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Recherche des anticorps anti-Mycoplasma mycoides

au moyen d’un test de floculation

P. PERREAU et J. MONNIER (*)
avec la collaboration technique de M=¢ P. PERREAU

RESUME

Les anticorps spécifiques de M. myceides peuvent €tre décelés et
mesurés dans le sérum des bovins au moyen d'un test de floculation.

Les mesures sont effectuées par néphélométrie, au moyen d'un
spectrophotométre, sur les mélanges sérum-antigéne; cet antigéne est
préparé par traitement aux ultra-sons d'une suspension dense de
mycoplasmes.

Ce test, aprés avoir fait l'objet d’un schéma théorique, est mis &
I’épreuve sur 144 sérums de bovins (indemnes, vaccinés, malades naturels);
les résultats obtenus sont soumis i une premiére interprétation compa-

rative avec ceux fournis par les tests sérologiques habituels.
11 apparait certain que tous les antigénes constituants de M. miycoides
interviennent dans ce test de floculation et son intérét s’en trouve donc

acceru.

Les tests sérologiques appliqués a la
recherche et 4 la mesure des anticorps anti-
Mycoplasma mycoides sont déji nombreux; ils
découlent tous de travaux orientés vers la mise
an point de procédés commodes et spécifiques
de diagnostic de U'infection par M. mycoides.
Leurs avantages et inconvénients respectifs ont
fait l'objet de multiples essais comparatifs
(2, 3, 8,9, 10) et aucun de ces tests ne peut
&tre encore aujourd’hui considéré comme le
moyen idéal de diagnostic, c’est-a-dire celui
qui va permettre de déceler sans exception tous
les bovins infectés.

C’est aussi la recherche d’une méthode, sinon
parfaite, du moins plus satisfaisante que les
précédentes, qui nous a conduit 4 l'essai du
test de floculation décrit dans ce travail, test
d’ordre expérimental pour linstant et dont
nous essaierons d’apprécier la valeur.

(*) Institut d'Flevage et de Médecine vétérinaire
des Pays tropicaux, 10, rue Pierre Curie, 54 Maisons-
Alfort (Val-de-Marne).

Depuis plusieurs années, 1'utilisation fré-
quente dans notre laboratoire d’un antigéne
total de M. mycoides obtenu par traitement aux
ultra-sons nous avait montré qu’avec des sé
rums nettement positifs selon les réactions
classiques de sérodiagnostic, on pouvait metire
en ceuvie un test de floculation. Cependant la
lecture de ce test ne pouvait se faire commo-
dément gque pour les basses dilutions de ces
sérums (1/2, 1/5, 1/10), la sensibilité de I'eeil
devenant trés vite insuffisante pour examiner
les dilutions plus élevées; il apparaissait ainsi
que lintensité du phénoméne décroissait rapi-
dement dans 'ordre des dilutions, sans phéno-
meéne de « floculation initiale » indiquant un
rapport optimal des quantités d’antigéne et
d’anticorps.

A nos yeux, cette réaction possédait a priori
un intérét indiscutable, celui de faire entrer en
jeu rous les antigénes de M. mycoides et non
plus seulement les antigénes de surface, le ga-
lactane en particulier. Il valajt la peine d'en
rechercher un protocole technique satisfaisant
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et ensuite d’en apprécier ses possibilités; voici
donc cette méthode et ses résultats.

MATERIEL ET METHODES

A. Antigéne

Les souches de M. mycoides employées sont
des souches virulentes (Afadé, Fatick), n’ayant
gue deux ou trois subcultures depuis leur iso-
lement; des flacons de 10 litres dun milien
déja décrit (6) sont ensemencés et mis a 37° C
durant 4 a4 5 jours, sans agitation aucune.

Les mycoplasmes sont récoltés au moyen
d'une centrifugeuse réfrigérée Servall RC-2 et
du systéme Szent-Giorgyi 4 débit continu, A
4o C et 27.000 g (rotor 55 34).

