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Le diagnostic bactériologique de Bacteridium anthracis est clas­
siquement conduit à l'aide de critères morphologiques, biochi­
miques, antigéniques et de pathogénicité. 

Considérant surtout les caractères antigéniques, l'un de nous (13) 
a résumé les connaissances actuelles des rapports entre Bacteridium 
anthracis et Bacillus cereus ainsi que leurs applications à leur diagnos­
tic différentiel. Récemment, nous avons rapporté ici même (12) l'in­
térêt de l'immunodifîusion, selon OucHTERLONY, pour ce diagnostic. 

Dans la présente note, nous nous proposons de souligner l'avan­
tage de la réaction d'immunofluorescence en vue de l'identification 
bactérioscopique de la maladie charbonneuse. 

LEVINA, 1958 (10) d'une part, CARTER et LEISE, 1958 (3) d'autre 
part, semblent avoir, les premiers, appliqué la technique d'immuno­
fluorescence à l'identification de Bacteridium anthracis. CHERRY et 
FREEMAN, 1959 (5) décrivent avec plus de détails la préparation et 
l'utilisation des immunoglobulines fluorescentes préparées sur lapin, 
à partir de souches capsulées de bactéridie charbonneuse. Déjà, ces 
auteurs notent que la spécificité des immunosérums n'est pas abso­
lue et qu'il existe, notamment, une parenté antigénique avec 
Bacillus cereus, Bacillus megaterium et Bacillus subtilis, mais ajou­
tent-ils, « quand elle est judicieusement appliquée au matériel 
approprié» (a), l'immunoglobuline anticharbonneuse donne des 
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résultats satisfaisants ; l'absorption par Bacillus cereus et Bacillus 
megaterium améliore la spécificité sans toutefois supprimer complè­
tement les réactions croisées. Plusieurs auteurs, BIEGELEISEN, 
1964 (2), BIEGELEISEN et coll., 1962 (1), FRANEK, 1964 (8), CHAJ­
KOWSKI et MATRAS, 1966 (4), FETEANU, 1967 (7), Kuz'MIN, 1968 (9) 
ToMov et coll., 1970 (15), con firment l'intérêt de l'immunofluo­
rescence appliquée au diagnostic rapide de Bacteridium anthracis 
sur des prélèvements les plus divers : fourrages, aliments concentrés 
<lu bétail, peaux, poils, viandes séchées, frottis et coupes de tissus ... 
FETEANU, en particulier, précise que, si l'immunofluorescence permet 
de différencier les formes végétatives, il n'est pas possible, par 
contre, de faire la distinction entre les spores. 

Une analyse systématique d'ordre biochimique faite par LEVINA 
et KATZ 1966 (11) démontre que les communautés antigéniques 
entre Bacteridium anthracis et Bacillus cereus s'expliquent par la 
présence de mucopeptides et de lipoprotéines communs. De plus, 
LEVINA et KATZ observent que les différences antigéniques sont 
maximum pendant la phase de croissance logarithmique et que la 
souche de BactP-ridium anthracis renferme plus de composants anti­
géniques que celle de Bacillus cereus. 

Dans le cadre plus particulier du diagnostic du charbon en patho­
logie humaine, W ATTRE et BEERENS, 1967 (16) utilisent la réaction 
d'immunofluorescence indirecte à l'aide de sérums de convalescents 
de maladie charbonneuse. Bien que ces auteurs observent des réac­
tions croisées avec Bacillus cereus et Bacillus megaterium, ils 
concluent que les taux obtenus sont toujours inférieurs avec les anti­
gènes hétérologues et que cette interférence ne peut, en pathologie 
de l'homme, nuire au diagnostic. 

Compte tenu de ces données et de l'expérimentation que nous rap­
portons ci-dessous, nous pensons que l'immunofluorescence, comme 
test de diagnostic rapide du charbon bactéridien, peut avantageuse­
ment compléter les techniques rapportées par SHLY AKHOV et J ou­
BERT, 1970 (14): test de l'encapsulation, phagoidentification et sensi­
bilité à la pénicilline. 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

1) SOUCHES BACTÉRIENNES.

Bacteridium anthracis pathogène pour le cobaye et le lapin. 

Bacillus cereus A 30. 

Bacillus subtilis. 

Bacillus megaterium. 
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2) IMMUNOSÉRUMS ANTIANTHRACIS. 

Ils sont obtenus chez le lapin par hyperimmunisation en deux 
temps : l'immunisation de base est réalisée par voie sous-cutanée 
avec une souche charbonneuse vaccinale ; l'hyperimmunisation est 
poursuivie à l'aide de la souche virulente par la voie veineuse. 

