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ARTICLES ORIGINAUX

Les réactions d’hémagglutination et d’inhibition
de I’hémagglutination avec le virus

de la peste équine.

Limites de leur interprétation.

par Y. MAURICE et A. PROVOST

RESUME

Les auteurs ont montré I'influence des différents paraméires entrant en jeu
dans les réactions d'hémagglutination et d'inhibition de I'hémagglutination

avec le virus de la peste équine

: antigéne, globules rouges, pH, protamine,

tampon. Au terme de ceffe éfude ils constatent qu’un certain nombre d'exigences
doivent &tre respectées pour que ces deux réactions ajent toute leur valeur.

En 1961 et 1963 PAVRI (3) puis PAVRI et
ANDERSON (4) ont montré la propriété hémag-
glutnante du virus de la peste équine ef la
spécificité de la réaction d'inhibition de I'hé-
magglutination. En 1964, cetie réaction a éteé
utilisée au Laboratoire de Farcha pour une
enquéfe sérologique. |l s'est alors avéré que
cette fechnique d'investigation était délicate.
kn effet, pour que la réaciion d’hémagglutination
et d'inhibition de I'hémagglutination rende des
services en matiére d’investigafion sérologique
dans la peste équine, elle doit ére condvite
avec rigueur en respeciant cerfaines exigences
techniques. Les limites bien précises de cefte
réaction ont éié étudides et |'accent a été mis
sur importance revenant & chacun des para-
metres de la réaction. Les résultats de ces obser-
vations forment I'objet de cette note.

En effet, la préparation des antigénes entrant
dans la réaction d'hémagglutination due au
virus de la peste équine esf, pour certains
types de virus, tributaire de protamine ; sa
présence géne considérablement la lecture de
I'agglutination directe. C'est ainsi que I'agglu-
tination optimale dv virus de la peste équine

se faita pH 6,4 mais & ce pH et surtout aux pH
inférieurs a, 64 la protamine possede une
propriété aggluiinante pour les globules rouges
de cheval. Dans cetie étude il a été recherché
en parficulier la part exocte revenant & la
protamine dans ce phénoméne ainsi que dans la
réaction d'inhibition de ['hémagglutination.

MATERIEL

19 Le virus : Les virus de type 9 (souche
89/61), 6 (souche 114), 1 (souche A 501), et 2
(souche OD) ont été utilisés.

2¢ Les antigénes Aprés inoculation des
souches de virus par voie infracérébrale, les
antigénes ont été préparés &4 partir de cerveaux
de souris ou de souriceaux nouveau-nés et
de cerveaux de cobayes, maorts de peste équine
ou prélevés au stade final de la paralysie.

30 Les globules rouges : Des giobules rouges
de cheval, de beceuf, de moutons, de chévre, de
porc, de poule, de lapin, de rats, de cobayes, de
souris ef d'oie ont & ufilisés,

40 Les sérums : Pour effectuer les réacfions
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d'inhibition de ["hemuagglutination les sérums
a examiner sont traités systématiquement par
une suspension a 25 p. 100 de kaolin lavé aux
acides, suivant la fechnique de CLARKE et
CASALS (1), pour épuiser les inhibiteurs non
spécifiques. L'extraction au kaolin a été retenue
parce qu'elle est réputée donner d'aussi bons
résultats que I'extraction & I'acétone ef qu'elle
est beaucoup plus commode & réaliser,

LES TECHNIQUES

10 Les anfigénes
ont été essayés :

Les antigénes suivants

— antigéne au fréon 113 obtenu en ufilisant
la technique que PORTEFIELD et ROWE (5)
emploient pour la préparation des aniigénes
fixani le complément avec les arbovirus ;

— antigéne de Delpy pour les virus Cox-
sackie (2) ;

— antigénes acétone-éther, acétone-éther-pro-
tamine, alcalin 10 p. 100 et 20 p. 100, alcalin-
protamine, sucrose-acétone, sucrose-acéione-
protamine.

Ces six derniers anfigénes ont été préparés
suivant la technique de CLARKE et CASALS (1)
mais le taux d'agglutinafion maximum avec
I'antigéne sucrose-acétone a été obtenu en
utilisant uné technique légérement modifie.
Cette méthode est celle employée a !'Institut
Pasteur de Dakar pour ['étude de certains
arbovirus; c'est également la technique utilisée
a I'East African virus Research Institute. Quant &
I'antigéne au fréon 113 et I'antigene de Delpy,
ils ont été préparés en suivant les fechniques
décrites par ces auteurs,

Les dilutions d'antigénes ont été faites en
tampon phosphate pH 2 ou en tampon pH 9
40,4 ou 0,2 p. 100 d"albumine.