Ils subissent ensuite 3 centrifugations de
lavage dans du P.B.S., toujours 4 4°, puis sont
remis en suspension homogéne dans du tam-
pon de Mayer (*) & pH 7,2 et & 'opacité du
tube n® 50 de Brown.

Cette suspension est soumise & 1’action des
ultra-sons (appareil MSE Mullard, 60 watts,
20 kilocycles/seconde), en évitant tout échauf-
fement, durant une heure; une derniére centri-
fugation de 30 minutes & 12.000 g sépare un
culot et le surnageant qui constitue notre anti-
géne (appelé antigéne U.S.).

Rappelons que des préparations identiques
ou trés voisings ont servi depuis plusieurs an-
nées & un certain nombre de travaux d’ordre
sérologique (4, 6, 8).

L’antigéne ainsi préparé se conserve au ré-
frigérateur durant deux 2 trois semaines sans
altération d’ordre physique ou chimique; il est
toutefois prudent &’y ajouter du merthiolate de
sodium a 1/5000 pour prévenir des contamina-
tions microbiennes accidentelles.

B. Sérums

Les premiers essais destinés 3 mettre au
poiat le protocole technique, utilisérent un sé-
rum fortement précipitant, préparé artificielle-
ment sur mouton, selon un protocole déja
décrit (7).

(1} Il sagit du diloant préconisé pour la fixation
du complément; nous utilisons les comprimés OXOTD
(BR 16) qw’il suffit de dilzer dans un volume appro-
prié¢ d’ean distillée.

Ensuite la méthode fut éprouvée sur:

a) 73 sérums de bovins de France, en toute
certitude indemnes de péripneumonie :

20 veaux de boucherie, dgés de 2 & 3 muois,
envoyés & Pabattoir d'Ivry-sur-Seine.

17 bovins de boucherie adultes (beeufs et
vaches de réforme), abattus au méme endroit.

36 bovins reproducteurs, dont les sérums fu-
rent tecus du Laboratoire National de Recher-
ches Vétérinaires (2) ol ils avaient été envoyes
pour des tests sérologiques de contréle.

by 71 sérums (*) de bovins africains (zébus
et taurins) : 18 vaccinés et 53 infectés de péri-
pneumonie, d’origine diverse : Cdte d’Ivoire,
Ethiopie, Niger, Sénégal.

C. Protocole et lecture de la réaction

L’eeil, nous I'avons déja dit, ayant une sen-
sibilité insuffisante, nous avons en reCOUrs
a4 lemploi dun spectrophotométre Zeiss
PMOII (*) pour les mesures de néphélométrie.
En effet les variations de la densité optique
enregistrée ne sont pas ici le fait d'une simple
absorption; & celle-ci s’ajoute la diffusion de
lumiére provoquée par les particules du com-
plexe antigéne-anticorps.

Aprés un certain nombre d’essais prélimi-
naires sur les résultats desquels nous revien-
drons, le protocole (°) suivant fut établi:

1. La longueur d’onde choisie est de 450 muy;
elle correspond & une zone du spectre ol la
sensibilité est bonne.

2. La fente du spectrophotométre est réglée
a 0,05 mm.

3. Tous les sérums sont dilués aun 1/5 dans
le tampon de Mayer; on n’utilise en effet qu'une
seule dilution.

4, L’antigéne est dilué au 1/10 daps ce
méme tampon.

(2) Echantillons re¢us de notre confrére R. GAU-
MONT, auquel vont nos remerciements.

(3} Ces sérums avaient été recus & Maisons-Alfort
pour des études diverses, souvent plusieurs mois
auparavant (pour quelques-uns, plusieurs années); ils
étaient conservés an congélateur a4 — 269C. Mous
tenons ici A remercier trés vivement nos confréres
M. DOUTRE (Dakar), FERRY (Niamey), E.P.
LINDLEY {(Korhogo} et M. VIGIER (Debré-Zeit)
pour la collecte et l'envoi de ces échantillons.