Un immunosérum anticharbonneux thérapeutique commercial, 
préparé sur cheval est également utilisé. 

3) EPUISEMENT DES IMMUNOSÉRUMS ANTIANTHRACIS. 

L'épuisement des immunosérums de lapin et de cheval est effectué 
selon la méthode classique par contact et agitation 30 mn à 37 °C 
puis 18 h à + 4 °C en présence de souches hétérologues de Bacillus 
cereus, megaterium et subtilis. 

4) CONJUGAISON DES IMMUNOSÉRUMS ANTIANTHRACIS. 

Pour la réaction d'immunofluorescence directe, le couplage à l'iso­
thiocyanate de fluoresceine (ITCF) est réalisée selon la technique de 
CooNs modifiée par FAURE (6). 

- Précipitation des globulines par le sulfate d'ammonium à demi­
saturation et élimination du sulfate d'ammonium par dialyse à 
+ 4 oc pendant 48 h. 

- Dosage des globulines par spectrophotométrie à 280 nm par 
rapport à une solution étalon de globulines. 

- Conjugaison du fluorochrome (ITCF) aux globulines dans le 
rapport pondéral de 1/40 soit 25 µg d'ITCF pour 1 mg de protéine. 

- Séparation de la protéine conjuguée par passage sur colonne de 
Séphadex G. 50. 

- Concentration du conjugué vis-à-vis d'une solution de Carbo­
wax à 20 p. 100 en eau physiologique tamponnée à pH 7 ,6. L'immu­
nosérum conjugué est additionné de 50 p. 100 de glycérine tampon­
née et conservé à + 4 °C. 

5) IMMUNOSÉRUMS ANTIGLOBULINES D'ESPÈCE. 

Pour la réaction d' immuno fluorescence indirecte, on utilise les 
immunosérums marqués antiglobulines de cheval préparés sur le 
lapin et les immunosérums marqués antiglobulines de lapin préparés 
sur mouton par l'Institut Pasteur de Paris, à la dilution préconisée 
soit 1/100e. 



336 BULLETIN DE L'ACADÉMIE 

6) APPAREILLAGE OPTIQUE. 

Les observations sont faites avec un microscope LEITZ-ORTHO­
PLAN dont les caractéristiques optiques sont les suivantes : 

Source de rayonnement ultraviolet par lampe HBO 200 ; filtre 
anticalorique BG 38 ; filtre d'excitation BG 12 et filtre d'arrêt K 490. 
Les examens sont pratiqués en fond noir, en éclairage transmis, 
avec les combinaisons oculaires x 10 et objectif X 40 à sec ou X 100 
à immersion. 

7) MODALITÉS DES RÉACTIONS D'IMMUNOFLUORESCENCE. 

7 . 1 Méthode directe. 

Sur la même lame porte-objet, on trace au diamant, deux cir­
conférences de 1 cm2 environ de surface et on confectionne sur cha­
cun des cercles délimités un frottis, l'un avec Bacteridium anthracis, 
l'autre avec Bacillus cereus à partir de colonies de 18 à 24 h à 37 °C 

sur gélose ordinaire. Des frottis témoins sont effectués avec Bac. 
megaterium et Bac. subtilis dans les mêmes conditions Les frottis 
sont séchés et fixés à l'alcool. 

On recouvre les frottis avec 2 à 3 gouttes d'immunosérum anti­
charbonneux fluorescent, à la dilution choisie, on laisse 20 mn à la 
température de 20 °C. On lave à l'eau physiologique tamponnée à 

pH 7 ,6 et on élimine le colorant en excès par bains et rinçages succes­
sifs. On monte sous lamelles par l'intermédiaire d'une goutte de gly­
cérine tamponnée à pH 7,6. 

7 . 2 Méthode indirecte. 

Le premier temps de la coloration est identique à la méthode 
directe en utilisant un immunosérum spécifique anticharbonneux 
non marqué. On rince comme précédemment puis, dans un deuxième 
temps, on place sur le frottis encore humide, une goutte de sérum fluo­
rescent antiglobulines de lapin ou de cheval selon l'origine de l'immu­
nosérum anticharbonneux, à la dilution préconisée par le laboratoire 
producteur soit une dilution au 1/100e. On laisse agir 20 mn, puis on 
rince et on monte sous lamelle comme dans la méthode directe. 

7 .3 Témoins. 

Des sérums de lapin et de cheval, normaux, conjugués, sont uti­
lisés comme témoins négatifs dans la méthode directe. 