20 Les globules rouges et le pH @ On utilise
des concentrations de ¢,3 p. 100, 0,4 p. 100 cu
0,5 p. 100 de globules rouges en suspension
dans un tampon phosphate tel qu'aprés addi-
tion d'un volume éqal d'antigéne fa réaction
ait lieu au pH 6, 6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7, 7.2

3° La température d'incubation : L'expéri-
mentation a été conduite & des températures de
4 40C, 25°C, 37 °C pendant des temps varia-

bles. La réaction est faite soit en tube sous le
volume total de 0,8 ml, soit en plagque de plexi-
glass sous [e volume total de 0,4 ouv 0,8 ml.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

I. — Réaction d’hémagglutination

19 Mature de I'antigéne :

Seuls les antigénes sucrose-acétone-protamine
et alcalin-protamine ont donné des résultats
posififs et ceci uniquement avec les fypes 9
(89/61), 6 (114) et 1 (AS01). Le maximum d'ag-
glutination s'observe aprés une heure et demie
d'incubation & 37 °C. L'antigéne sucrose-acétone-
protamine & 5 mg de protamine par ml d’anfi-
géne préparé a partlr de cerveaux de souriceaux
morts de pesfe équine d type 1, permet d'obtenir
des agglutinaiions aux dilutions 1/256 voire
méme 1/512. L'antigéne souriceau est meilleur
que I'antigéne extrait de cerveaux de souris ou
de cobayes.

20 Influence des globufes rouges :

Seuls les globules rouges de cheval sont
agglutinés par le virus de la peste équine (ta-
bleau I). La concentration optimale pour la
lecture de la réaction est 0,4 p. 100 de globules
rouges. ‘ ‘

30 Influence du pH :

L'agglutination est foujours maximum, quel
que soit le type de virus, au pH 6,4.

4o fnfluence de lo fempéroture d’incubation :

La température de 37 °C représenfe la tem-
pérature optimale pour les réactions d'hemag-
glutination et d'inhibition de I'hémagglutination.

50 Influence de la protamine,

La préparation de la plupart des antigénes de
la peste équine pour la réaction d'hémagglu-
tinatton et d'inhibition de I'hémagglutination
étant tributaire du traitement & la protamine,
on a voulu connalire la phr’r exacte revenant &
la protamine et au virus lui-méme dans ces
deux réactions, ’ -
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TABLEAT Nel
Influsnee de la nature des globules rouges

se G-R. Chevsl | Boeuf Oie | Mouton |Chévre | Pore IPoule | Lepin Rat {Cobeye fScuris
Ag Flurocarbone 1) 4] 0 o o} 0 Q 0 o} 0 3]
Ag Acétone dther o 0 0 [+] C c 0 ] 0 0
Ag Aoétone Sther protemine 0 0 0 ¢ o] ] 0 0 [ 0 0
Ag Sucrose acétons 0 0 0 0 ) ] 0 ) o 0 0
bg Suerusewacétone protamine] 4+ o 0 o o 0 0 ;0 o 0 4]
4g aleslin 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0
4g alcalin protamine’ -+ [} o [s] 0 4] 0 [} 0 o] 0
TABLEAU NoII

Influence de la dose de protamine et du pH sur l'action hémagelutinante de la protemine.

e 1/1 1/2 1/4 | 1/8 1/16 | 1/32 | 1/6a | 1/128 [1/256 | 1/512 | Témoin

o8 aR
+ + - - - - - - - - -

+ + + _: - - - - - - -

pH & + + + + + - - - - - -
+ + + + + + + + + + -

+ + + + + + + + + + -

+ _‘: - - - - - - - - -

+ + + - - - - - - - -

pl 6,2 + + + + + - - - - -
+ + + + + + + + - - -

+ + + + + + + + _ - -

+ - - - - - - - - -

. + + * - - - - - - - -

pH 6,4 X + + + + - - - - - - -
' + + + + - - - - - -

+ + + + + + - - - - -

+ - - - - - - - - - -

+ + - - - - - - - - -

pE 6,6 + + + - - - - - - - -
+ + + + - - - - - - -

+ + + + + - - - - - -

-+ - - - - - - - - -

+ + - - - - - - - - -

pH 6,8 + + + - - - - - - - -
+ + + - - - - - - - -

+ + + + - - - - - - -

+ - - - - - - - - - -

+ - - - - - - - - - -

pH7 + + - - - - - - - - -
+ + + - - - - - - - -

+ + + - - - - - - - -

Notation : + hémegglutination totale; + traces d'hémagglutination.
~ Réaption effectude aveo un sntigtne témoin spuris alcalin 20 p.100

Diluant albumine & 0,4 pai

- {ére ligne :

- 2@ L - -
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-~ 48 " 1 5 "t
- oe 16,25 M
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TABLEAU NoIIL

Influence de la qualité de la protamins, du pH et de 1'#ge des souris
servant A la préperation de 1l'antigone.

Ax /2 1/4 1/8 | 1/16 | 1/32 | 1/84 1 1/128 {1/256 | 1/512 | Témoin

. G.R
o { souris + + + + F + + -+ + -
P . souriceau + + + + + + - - - -
souris + + + + + - - - - -
i) protamine 2 3OUT1CEeal + + - - - - - - - -
- spuris + + + + + + + - - -
5,7 pro?: aine 5 souriceau + + + + - - - - - -
: : souris + + + + + + - + - -
protemine 4 souriceau + + + + + + + - - -
5 souris + + + + + + + - - -
protamine 1 souriceau + + + + + - - - - -
: sourla + + + + + - - - - -
H PrOt e 2 sguricaan - - - - - - - - - -
I souris + + + + + + + - - -
6  proiamine 3 souricean + + " + - - - - - -
rotamine 4 souris + + + + + + + + - -
P scurlceau + + + + + + - - - -
SQUILE + + + + + + + - - -
pratenins 3 souriceau + + + + + * + - - -
: aguris + + + + + - - - - -
B prot 2 souriceau - - - - - - - - - -
) i + + + + + + + - - -