(4) Aimablement mis & notre disposition par notre
confrére J. P. PETIT, du laboratoire de Biochimie.

(%) Au cours de cette étude, nous avons eu con-
naissance d'un procédé presque identique appliqué a
la sérologie des myxavirus (1)
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5. Au commencement d’une série de mesu-
res, on met le tambour au 0 en ne soumettant
au faisceau lumineux que le seul tampon de
Mayer dont on a rempli la cuve.

6. Le test de floculation s’effectue en mélan-
geant a parties égales le sérum & c¢Xaminer
(dilué av 1/5) et lantigéne (dilué au 1/10); ce
mélange est aussitdt porté dans la cuve et la
premiére lecture faite de fagon immédiate. Elle
sera la mesure du temps 0. Quatre autres me-
sures de la densité optique sont ensuite effec-
tuées aprés 15, 30, 45 et 60 minutes,

Ces temps arbitraires sont suffisants pour
voir s'établir le phénomeéne sérologique de flo-
culation; lorsqu’on veut le suivre de facon trés
précise, on rapproche les mesures de 5 en 5
minutes et on peut allonger le temps total
d’observation & 2 heures; il n'y a aucun inté-
rét & le prolonger.

Le résultat chiffré, qui apprécie la variation
de densité¢ optique, est obtenu par différence
entre la mesure finale et la mesure du temps 0,
il est donné en milliemes (%) de densité optique,
le spectrophotomeétre utilisé étant trés sensible.

D. Tests sérologiques comparatifs

C’est en soumettant les mémes sérums aux
épreuves sérologiques classiques et en compa-
rant les résultats qu'on a tenté d’apprécier la
valeur clinique et immunologique du test de
floculation.

1. Agglutination rapide sur lame: effectuée
avec l'antigéne an violet de méthyle de
I'TEMV.T. (la suspension de mycoplasmes
qui le constitue correspond au tube n® 30 de
Brown).

2. Hémagglutination indirccte en tubes : ef-
fectuée selon une méthode déja décrite (5).

3. Agglutination des particules de latex : ef-
fectuée selon une méthode déja décrite (4).

4. Fixation du complément: pour la plu-
part des sérums, nous avons utilisé simultané-
ment deux méthodes, celle de CAMPBELL et
TURNER (mais avec 2 unités d'antigéne au
lieu de 5) et celle plus sensible qui dérive de la

(6) Tous les chiffres cités dans cet article et
concernant ces mesures de densité optique (D.OQ.)
seront donc des milliémes d'upité. Exemple:
A D.O.: 27 (différence de densité optigue de
0.027 unité}.

fixation de KOLMER, souvent utilisée dans
les laboratoires de I’Afrique francophone (Da-
kar, Fort-Lamy}.

5. Précipitation interfaciale en miliew li-
quide : dans un tube de faible diamétre (2 mm),
on superpose le sérum non dilué et 'antigéne
« ultra-sons », dilué 4 1/4; la recherche du
disque de précipitation s’effectue par observa-
tion durant 20 minutes. Au bout de ce délai,
la réaction est considérée comme négative si
aucun disque n’est apparu. Cette méthode n’a
pas été employée systématiquement, elle a servi
de contrdle pour certains sérums.

6. Précipitation en milieu gélifié : exécutle
selon un protocole simple déja déerit (6).

Cette réaction est utilisée non pour la re-
cherche des anticorps précipitants, mais pour
la recherche de l'antigéne circulant dans le
sérum des bovins suspects, 4 'aide d’un sérum
de mouton anti-M. mycoides; les boites de
Pétri sont conservées pendant une semaine a
la température ambiante.