Pour la méthode indirecte, des sérums normaux de lapin ou de 
cheval sont utilisés dans le premier temps de réaction. 
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Il faut également noter que l'utilisation simultanée des diffé­
rents antigènes : B. cereus, B. megaterium et B. subtilis constitue en 
elle-même un ensemble de témoins supplémentaires. 

8) APPRÉCIATION DES RÉSULTATS. 

L'intensité de la fluorescence est appréciée en nombre de croix : 

+ + + : brillance extrême du contour cellulaire, centre noir. 
Contraste parfait, 

+ + : brillance nette mais contraste moins net avec le corps bac­
térien, 

+ : bactérie visible à brillance faible, 

± et - : bactérie à peine visible ou non visible. 

RÉSULTATS 

1) DIAGNOSTIC DE BACTERJDIU M ANTHRACJS PAR IMMU­

NOFLUORESCENCE DIRECTE. 

1 . 1 Avec des immunoglobulines antianthracis non épuisées 
(tableau n°1, col. 1). 

Les essais de couplage des globulines d'origine équine s'étant 
montrés inconstants, nous ne rapportons ici que les résultats obtenus 
avec les immunoglobulines antianthracis préparées chez le lapin : 

L'immunoglobuline spécifique marquée donne une immuno­
fluorescence spécifique à +++ avec la souche homologue de B. 
anthracis par rapport à la souche de B. cereus notée ±ou+, à condi­
tion d'utiliser les dilutions optimales. Les sérums utilisés purs ou 
dilués au 1/5e ne sont pas spécifiques. Selon les lots, les dilutions 
maximales efficaces varient entre le 1/10e et le 1/25e ou entre le 1/50e 
et le 1/100e ; on observe donc une limite étroite de spécificité (zone 
blanche sur le tableau) avec les immunoglobulines non épuisées. 

1 .  2 Avec des immunoglobulines 
(tableau n° 1, col. 2). 

antianthracis épuisées 

L'immunosérum épuisé antianthracis possède une spécificité à 
+++ entre les dilutions du 1/5e et du 1/100e alors qu'aux mêmes 
dilutions B. cereus ne présente pratiquement

. 
aucune fluorescence. 



Il. an.thra­
cis 

B. cereus 

JJ. anthra-
cis 

B. cereus 

TABLEAU No 1 

1 mmuno fluorescènce directe 

Immunoglobulines antianthracis de lapin 

1 2 

avant épuisement après épuisement 

Lot 1 Lot 2 

± ± ± ± 

± ± ± ± 

± ± 

± ± 

B. antlira­
r.i.� 

TJ. cereus 

IJ. mega-
letium 

B. subtilis 



Légende des microphotographies 
en immunofluorescence indirecte obtenues 

avec un immunosérum anticharbonneux de lapin 

Exemple de coloration non spécifique à la dilution 1/10 : 

1 Bacteridium anthracis et Immunosérum anticharbonneux 
dilué à 1/10. 

2 Bacillus cereus et Immunosérum anticharbonneux dilué 
à 1/10. 

Exemple de coloration spécifique à la dilution 1/50 : 

3 Bacteridium anthracis et Immunosérum anticharbonneux 
dilué à 1/50. 

4 Bacùlzis cereus et Immunosérum anticharbonneux dilué à 1/50. 

Noter toutefois la fluorescence des spores de B. cereus. 

Exemple de coloration spécifique à la dilution 1/2000 : 

5 Bacteridium anthracis et Immunosérum anticharbonneux 
dilué à 1/2000. 

6 Bacillas cereus et Immunosérum anticharbonneux dilué 
à 1/2000. 

Noter l'atténuation de la fluorescence des spores de B. cereus 
par rapport à la photo n° 4. 



Bacleridium anthracis. 
lmmunosérum anticharbonneux (ISC) 

pur ou dilué de 1/2 à 1/1000. 

Bacil/us cereus. 
Inununosérum anticharbonneux (ISC) 

pur ou dilué de 1/2 à 1/1000. 

Uacleridium anlhracis. Dilution de l'ISC à 1/SO. 



Bacillua cereua. Dilution de l'ISC à 1/50 
(fluorescence localisée seulement aux spores). 

Bacleridium anlhracis. Dilution de l'ISC à 1/2000. 

Uacillus cereus. Dilution de l' ISC à 1/2000. 
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Les témoins effectués avec B. megaterium et B. subtilis sont dénués 
de toute fluorescence (-ou ±). 

L'épuisement des immunoglobulines permet donc d'obtenir une 
réaction spécifique dans une gamme beaucoup plus étendue de dilu­
tions (zone blanche sur le tableau). 