6,2 sourls
y2 protamine J souricesn | | + + + + - - - - - -
. gouris + + + + + + + + - -
pratamine ¢ souriceau + + + + +.1 + + - - -
: souris + i + +' + + - - - -
protening 1 gourTiceau + + + + + - - - - -
souris + + + + + - - - - -
P protamine 2 sourdcean _ _ _ _ - - _ - _
i + + + + + + - - - -

3 EOU.’FJ.S
4 protamine 3 souricean + + + - - - - - - -
rotamine 4 souris + + + + + + - - - -
B souriceau + + + + + + - - - -
solris + + + + + + - - - -
protemnine 1 aouTicean + " + + + - - - - -
4 sourla + + “+ - - - - - - -
p  protemine 2 souricaan - - - - - - - - - -
. souris + + + + + + - - - -
6,6 protamine 3 souricasu + " + - - - - - - -
otamine 4 souris + + + + + + - - - -
B souriceau + + + + + + - - - -
sauris + + + + + + + - - -
protamae 1 souriceau + 4 + + + - - - - -
souris + + + - - - - - - -
pil  protamine 2 sourlcean = _ M _ . _ _ _ - _
« souris + + + + + - - - - -
6,8 protamine 3 souricesn |+ + - - - - - - - -
robamine 4 acurls + + + + + + - - - -
r souricesn + + + + + . + - - - -
aouris + + + + - - - - - -
protamne 1 souricean + + + + - - - - - -
pourie - - - - - - - - - -
FH protamne 2 souTicesy - - - - - - [ - - -
. souris + + + - - - - - - -
1 prot e 3 aouriceau - - - - - - - - - -
Bouris + + + * + - - - - -
pratemine 4 [ — + + + + - - - - - -

Notatian : + = sgglutination totale ; -~ = absence d'agglatination.
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a) Influence de la quantité de protamine
utilisée dans la préparation de I"antigéne sucrose-
acéfone-protamine et alcalin-protamine.

Des cerveaux de, cobayes ou de souris non
inoculés avec le virus de la peste équine subis-
sent le fraitement sucrose acéfone ou le traite-
ment alcalin. Les préparations ne montrent
aucune propriété agglutinante pour les globules
rouges de cheval aprés une heure et demie
d'incubation & 49C, 25 oC et 37 oC, ceci aux pH
573 6,62, 64, 6,6 68, 7 et 7.2, que I'antigéne
soit pur ou dilué ; dans ce cas le taux de dilution
ou la nature du dilvant (lampon phosphate &
pH 9, tampon pH ? albuminé &,0,4 ou 02 p. 100}
n'ont aucune influence.

A partir de cerveaux de cobayes et de souris
non ingculés avec le virus de la peste iéquine,
ont &té préparés également des aniigénes
t#moins alcalin-protamine et sucrose-deétone-
protamine en utilisant respectivement 1,25,
2,5, 375, 5 et 625 mg de protamine ipar ml
d'anfigéne ; les dilutions d'antigénes ont été
faites en tampon albumine, Les résultats sont
rapportés dans le fableav Il Les résultats sont
identiques que I'antigéne provienne de cerveau
de souris ou de cobaye, que cet antigéne
soit préparé suivant la technique sucrose-
acgfone-protaming ou  alcalin-profamine.

Sil'on consulte le tableau de PAVRI et ANDER-.

SON (4) vne constatation s'impose. . Le tirage
des types de virus 4 faible titre hémagglutinant
et exigeant de surcrolt de la protamine lors de
la préparation des antigénes (type 5 par exem-

ple} est impossible & réaliser dans ces conditions:

a moins de supprimer par un arfifice quelconque
I'action hémagglutinante de la _protamine.

b) Influence du pH.:
antigénes témoins cerveav de cobaye:et cerveau
de souris non inoculés de peste équine. Ces
antigénes, préparés svivanf la technique sucrose-
acéfone et alealin 10 et 20 p. 109, ont &té fraités
& la protamine. Quelles que soient les quantités
de profamine ufilisées dans les limites précéden-
tes (1,25 & 6,25 mg par ml d'antigéne}, I"action
hémagglutinanie de cette substance est d’autant
plus élévée que le pH est bas. Le' tableay Il
donne déja une idée du rdle du pH. Amnsi au
pH 6,4, pH optimum de la réaction d'hémqgglu-
tination avec le virus de la peste équine, la
protamine uiilisée a une action hemaggluhnunfe
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I} a.té préparé plusieurs’

certaine. Lorsque l'on utilise ce méme lot de
protamine |'action hémagglutinante se manifeste
de fagon constante et réguliére dans tous les
essais. Le tableau Il met egalement en relief;
I'influence du pH

¢) Influence ‘de la qualit¢ dé la protamine
utilisée .: Plusieurs. lots de protamine ont été’
utilisés pour apprécier I'influence de T'origine
du produit. L'antigéne’ utilisé est un antigéne
alealin 20 p. 100 & 5 mg de protamine par mil
d'antigéne. Des cerveaux de souris et de souri-
ceaux non inoculés ont été employés, La réaction
a éte effectuée sans tampon albumine, unigue-
ment avec un tampon phosphates a pH 9. Les
globules rouges sont des globules rouges de
cheval en suspension & 0,5 p. 100. Lincubation
a &k d'une heure et demie 437°C. Lesproiamines
utilisées dans ces expéFiences sont Jes sujvantes :

— Protamine 1 : Sulfate de"pr“o;u'r;nine « Her-
reng » (*}. SRR

— Protamine 2 Sulfate’ de protamine
U. S P, (**).