RESULTATS

A. Schéma théorique de la réaction
de floculation

Lorsqu'on mélange dans les conditions pré-
cédemment indiquées un sérum précipitant et
I'antigéne total de M. mycoides, il apparait trés
vite, dans les minufes qui suivent, un phéno-
meéne de floculation di 4 la formation d'un
immun-précipité dispersé. L'opacité du mélange
s’accroit avec le temps durant deux heures
environ, entrainant une augmentation corres-
pondante de la densité optique.

Les courbes suivantes illustrent ce phénomé-
ne dont l'intensité croit avec la concentration
des anticorps lorsque la quantité d’antigénc est
fixe et vice versa (figures n® 1 et n° 2).

On voit que la floculation est d'apparition
rapide et qu'au bout de 5 minutes une augmen-
tation trés nette de la densité optique est enre-
gistrée; trés significative aprés 30 minutes,
cette variation voit ensuite sa vitesse décroitre
comme l'indiquent clairement les pentes des
courbes.

La réaction est suivie ici pendant deux heu-
res, mais les résultats sont extrémement nets
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constant (1/10) - antigéne variable (1j5 — 1/160).
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au bout de la 1™ heure et c’est la raison pour
laquelle, dans les tests d’application, la diffé-
rence de densité optique citée (A D.O.) est
obtenue par la soustraction : D.O. 60 minutes -
D.O. temps 0.

L’examen des deux courbes suivantes (figo-
res n° 3 et n° 4) montre les relations existant
d'une part entre la densité optique et le taux
d’anticorps mis en jeu, d’autre part entre cette
méme densité optique et le taux d’antigéne.

A Figure n°3
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64018040 20 10 5
3ZOIGO {inverses des dilutions)

Relation entre la variation de densité optique et la concentration de l'antigéne.

Cette relation est linéaire avec l'accroisse-
ment du taux d’anticorps, en présence d'une
quantité fixe d’antigéne, tout au moins dans les
limites des dilutions que nous utilisons couram-
ment en sérologie {dilutions du sérum allant du
1/5 au 1/640).

Ce n'est plus vrai avec la variation du
taux d’antigéne, en présence d'une quantité fixe
d’anticorps; on voit notamment qu'un plateau
est atteint, en gros A partir d'une concentration
d’antigéne représentée par la dilution au 1/10.

On trouve 1a les raisons de I'emploi des di-
lutions-tests du sérum au 1/5 et de l'antigéne
au 1/10 dans nos essais de diagnostic sérolo-
gique de la péripneumonie.

La température ne semble pas aveir une
grosse influence sur ce phénomeéne de flocula-
tion; les courbes enregistrées & 37° et 4 la
température du laboratoire (23 a 25°) sont
paralléles, un peu décalées a partir du temps 0,
les valeurs des densités optiques enregistrées
étant constamment un peu plus faibles 4 37°

qu'a la température ambiante, pour un méme
mélange anticorps-antigéne. Il s’ensuit que les
valeurs correspondantes des accroissements de
densité optique sont sans différence significa-
tive.

Un sérum négatif est caractérisé par l'ab-
sence d’augmentation de la densité optique
aprés son mélange avec ’antigéne; les valeurs
successives, lues sur le tambour du spectro-
photométre pendant tout le temps d'observation
(1 ou 2 heures) ne différent pas ou ne différent
entre elles que par 1 ou 2 milliémes de D.O,,
¢e qui n’a aucune signification. Etant donné
la sensibilité de Vappareil utilisé, nous avons
été conduits aprés de multiples mesures & ne
tenir aucun compte d'un différence pouvant
aller jusqu’a 5 milliemes (A D.O. < 5), en plus
ou en moins, entre la lecture du temps O et
la lecture finale. Des variations aussi faibles
peuvent étre mises au compte de la dérive de
I'appareil, de son réglage, d’'un ringage «im-
parfait » des cuves, de légéres modifications
de solubilité de certains constitzants du mélan-
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Relation entre la variation de densité optique et la concentration de 1’anticorps.

ge sérum-antigéne, etc... Elles sont sans com-
mune mesure, comme on lg verra, avec les
variations dues au phénomeéne sérologique
spécifique.