2) DIAGNOSTIC DE BACTERIDIUM ANTHRACIS PAR IMMU­

NOFLUORESCENCE INDIRECTE.

2 .1 A"ec des immunoglobulines non épuisées (tableau n° 2, col. 1). 

L'immunoglobuline de lapin est utilisable comme dans la technique 
directe, à partir d'une dilution efficace assez élevée, "ariable selon les 
lots, le plus souvent dans les limites du 1/100e, 1/250e, 1/500e, 
1/1.000e. Certains lots montrent une activité spécifique au 1/4.000e. 

L'immunoglobuline de che"al permet également un diagnostic spé­
cifique aux dilutions des 1/500e au 1/1.000e. 

2 .  2 A "ec des immunoglobulines antianthracis épuisées 
(tableau n° 2, col. 2). 

L'épuisement des immunoglobulines de lapin et de che"al autorise 
de� réactions spécifiques dans des limites de dilutions plus larges, dès 
la dilution du 1/10e jusqu'à la dilution du 1/500e ou du 1/1.000e. 

Par comparaison avec la méthode directe, l'immunofluorescence 
indirecte permet une sensibilité accrue de la technique. Là aussi, 
l'épuisement des immunoglobulines autorise une gamme beaucoup 
plus grande de dilutions spécifiques. Avec les souches de B. megate­
rium et B. subtilis en notre possession, nous n'avons jamais observé 
de réactions croisées après épuisement des immunosérums anti­
charbonneux. 

Par contre la technique d'épuisement utilisée ne permet pas le 
diagnostic difîérentiel entre les spores de B. anthracis et B. cereus 
lesquelles apparaissent aussi fluorescentes que celles de la bactéridie 
charbonneuse. 

CONCLUSION 

L'existence de réactions croisées entre Bacteridium anthracis et 
Bacillus cereus se révèle en immunofluorescence comme elle se mani­
feste par immunodifîusion. 

Toutefois, les réactions d'immunofluorescence, directe ou indi­
recte, permettent une identification rapide de la forme végétative de 
B. anthracis à condition d'utiliser des immunosérums dont on a 
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TABLEAU No 2 
lmmunofluorescence indirecte 

1) Immunoglobulines antianthracis de lapin 
2 

Dilu­
tions 

ctes IG 

n. a11-
lhrar.ls 

1 
avant épuisement 

Pur _1 _ __1_ _!__ _!_ , _ � __ 1 __ _ --����1250 � l.000 

Lot 3 

V:Jf'-,1�.;t<� .... Y:iolf-""*'.�.l'-#-./-.�Ai''I:t/f,�#�'jo<.A+ + + + + + + + + 

li. certus ,,..�-·"""�·� .... �.,.vv-J<.A�A.I 
1 

:c ± ± 

H. a11-
thraci.<1 

Il. cereus 

après épuisement 

-.'.::_j-! 110 -s� .�- 2�0 -s!o 1.� 
Lot3 

l'::il'.l'�h'l'm�::il'r.�..A + + + + ++ +++ +++ ++ + 

± ± ± ± ± 

Lot 4 

+ + + 1 + + + 1+ + + 1+++ +++ 

Jlb'>f-7'-l-/lî'tt',ot7'*"'1 + ± ± ± ± 

2) Immunoglobulines antianthracis de cheval 

avant épuisement 

l�:;:G 
--.'.'.:_ � 11>- io 11�0 2!o 1 � 1 î.t!io 

Lot5 
Tl. an­
thracia W��Vh-%1��m�����A�� + + + + + + 

H. ce-
� ± ± 

2 
après épuisement 

Lot 6 

+ + +  +++ +++ +++ 

± ± ± ± 

Dilu ­
tions 
des IG 

B. an-
lliracis 

B. cereus 

B.an-
t/1racis 

Il. cereus 

Dilu-
tions 
des.IG 

B.an-
thracis 

B. ce-
reus 

= 
d 
t"" 
t"" 
� 
z
= 
tl.I 
t"" 
>-.. 
n 
:.-
e 
tl.I-
.: 
;; 
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précisé les dilutions maximales efficaces. L'épuisement préalable des 
immunosérums permet d'étendre la gamme de la spécificité de la 
réaction vers les dilutions les plus faibles. 

Dans ces conditions, l'immunofluorescence permet le diagnostic 
différentiel de B. anthracis dans d'excellentes conditions et mérite de 
prendre place au laboratoire parmi les méthodes de diagnostic 
rapide. 
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