— Frotamine 3 Sulfate de protamine
B. D. H. (%%},

— Protamine 4 : Sulfate de protamine
B. D. H. mais lot différent du 3.

" Comme [on peut le constater 4 la lecture du

tableav IIl, la protamine ufilisée dans la prépa-
ration des antigénes hémagglutinants ne convient
pas fovjours. Le degré de pureté de cette subs-
tance infervient vraisemblablemeént dans ses
propriéiés aggluhnanfes Ainsi les protamines 1
ef 4 sont & éliminer dans la préparation d'un
antigene hémagglutinant. Le lot de protamine 3
pourra &tre utilisé 'avec précaution, il devra
étre titré avec précision de fagon-a connaitre
la part exacte de celleci dans I'agglutination,
Par contre, le lot de protamine 2 convient frés
bien pour une felle réaction puisqu'en effet
on n'observe aucune agglutination avec un
antigéne de cerveau de souriceau’ lorsque ‘la
réaction a lieu aux pH supérieurs 4.6, en parh-
culier qu pH 64

(*) Serlabo, 26, rue Saint Gilles, Paris 3e,
(**) Mann Research Labdrafofies. -
(***) B.D.H.Ltd.. Poole, Angleterre. '
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TABLEAU NeIV

Influence dg la température d'incubation sur 1'action hémagglutinante de la protamine

b1 et 171 ) 12 | 1/ | s | 1/18 (/32 | /e faf1ae ] a/2s6 | 1/512[1/1024 | Témoln
tigene GR
37°¢ -+ it | et | | +Ht+ | ++ ++ - -
pH
250 ¢ A=t it | AR B o B o o B +i+ + + - - -
6,4 40 C e H+ | e | | e ey + - - - -
TABLEAU NoV
Influenes de 1a nature du diluant sur 1l'action hémegglutinante de la protatine
(sntigbne cervean sourds slcalin 20 p,.100 protdmine)
Antigdhe 11 1/2 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/296 noin
o GR
Uiluant albue
TE nine 0,4p.100 * + + s - - - - -
64 Diluant tampon .
phosphate pH 2 * * N * * + - - -
TABLEAT NevL
Influence de l'héparine sur 1'action hémagglutinshte de la protamine.
1/1 |1/2 /4 |1/8 |1/16 |1/32 |1/es [1/128 |1/256 | 1/512|1/1024 | Témoin
G.B,
Cervesu souria (Diluant tempon
sans protanine (pH g - - - - - - - - - - - -
Clobules rouges (Diluant albumine]| - | - -l =] = - - - - - - -
pon formolés (2 0,4p.100
Cerveau souris {(Diluant tampon - [ = - - - - - - - - - -
gans protamine (pE 9 |
Globutes rougss  {Diluant albuninef = | = -] -1 - - - - - - - -
formolés {a 0,4p.100
Cerveau souris {Diluant tampon + + + +f + + - - - - - -
traité & la (pH 9 ‘
protemine jmg,(qll
d'antigéne
¢lobules rouges {Diluant albumire| + | + - - - - - - - - - -
non formolés (a 0,4p,100 .
Cerveau souris (Diluant tampen + |+ “+ + + + + + + + - -
traité & la . (pH 9
protamine 3mg/nl
g'antigéne
Globules rouges (Diluant alpumine| + + + +| + + - - - - - -
formolés (2 0,4p.100
Cerveau souris (Diluant tampon + + + -1 - - - - - - - -~
Témoin traité (s g
& la protamne
3mg/ml 4'antigdne
Globules rouges (Pilusnt albumine] + + * - - - - - - - - -
formolés + Héparine(h 0,4p.100

444




Retour au menu

d) Influence de 'dge des amimaux servant &
la préparation de l'antigéne.

Les résultats comparatifs obfenus, en utilisant
des souriceaux et des souris adultes sont rappor-
tes également dans le tableav 1. Les souriceaux
utilisés dans cefte expérience sont des souriceaux
de 4 & 5 jours. Avec des souriceaux plus dgés
(hvif jours et plus) I'agglutination non spéafique
est de plus en plus élevée et & partir de 15 &
20 jours elle correspond a cetle de I'antigéne
préparé avec du cerveau de sauris adulies.