B. Application du tesi de floculation
& la recherche des anticorps
anti « M. mycoides »

1. Animaux indemnes de péripneumonie :

1. Les sérums des 20 veaux de boucherie
sont négatifs au test de floculation; un seul
sérum, au bout de 30 minutes, a une A D.O.
de 5.

Tous sont négatifs en agglutination rapide
sur lame et en fixation du complément; on
observe des traces d’hémagglutination pour 4
d’entre cux (3 au 1/10 et 1 au 1/40).

2. Sur les 17 sérums du lot de bovins de
boucherie, 15 sont absolument négatifs aun test
de floculation; pour les deux autres (n® 429 et
446) on observe respectivement des A D.O. de
8 et 10, dont la signification reste obscure. Il
peut s'agir de phénoménes d’ordre non séro-
logique ou d’ordre sérologique mais non spé-
cifique, en tout état de cause extrémement
discrets.

Tous sont négatifs en agglutination rapide
sur lame et en fixation du complément; mais 15
d'entre eux hémagglutinent 1égérement les hé-
maties sensibilisées (4 au 1/10 dont les n° 429
et 446, 10 au 1/20, 1 au 1/80); il s’agit de
réactions 1 +.

3. Sur les 36 sérums du lot de bovins repro-

ducteurs, 35 sont absolument népatifs, le der-
nier (n°® 66) a une A D.O. de 13, et 14 encore
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on ne peut en donmer lexplication définitive;
tous sont négatifs A 'agglutination sur lame et
a la fixation du complément. On observe en-
core des réactions positives 1égéres en hémag-
glutination indirecte : 16 au 1/10 dont le n® 66,
2 au 1/20, 7 au 1/40, 1 au 1/80.

II. Animaux vaccinés :

Sur 10 zébus vaccinés dans les trois mois
précédents avec un vaccin vivant d'ovoculture
(le teraps qui sépare la vaccination de la prise
du sérum n’est pas connu exactement), 6 ont
un sérum négatif; pour les 4 autres, on observe
les A D.O. suivantes : 9, 15, 30 et 35.

Chez 8 zébus vaccinés avec un vaccin tué
expérimental et pour chacun desquels on dis-
pose de 2 échantillons de sérums, I'un pris le
jour de la wvaccination, I'autre deux scmaines
aprés, l'apparition d’anticorps vaccinaux est
nettement révélée par les méthodes trés sen-
sibles : hémagglutination indirecte et fixation
du complément type Kolmer. Par contre, les
anticorps floculants n’apparaissent que chez
4 animaux, de facon synchrone avec la positi-
vité du test d’agglutination sur lame. Les va-
leurs de A D.O. sent 9, 12, 19 et 80. Ce dernier
chiffre est surprenant, mais trés logique {on le
verra par la suite) car le méme sérum est
simultanément positif & 3 + en agglutination
sur lame et & 1/10.240 en agglutination indi-
recte.

III. Animaux infectés :

Afin de rendre plus claire D'interprétation
des résultats, ces 53 animaux sont classés ici
en groupes possédant des caractéristiques cli-
niques ou sérologiques communes.

1. Malades récents ou en phase d'état de la
maladie, sérologiquement positifs aux tests
classiques :

29 bovins remplissent ces conditions; la
A D.O. moyenne est de 204, avec 55 et 665
comme valeurs extrémes et 23 sérums sur 29
dépassent 100. Le test de floculation est ici
sans équiveque et en parfait accord avec la
sérologie classique, ce qui nous a conduits a
admettre, provisoirement et comparativement,
qu'une A D.O. de 50 pouvait constitaer le seuil
de positivité,

2. Animaux infectés d sérologie anormale
(malades anciens, porteurs chroniques, animaux
traités) :

a} dont les sérums sont absolument négatifs
i tous les tests sérologiques classiques, mais
contiennent de ’antigéne circulant.

