il s'agisse de ceux de ROBERTS
ou de céux de CARTER,

Ensuvite, la préparation du vaccin contre la
pasteurellose septicémique des bovins en Afrique
devra utiliser les souches locales, ce qui est
d'ailleurs I'habitude dans nombre de labora-
toires; mais il arrive que des souches de référence
du type | de Roberts, d'origine non africaine,
connues pour leur pouvoir quhogene et immu-
nigéne, soient employées.

Le meilleur exemple que nous connaissions est
celui de la souche Insein, d'origine asiatique,
révélée par les fravaux de Bain et fort utilisée
par la suite pour la production du vaccin anti-
pasteurelliGue bovin dans de nombreux pays ;
nous savons, pour |'avoir testée en 1958 en Afri-
que Centrale sur de jeunes zébus, que les résul-
tafs ne furent pas trés satisfaisants : il n'y avait
pas une réelle immunité croisée conférée par la
souche Insein vis-d-vis des souches du Cameroun
et inversement. Ce semi-échec fut alors mis au
compte d'une dégradation du pouvoir immuni-
géne de certaines souches, mais nous croyons
auvjourd’hui que I'explication réelle est trouvée:
les types antigéniques sont différents.

Nous savons aussi que dans d'avtres pays ol
la méme souche Insein fut employée, des résul-
tats peu favorables, comparables aux nétres,
furent observés; tout en faisant la part des ris-
ques de dégradation de la souche, due a des
repiquages intempestifs ou de mauvais procédés
de conservation, il est permis de supposer, a la
base de ces déceptions, le méme processus: la
souche vaccinale n'est pas antigéniquement sem-
blable aux souches locales.
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CONCLUSIONS | pas typables par la méthode d'hémaggiutination
' de CARTER, nipar la méthode de séroprotection
L'étude sérologique de 21 souches de « Pas- de ROBERTS.
teurella multocida », isolées dans divers pays
africains, chez des bovidés morts de pasteurel-
lose septicémique, monire que ces souches ne
sont pas identifiables au type | de ROBERTS ou |
B de CARTER, jusqu’alors considéré comme le
seul responsable de la septicémie hémorragique

2) la préparation du vaccin contre la pasteu-
rellose bovine africaine exige |'utilisation des
souches locales qui ne peuvent étre remplacées
par les souches du type | ou B classique, étant
donné l'absence d'immunité croisée.

vraie du bétail. Service de microbiologie
L’hémagglutination passive, la précipitation Institut d’élevage et de médecine
en milieu gélifié et la séroprotection de la souris - vétérinaire des pays fropicaux

fournissent des résultats concordants qui font !
conclure a I'existence d'un type africain de « Pas- -
teurella multocida», antigéniquement treés diffé-

rent du type | classique. ‘ REMERCIEMENTS
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SUMMARY

A Contribution to the Study of Immonology in Pasteurella multocida Infections
The existence and importance of a Sub-group B, the cause of bovine Pasteurellosis in Africa.

Twenty-one strains of P. multocida from several countries in Africa, isolated from fatal cases of
the disease in bovines, have been studied serologically. This has shown that these strains were not
identifiable as type | Roberts or type B (Carter) hitherto believed to be the sole causes of frue bovine
haemorrhagic septicaemia.

Passive haemagglutination, agar-gel precipitation and mouse protection tests have provided
corroborative evidence which leads to the conclusion that there exists an African type of P. multocida
which differs considerably antigenically from the classical type I.

This african type has been recovered from the following northern tropical areas of Africa viz.
Senegal, Mali, Guinée, lvory Coast, Nigeria, Cameroun and the Central-African Republic.

It is possible that the classified type 'B’ may also occur in these countries but to-date, no strain
has been isolated or received by us.

Two points of practical importance emerge from these facts.

(i) Serotyping of this strain will require the specific immune serum since they cannot be typed
by Carter's method of haemagglutination nor by Roberi’s sero-protection method.

(ii) As there is no cross-immunity between this new strain and that of the type | or B classical
strains, bovine pasteurellosis vaccine for use in Africa should be prepared from local isolates.
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RESUMEN

Coniribucion al estudio inmunoldgico de Pasteurelia muitocida.

Existencia e importancia de un sub-grupo B agente de la pasterelosis de los bovidos africanos.

El estudio serologico de 21 cepas de Pasteurella multocida, aisladas en diversos paises africanos
de bovidos muertos de septicemia hemorragica, demostré que tales cepas no se identifican con el
fipo | de Roberts o B de Carter, hasta enfonces reconocida como la unica responsable de la verda-

dera septicemia hemorragica de los animales.

La hemoagiutinacion pasiva, la precipitacion en medio solido y la seroproteccion del ratén,
proporcionan resultados concordantes que conducen a la conclusion de la existencia de un tipo
africano de Pastfeurella multocida muy prosimo sin duda al tipo B clasico, pero antigenicamente dife-

rente.

Este tipo africano se encuentra en los paises siguientes

: Senegal, Mali, Costa de Marfit, Nigeriq,

Camerun y Africa Central en lo que se refiere al Africa tropical nordica.
Es posible que el tipo B clasico exista igualmente en estas regiones pero hasta el presente noso-

tros no hemos aislado ni recibido ninguna cepa.

Practicamente se desprendren dos consecuencias importantes :

1) La tipificacion serica de estas cepas exige el empleo de un suero inmune especifico, pues ellas
no se identifican por el metodo de hemoaglutinacion de Carter, ni por el metodo de seroproteccion

de Roberts.

2) La preparacion de vacuna contra la pasterelosis africana de fos bovidos exigira la utiliza-

cion de cepas locales ;
la aurencia de inmunidad cruzada.

tas que no pueden ser reémplazadas por las cepas del tipo | o B clasico, dada
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