On voit tout l'intérét qu'il y a d’utiliser le
souriceau nouveau-né ; d'vne part, le titre en
virus du cerveau est plus élevé, donc le fitre
hémagglutinant est supérieur, d'autre part
{"agglutination non spécifique due  la protamine
est moins marquée qu'avec le cerveau de souris
adulte. |

e) Influence de ia température d'incubation :

On prépare un antigéne alcalin 10 p. 100
protamine (5 mg par ml d'antigéne) & pariir
d'un cerveau de souris non inoculée de peste
équine. Les dilutions d'antigéne sont faites en
dilyant albumine a 0,2 p. 100. La réaction est
lue une heure et demie aprés 'addition de globu-
les rouges de cheval & 0,5 p. 100, Yincubation
étant faite @ 4eC, 25°C et 37°C. On constate
qu'a 49C l'action hémagglutinante de la pro-
tamine est légérement moins élevée qu'a la
température ordinaire ef qu'd 37 °C. Comme on
le verra plus loin celte observation a une appli-
cation pratique dans la réaction d'inhibition de
I'hémagglutination. Ces résultats soni rapportés
dans le tableav IV : ne sont mentionnés sur
ce tableau que les résultats obtenus @ pH 6,4.
En effef, aux pH 575, 6, 62, 64, 66, 68, 7
et 7,2, les différences observées a 49oC, 25°(C
et 37 oC sont de méme ordre.

f} Influence du temps de lecture :
. L'agglutingiion non spégifiqgue  est  stable,
Une fois les tubes ou les plaques sortis de 'étuve,
ou du réfrigérateur, la fecture donne les mémes
résultats aprés une, deux, trois ou plusieurs
heures.

g) Influence du tampon de dilution de I'anfi-
gene ;

Si les réactions d'agglulination sont effectuées
avec le méme lot d'antigéne, de protamine et

de globules rouges de cheval, on constate
que, paur un méme temps et une mé&me tem-
peérature d'incubation, le titre d'agglutination
d0 a la protamine est beaucoup plus élevé avec
un diluant phosphate pH 9 qu'avec le méme
diluant a 0,4 p. 100 d'albumine. Le tableav V
met en évidence cette constatation. Ne sont
mentionnés sur ce tableau que les résultais
obtenus a pH 6,4, En effet, aux pH 575, 6,
6,2, 6,4, 6,6, 6,8, 7 ei 72, les différences obser-
vées avec [es deux diluants sont du méme ordre
de grandeur,

Utilisant un mé&me lof et une quantité égale de
protamine ces résulials sontioujours vérifiés, que
I'on utilise un antigéne préparé a partir de cer-
veau de souris ou de cobaye, que la technique de
la préparation de |'antigéne soit celle de ['anti-
gene sucrose-acétone-protamine ou alealin- pro-
tamine, Les dilutions de ['antigéne en tampon
albumine réduisent donc considérablement cette
hemagglutination de nature non virale.

L'infivence de la quantité d’albumine a éié
également étudige, I était intéressani en effet
de vair si en augmentant la quantité d'albumine
dans le diluant '"agglutingtion non spécifique
n'allait pas aller en diminuant, Malheureusement
l'on constate qu’il y @ un seuil d'action de I'al-
bumine qu'on ne peyt dépasser. Ainsi les résul-
tats sont pratiquement les mémes, que |'on
utilise un dilvant @ 0,4, 0,2, 0,35, 0,45 0.6,
08, 1,2 et 1.6 p. 100 d’albumine. C'est pour-
quoi dans lg pratigue on utilise 0,2 @ 0,4 p. 100
d'albumine dans le diluant. Quels quesoient le pH
et la ngture de "antigéne, la quantité d'albumine,
au-dessus de 0,2 p. 100, ne semble pas influer
sur l'agglutination non spécifiqgue due a la
protamine.

h) Influence de la nature des globules rouges :

— Les propriétés hémagglutinantes du virus
de la peste équine n"ont pu jusqu’d ce jour étre
mises en évidence qu'avec les globules rouges
de chevaux, Le fableav | donne les résuliats
obtenus avec les différents antigénes et avec les
globules rouges de différentes espéces animales.

— Quant d 'agglufingtion des. globules rou-
ges par la protamine, 1l faut rappeler que les
tableaux I, Ill, IV et V concernent des expé-
riences effectuées avec une suspension 0,5 p.100
d'hématies de chevaux. || est donc inutile d'y
revenir. Ne possédant que trés peu de réfé-
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rences dans la littérature sur |'action hémag-

glutinante’ de cetfe substance sur les globules
rouges des différentes espices animales, il a
paru intéressant d'étudier 'cefte question. Ainsi
un antigéne alcalin 10 p. 100 préparé a partir de
cerveaux de souris et de cobayes en utilisant
8 mg de protamine par ml d'antigéne montre
& pH 6,4 et jusqu’d la dilution 1/256 des proprié-
tés agglutinantes pour les globules rouges de
lapin, oie, souris, peule, rat, cheval en suspension
40,5 p. 100. Par contre, 'agglutination observée
dans les mé&mes conditions d'expérimentation
avec des globules rouges de dix moutons diffé-

rents ne se manifeste qu'avec l'antigéne pur. |

Les différenfs tableaux correspondant a cette
expérimentation ne seront pas repreduits, Disens