Sur les 53, 2 animaux seulement remplissent
ces conditions; leurs sérums sont négatifs au
test de floculation aussi (A D.O.: 7 et 15);

b) dont les sérums sont trés positifs en fixa-
tion du ¥, mais sont négatifs ou douteux aux
tests d’agglutination.

15 sérums ont ces caractéristiques; 9 seule-
ment entrafnent une variation de D.O. supé-
rieure & 50, que nous considérons comme le
seuil de positivité. Pour les 6 autres, les résul-
tats sont douteux : 46, 40, 38, 30, 29 et 24;

¢) dont les sérums sont négatifs en fixation
du C’ et positifs aux tests d’agglutination.

Un seul sérum répond a ces critéres et la
A D.O. observée est de 38, ce qui reste douteux.

d) dont les sérums sont positifs en fixation
du 7, maig dont les résultats aux tests d'agglu-
tination sont dissociés :

a} agglutination directe mettement positive,
indirecte négative ou de trés bas titre (<7 1/40).

4 sérums ont ces caractéristiques : on enre-
gistre des valeurs A D.O. presque nulles : 15, 8,
et 7.

Ce résultat est important 4 considérer, car
sur les particules sensibilisées (hématies ou la-
tex) ne sont fixées en principe que les molé-
cules de galactane (ou leurs fragments).

() agglutination directe négative, indirecte
trés positive.

2 sérums sont ainsi classés : les valeurs des
A D.Q, sont élevées : 125 et 72,

Un tel résultat s’ajoutant an précédent laisse
soupgonner l'importance des anticorps anti-
galactane dans le phénomeéne de floculation.

C. Role du galactane et des anticorps
correspondants dans le test de floculation

L'importance de ce 1dle se démontre en
effectuant sur les mémes sérums des tests com-
paratifs de floculation, utilisant d’une part 'an-
tigéne normal au 1/10 et d’autre part des
solutions titrées de galactane purifié (& 25, 50,
100 et 250ug/ml). On s’apergoit vite que les
solutions & 100 et 250 ug ont une activité de
précipitogéne pratiquement équivalente 4 celle
de notre antigéne total U.S.; cela n’est pour
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surprendre, mais il importe de savoir si, &
cOté de ce systéme précipitant majeur, d’autres
précipitines interviennent dans la floculation
observée.

La preuve en est apportée par des tests effec-
tués avec des sérums absorbés: 4 sérums de
malades naturels, positifs au test de floculation,
sont absorbés par du galactane purifié, 4 raison
de 1,25 mgr de ce polyoside par millilitre de

sérum. L’immun précipité est éliminé par une
centrifugation 4 haute vitesse (35.000 g) et les
sérums débarrassés de leurs anticorps anti-
galactane sont soumis simultanément au test
de floculation avec I'antigéne U.S. dilué au
1/10 et au test d’hémagglutination passive
{hématics de mouton sensibilisées par une
solution de galactane & 100 ug/ml). Les résul-
tats de cette expérience sont rassemblés dans
le tableau I:

TABLEAU 1
Tests de floculation sux sérums absorbés
Hémagglutination passive | Variation de densité optique
Numéros Titre an bout d’une heure
des sérums
avant — avant anres
I'absorption P I’absorption P
1937 1/1280 0 95 65
1946 1/2560 0 185 35
1965 1/2560 1] 290 95
1986 1/40 0 85 85
On y voit clairement que l'absorption a €li- COMMENTAIRES

miné complétement les anticorps anti-galactane,
car le titre d’hémagglutination passive est
devenu nul. Par contre, le test de floculation
est encore positif & des degrés divers, ce qui
montre bien que des précipitogénes autres que
le galactane sont en jeu.