seulement qu'avec des -antigénes cerveau de

souris et cobaye alcalin 20 p. 100 aucune agglu-
tinafion n'est observée vis«d-vis des hématies
de mouton lorsque la profamine est utilisée
a la dose de 1, 2, 3, 4, 5, 6 7 mg par ml d'an-
figéne, alors qu'au méme pH 6,4 l'agglutination
des globules rouges des autres espéces mention-
nées ci-dessus se manifeste jusquav 132, 1/64,
1128, 1/256, suivani la dose de protamine
ufilisée. A partir de B ml de protamine de ce
méme lot I'antigéne pur’ est hémagglutinant
pour les hématies de mouton, Avec 8, 10, 12 mg
de cette m&me: protamine par ml d'antigéne
l'action hémagglutinante de la protamine ne
se: marifeste sur les globules rouges de mouton
gu'avec l'antigéne pur et ceci avec I'antigéne
souris ou l'antigéne cobaye. Avec des anti-
génes cobayes: et souris alcalin 10 p. 100 au
lieu de 20 p. 100, les résulfals sent identiques
pour les m&mes doses de'la méme protamine.

Pour ces doses de 8, 10 et 12 mg de protamine,

par ml d'antigéne, les globules rouges des
autres espices sont agglutinés & pH 6,4 jusqu’au
14128, 1/256 et méme 1/512. La protamine a
dohc " une action hémagglutinante trés * peu
marquée sur les hématies de miouton, [l en est
tout autrément pour les globules rouges des
autres especes animales étudiées.

— Il convient de signaler enFn gue la pro-

priété hémagglutinante de la protamine pour
les globules rouges.de chevaux est plus marquée

lorsque les globules rouges de chevaux soni

formolés (différence de deux & trois dilutions
& chaque pH). Le méme antigene, préparé avec

'le méme matériel {cerveav’ souris, souriceau,
+ cobaye) mais sans traitement-a.la pretamine

n'‘aggluiine pas ies globules rouges formolés et

" ceci 4 tous les pH compris entre 5,75 &t 7,2

1) Influence de la fyophilisation :
Toujours dans le but d'éliminer I'agglutina-

: tion non spécifique due & fa profamine,on a étu-

di¢ l'influence de la iyophlllsaﬂon de I'antigéne.
Celle-ci ne supprime pas I'agglutination non
spécifique observée avec des antigénes témoins,
traités & la protamine. Le, titre agglutinant de
ceux-ci n'est pas modifié.

/) Influehce de la température de consetvation
et de la durée de conservation de I’ anhgene sur
I"agglutination non specn‘"que

On alrait pu penser qu'une ‘maluration de
l'antigéne dans des conditions bien déterminées
de température et de temps, compatibles avec
le mairtien de l'activité de I'hémagglufinine
virale, serait susceptible de supprimer ou dans
une certaine mesure de diminuer I'effet néfaste
de-da protamine. Malheureusement il n'en est
rien et on a pu'censtater qu'aprés conservation
4-—100°C, 4 49°C ei 27 °C les antigénes témoins
souris ou cobayes alcalin 10 p. 100 ov 20 p. 100
traités a'la protamine, conservent du premier
au quatorziéme jour suivant la préparation de
I'antigéne la méme activité hémagglutinante,
avec ou sans lyobphilisation. L'expérience n'a
pas été poursvivie plus lain dans le temps.

'k) Influence de la remise en suspension des
globules rouges :- .

Opérant aux pH 6 et 6,4, les unhgénes teémoins
cerveau de cobaye ef souris alcalin 10 et 20 p. 100
conservés un jour & —10°C, +40C, 27°C
ne voient pas leur tiire hémagglutinant’ baisser
aprés remise en suspension des globules rouges
de chevaux & la fin de la période d'observation

- d'une heure | l'expérience est répéfée’ toutes

les heures pendant dix heures consécutives.

1) Suppression de I'action hémagg‘luﬁr;anfe
de la protamine par I' héparine.

L'héparine diminve Iaction hemaggluﬂnun‘re
de la protamine pour les globules rouges de
chevaux et les hématies formolées de la mé&me.

" espece. 11 a éré effectué plusieurs essais avec

des antigénes témoins cerveau souris alcalin

10 et 20 p. 100.et traités & la protamine 4 raison
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de 2, 4 et 5 mg de protamine par ml d'antigéne
Il est incontestable que I'héparine jouit d'une
action favorable comme en rend compte le
‘tableau V1. Mais I'héparine ufilisée est & un pH
‘compris enfre 5 et 7. Le facteur de correction 4
ajouter Tors de I'addition d'héparine aux réac-
tifs en présence rend cette technique irop fasti-
«dieuse pour en faire une réaction de rovfine.

6¢ Conclusions sur la réacilon d’hémagglutination
avec le virus de la peste équine.