Le cas du sérum n° 1986 est particulierement
intéressant : il est le seul des quatre & contenir
de lantigéne circulant et il n’est donc pas
étonnant que son titre d’hémagglutination soit
bas (1/40). Le résultat du test de floculation
n’est pas modifié par I'absorption et pour cau-
se; les anticorps anti-galactane ne sont pas en
jeu ici, certainement saturés par l'antigéne
circulant.

Cette observation n'est pas unique : sur 21
sérums contenant tous de lantigéne circulant
¢t ayant des titres nuls ou trés bas aux tests
d’apglutination directe et indirecte, 15 sont
trouvés positifs avec des A D.O. supérieures a
50. Ce résultat est toutefois inférieur & celui
de la fixation du complément qui en décéle 19.

A. Conditions techniques du test

1. L'emploi dun spectrophotométre pour
I'exécution de ce test est a coup siir une obli-
gation technique cofiteuse, mais la plupart des
laboratoires de recherches microbiologiques
possédent aujourd’hui un tel instrument, indis-
pensable pour de nombreuses mesures d’or-
dre chimique ou biologique.

Nous nous sommes servis d'un appareil de
recherche de haute précision, mais il est cer-
tain, au vu des résultats, que les mesures n’ont
pas besoin d'étre effectuées au millitme de
D.O. prés, cest-d-dire que des spectrophoto-
metres plus simples et & performances moin-
dres peuvent &tre employés.

Pour les mesures en série, il est commode
d’utiliser une microcuve i écoulement.

En effet, au lien de laisser la réaction de
floculation se poursuivre dans la ou les cuves
de I'appareil, on peut I'exécuter dans des tubes

— 416 —



Retour au menu

séparés, tubes dans lesquels on préléve a des
temps déterminés des volumes minimes qui ser-
vent aux mesures. Un opérateur entrainé peut
alors effectuer des tests par dizaines dans un
court délai {par sérum, il suffit de deux mesures
durant une minute chacune, avec le ringage de
la cuve).

2. Pour l'antigéne employé se pose un pro-
bléme de normalisation : il est en effet néces-
saire que les lots d’antigéine soient, sinon
identiques, du moins trés comparables sur le
plan de leur activité sérologique.

Le simple dosage des protéires totales par
absorption & la longueur d'onde de 280 mp
perinet de faire une premiére comparaison; un
second test est effectué vis-a-vis d’un sérum
précipitant conservé lyophilisé et qui sert d’é-
talon. I se révele que, si le protocole de
préparation est soigneusement respecté, les
antigénes obtenus ont une activité sérologique
semblable. C’est ainsi que les trois lots utilisés
au cours de ce travail contenaient respective-
ment 15 mg, 17,2 mg et 16 mg de protéines
totales par mi; dilués au 1/10 et mis en pré-
sence du sérum étalon dilué aussi au 1/10, les
A D.O. enregistrées variaient de 110 4 115, ce
qui représente une excellente concordance.

3. Les sérums A examiner doivent en prin-
cipe étre limpides. Aussi sont-ils en routine
soigneusement centrifugés avant d’&ire éprou-
vés.

Le test de floculation permet cependant
d’employer des sérums tout-venants, plus ou
moins hémolysés; le degré d’hémolyse peut
méme étre important, le phénoméne de précipi-
tation m'en est pas moins net si le sérum en
cause est réellement positif. C’était le cas dun
bon tiers des sérums récoltés sur le terrain en
Afrique et recus & notre laboratoire aprés des
délais divers (3 4 10 jours).

Par contre, les contaminations microbiennes
et la répétition des cycles gel-dégel (lorsque
les sérums conservés au congélateur en sortent
fréquemment) sont absolument a proscrire, la
destruction des anticorps ou de leur activité
étant un phénoméne indéniable; mais cela vaut
pour tous les tests sérologiques.

4. Les phénomenes de floculation non spé-
cifiques, redoutés au départ de ces essais, sem-
blent, sinon inexistants, du moins rares et de
faible ampleur, sans commune mesure avec la
floculation spécifique.

En fait, ¢'est le phénomeéne inverse qui est
apparu quelquefois c’est-a-dire la diminution
de la densité optique terminale par rapport a
celle du départ, observée exclusivement avec
des sérums négatifs : tout s¢ passe comme si
I'antigtne devenait plus « soluble » et donc
plus limpide aprés son mélange au sérum.

Il arrive aussi, mais exclusivement avec les
sérums frés positifs, que la A D.O. atteigne son
maximum en 30 minutes et soit fortement dimi-
nuée au bout dune heure, I'immun-précipité
sédimentant trés vite au fond du tube ou méme
dans la cuve du photométre; d’oli 1'obligation
d’homogénéiser avec soin les mélanges soumis
aux mesures.

B. Intérét du fest

Ce test est pour l'instant d’ordre expérimen-
tal ¢t son principal intérét, & nos yeux, est
d’ouvrir la voie aux méthodes de précipitation
quantitative applicables désormais 4 'immuno-
logie de la péripneumonie.

Peut-on en faire un test de diagnostic séro-
logique ? Cela n’est pas exclu, encore que I'im-
portance du role joué par le galactane dans
cette réaction de floculation soit de nature a
réduire la confiance qu'on est tenté de lui
accorder; mais il est particuliérement intéres-
sant de constater que ce galactane n’est pas le
seul antigéne en cause et que les autres préci-
pitogénes concourent au phénomene global de
floculation.

CONCLUSIONS

Il est donc possible de mettre en ceuvre un
test quantitatif de floculation pour I'étude im-
munologique de la péripneumonie, en utilisant
un antigéne total de M. mycoides obtenu par
traitement aux ultra-sons et un procédé néphé-
lométrique pour évaluer I'importance de
I'immunprécipité.

S'il est certain que le galactane joue son
role important d’antigéne majeur, il est non
moins certain que les autres antigénes consti-
tuants du mycoplasme interviennent pour une
part notable dans le phénoméne.

Il est encore trop tbt pour dire que ce test
peut étre utilisé comme moyen de diagnostic
sérologique; nous pensons plutdt qu'il est
d’abord un test de recherche expérimentale et
qu'il permettra d’appliquer & I'étude immuno-
logique de cette mycoplasmose la méthode de
précipitation quantitative.
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SUMMARY

Specific M. mycoides antibodies can be detected and measured in bovine
sera by a flocculation test

Antibody measurements are carried out by a nephelometric method,
using a specirophotometer, on serum-antigen mixtures; the antigen is
extracted from a dense suspension of M. mycoides cells by ultrasonic
disintegration.

This method, which is at first studied from a theoric point of view,
is applied to 144 cattle sera from nomn-infected, vaccinated and naturally
infected animal. The results are compared with those of the usual
serological tests.

It seems certain that all the antigenic components of M. mycoides
play a role in this fest, which increases its interest.

RESUMEN

Bisqueda de Ios anficuerpos anti-Mycoplasma myceides mediante vna
prueba de floculaciéon

Se puneden descubrir ¥ medir los anticuerpos especificos en el suero
de bovinos mediante una prueba de floculacidn.

Se efectuaron medidas por nefelometria, mediante un espectro-
fotometro, con las mezclas suero-antigeno; Se prepara este antigeno por
tratamiento con ultrasones de una suspensién densa de micoplasmos.

Despues de haber hecho un esguema teorico de dicha prueba, se la
comproba con 144 sueros de bovinos (indemnes, vacunados, enfermos
naturales); Se hace una primera interpretacién comparativa de los
resultados obtenidos con los dados por las pruebas serologicas habituales.

Parece cierto que todos los antigenos constituyentes de M. mycoides
intervienen en esta prueba de floculacién cuyo interes asi pues se
aumenta.
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