Le virus de la peste équine ne posséde d’actien
hémagglutinanie qu'avec les globules rouges de
cheval. L'agglutination esi maximum au pH 6,4,
aprés incubation d'une heure a 370C. Les
antigénes servant 4 la réaction de I'hémagglu-
fination et de l'inhibition de I"hémagglutination
étant pour la plupart tributaires d'un traitement
a4 la "protamine, on a cherché a éliminer
I'action néfaste de cette substance dans la réac-
tfion. Certains facteurs n'influent en rien sur
Paction hémagglutinanie de ceite substance,
d'avtres la diminuent. En intervenant simulta-
nément sur différents parameétres de la réaction,
on supprime facilement et totalement I'agglu-
tination non spécifique, et on opére ainsi avec
tous les critéres de sécurité voulus, Il faudra
done travailler & pH 6,4, avec un diluant albu-
mine a 0,4 p. 100, utiliser des souriceaux nou-
vegu-nés comme source d'antigéne, et une
protamine trés purifiée. Le plus grand soin sera
apporté au choix de celleci. Si elle nest pas
suffisamment pure, son activité hémaggluti-
nante sera titrée et un facteur de correction
apporté a la leciure du test d'agglutination.
Dans la pratique couranie du titrage d'un anti-
géne 'de la peste équine traité & o protamine,
il doit &ire exigé de faire o mé&me réaction avec un
antigéne 1émoin préparé strictement dans les mémes
condifions. L'antigéne témoin doit étre négatif.
C'est toujours le cas lorsque |'on respecte
les conditions posées ci-dessus : pH 6,4, diluant
albumine 4 0,4 p. 100, souriceav nouveau-né,
pratamine de bonne qualité. On pourrait
éventuellement accepter une différence de qua-
tre ou cing dilutions entre le titre hémaggluti-
nant de |'antigéne témain et de I'antigéne peste
‘équine aprés trajtement a la profamine, mais
cette tolérance aura surtout toute sa valeur de
sécurité dans la réaction d'inhibition de I'hé-
magglutination.

Il. — Réaction d'inhibition
de I"hémagglutination-

10 Expérience fondamentale Effet du sérum de
cheval.

Il @ éi¢ consfaié que dans la réuciion d'inhibi-
fion de I'hémagglutination le sérum de cheval
diminue considérablement les propriétés hémag-

glutinantes de la protamine, vis-3-vis des globu-,

les rouges de cheval (tableau VII),

Ce phénoméne est constant, il s'observe
avec tous les sérums de chevaux. Ainsi s'effa-
cent avec la réaction d’inhibition de 1'hémag-
glutination les 'derniéres difficultés dues au
pouvoir hémagglutinant de la protamine. Si
une protamine peuf dans ceriains cas géner
ou empécher la réaction d’hémagglutination,
la réaction d'inhibition de I’hémagglutination,
elle, est possible avec une telle protamine,
L'influence du sérum de cheval tient proparte
a la présence d'albumines dans celui-ci mais
vraisemblablement aussi d un autre facteur
puisqu'il a ét¢ montré précédemment que la
guantité d'albumine ne semble pas avoir d'in-
fluence sur Vactivité hémagglutinante de la
protamine.

20 Influence du tampon de dilution. .

Les remarques qui ont été formulées a propos
du réle du tampen dans la réaction d'aggluti-
nation directe sonf également valables ici comme
le montre le tableau VIIl. Dans la réaction
directe comme dans la réaction d'inhibition, on
utilisera donc le tfampon albumine'a@ ¢4 p. 100
de préférence au tampon phosphate pH 9. Le
réle favorable du diluant albumine est discret
dans la réaction d'inhibition, masqué qu'il est
par le rdle encore plus favorable du sérum, ce
qui n'est pas le cas dans la réaction directe
effectuée en I'absence de sérum.

30 nfluence du kaelin.

Le kaolin est ufilisé pour éliminéru]es,:inﬁibi-
teurs non spécifiques de [|'hémagglutinatian.
Il est utilisé & Farcha de préférence a I'acétone
parce que [e traitement au kaolin esi plus rapide
et moins onéreux et qu'il donne d' aussi_bons
résultats. Certains laboratoires traitent le sérum
avec des suspensions de kaolin a4 25 p. 100,
d'avtres avec des suspensions de kaolin. &

L b
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TABLEAU NoVTY

Effet favorsble de séTum de cheval sur 1'action hémagsglutinante de la protamine |

Antighne cerveau souris
treité A la protamine 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
(3mg/mt d'antigbne)
Agglutination directe + + + + + + -
Inhibition de 1'hdmagglutination
(avee sérum de chevel) + - - - - - -
TABLEAT NeVIIT
Influence de la nature du tampon de dilution de 1'antighne sur la propriété hémagglutinante
de la protamine dans la réaction d'inhibition de 1'hémagglutination.
Antigéne cervesu souris
Alcalin 20 p.100 .
Traité & la protamine 1/1 1/2 14 | /8 | 1/18 1/32 1 1/64 Teggin
Diluent albumine & 0,4p.100
4 mg protamine/ml (a + + + + - - - -
dYantigéne (b + + + L * - - . -
6 mg protamine/ml 5 B + + + + ¥ - - -
d'antigine b + + + + - - -
10 mg protemine/ml (& + + + + + + - -
d‘tantigbne (b + + + + - - - -
12 g protamine/ml { a + + + + + + - -
4" antigine (b - + + + + - - -
& = dlluant tampon phosphats pHY9 ; b = diluant albumine & 0,4p.100.
TABLEAU N°IX
Influence de l'incubation du systime antigdne=sérum sur l'hémagglutination due & la
protemine dans la réaction d'inhibitien de 1'hémaegglutination.
Antigdne cerveau scuris
Alcalin 20 p.100
traité & la protsmine 1/1 vzl e ) /e | 118 | 1/32 Témoin Témoin
{diluant : tampon pH ) ‘ G.Ra sérum
6mg protamine/mt  {a + + + - - - - -
d'antigine {o + - - - - - - -
8mg protemine/ml (a + + + - - - - -
d'entigéne b + + - - - - - -
0mg protamine/ml {a + + + + + + - -
d'antigine (b + * + & - - - -
12mg protamine/ml {a + + + + + + - -
d'antigbne (b + + + + + - - B

(a = incubation 4'une heure & température ambisnte (27° C); (b = incubation de vingt heures su frigidaire,

B +4°0 0,
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15 p. 100. Il a été réalisé pour cefte étude des
réactions d'inhibition de I'hémagglutination avec
des antigénes protaminés et des sérums traités
auv kaolin a 15 p. 100, a 20 p. 100, a 25 p. 100.
Aucune différence ne se manifestant dans les
résultats nous avons adopté, de fagon définitive,
la suspension @25 p. 100 de kaolin lavé aux ocides.

40 Influence de ['incubation du systéme antigéne
sérum sur ’hémagglutination due & la prota-
mine.

MNous avons vu & propes de I'"hémagglutination
directe qu'aprés une heure d'incubation &
40oC l'agglutination due & la protamine éfait
légérement inférieure a celle observée avec les
mémes réactifs aprés incubation pendant le
méme temps a 37°C ouv a 27°C. La remarque
est également valable dans la réaction d'inhi-
bition de I'"hémagglutination. Aprés une incuba-
tion de 1B-20 heures & 4 °C avant addition des
globules rouges, I'inhibition de V'action hémag-
glutinante de la protamine est plus compléte
comme e montre le tableau X oU la réaction
est effectuée en ufilisant comme précédemment
du sérum de cheval de France traité au kaolin.

5o Conclusions sur la réaction d’inhibition de

I"hémagglutination .

La réaction d'inhibition de I'hémagglutination
dans la peste équine se fera donc a pH 6,4 en
diluant albumine a 0,4 p. 100, en utilisant un
antigéne préparé avec des encéphales de souri-
ceaux nouveau-nés ef une protamine de bonne
qualité, Le sérum sera traité au kaclin et I'incu-
bation du systeme sérum-antigéne (4 4 8 uniiés)
sera faite & 4°C pendant dix 4 vingt heures.

CONCLUSIONS GENERALES

1o Les réactions d'hémagglutination et d'inhi-
bition de I'hémagglutination avec le virus de la

peste équine ne posent pas de difficultés lorsque
la protamine utilisée pour la préparation des
antigénes est de bonne qualité et sous réserve de
travailler dans les conditions suivantes :

— pH 6.4, ‘

— diluant dlbumine a 0,4 p. 100,

— encéphale de souriceau nouveau-né comme
source d'antigéne,

— incubation de 10 & 20 heures & 4°C dans
le tesi d'inhibition.

Dans ces conditions, I"hémagglutination non
spécifique est supprimée.

20 La réaction d'hémagglutination directe
avec le virus de la peste équine esi délicate lors-
que la protamine utilisée est de qualité moyenne
et gue le type de virus utilisé a un faible taux
hémagglutinant (type 5 par exemple). Avec un
tel type de virus et une protamine de mauvaise
qualité, la lecture du test comparée 4 celle de
I'antigéne témein ne présente pas une marge
de sécurité suffisamment grande pour que ce
fest soit recommandé.

En tout état de cause, Il parait que |'on devrait
s'abstenir d'utiliser le tfest d'hémaggluiination
pour définir le type sérologique d'un virus de
la peste équine.

3o La réaction d'inhibition de I"hémaggluti-
natien par cenire est foujours possible méme
avec une protamine de qualité médiocre.

4¢ Dans tous les cas, les réactions seront
effeciuées avec un antigéne témoin préparé
dans les mémes conditions que 'antigéne hémag-
glutinant,

Institut d'élevage et de Médecine
Vétérinaire des Pays Tropicaux.
Laborafoire de Recherches Vétérinaires
de Farcha, Fort-Lamy, Tchad,

SUMMARY

Hemagglutination and Hemagglutination inhibition tests with horse
sickness virus, Limils of their interpretation

The role played by the various factors in the H. T, and H. |. T. with horse
sickness virus i. e. antigen, red cells, pH, protamine, buffer has been studied.
The authors came fo the conciusion that some requirements have to be met in
order lo ascertain the full value of both tests.
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RESUMEN

Las reacciones de hemaglutinacién y de inhibicién de la hemaglulinacién
. <an el virus de la peste equina. Limites de su interpretacién

Se mostrd la influencia de varios factores que desempefan un pdpel ‘en las
reacciones de hemaglutinacién y de inhibicibn de la bemaglutinacién con el

virus de la peste equina :

antigeno, glébulos rojos, pH, protamina, tampbn,

Al fin, los autores notaron gue se necesita un cierto nOmero de cond!clcnes
para asegurar la valor tetal de dichas reqcciones, :
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