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1. - Préparation d'un sérum hyperimmun 

L'utilisation de la réaction de fixation du complément nécessite, 
dans un stade préliminaire, la préparation d'un sérum hyperimmun 
satisfaisant. Un grand nombre de techniques et de types de sérums 
ont été employés pour appliquer cette réaction au virus rabique. 
On en trouvera un résumé dans le tableau publié par BINDRICH et 
KuwERT (4), qui peut être complété par des éléments du tableau 1. 

Les expérimentateurs utilisent en général des sérums provenant 
d'animaux hyperimmunisés, mais ils ont parfois recours à ceux 
d'individus vaccinés. Ils se sont adressés au cobaye, au chien, au 
cheval, au lapin, à la souris ainsi qu'à l'homme. Bien que l'hyperim
munisation soit effectuée habituellement avec du virus virulent, 
les titres des anticorps fixant le complément, souvent non précisés 
par les auteurs, sont en général faibles. Les sérums sont employés 
couramment dilués au 1/5 ou au 1/10 comme par exemple dans le 
cas du sérum préparé selon la technique particulière proposée par 
WITTMANN (86). 

Par contre, l'emploi pour l'immunisation d'antigènes préparés à 
partir de tissu cérébral provoque, même dans le cas de simple 
vaccination, l'apparition d'anticorps anti-tissulaires fixant le 
complément à un titre élevé (46). 

Après avoir précisé matériel et méthodes utilisés, nous allons 
décrire une technique nouvelle qui nous a donné de bons résultats. 

MATÉRIEL 

1. - Virus utilisés pour l'hyperimmunisation: 

a) Virus fixe, souche CVS (*), représenté par des cerveaux de 
cobayes, récoltés au moment de la phase agonique, après inoculation 

(*) Challenge Virus Standard. 
Bull. Acad. Vét. -Tome XLII (Mai 1969). - Vigot Frères, Editeurs. 



TABLEAU 1 

Vol. Antigène Résultat 
Auteur.; Espèce Voie Nb Intervalle (Titres ou dilutions ml (p. 100 cerveau) d'emploi) 

ANno et Coll. (1-2) cobaye IP 2 8 1 semaine 10 p. 100 inactivé UV 
puis rues inactivé 

1/16-1/32 

BINDRICH et Ku- cobaye lP-IM 2 10 4 jours traité CHC13 négatif 
WERT (4) lapin IP-IM 5 10 4 jours -

chien IP-IM 20 10 4 jour.s - 1/5-1/10 

BULLING {10) lapin IM 1 jusqu'à 1-semaine virus vivant ou in ac- 1/8-1/64 
100 tivé 

CAPPONI, SUREAU cobaye 1 jour puis virus rues tué �uis vi-
(12) lapin 5 > 18 1 semaine vant, vaccin p éniqué 

DEPOUX et MER· cobaye né!Jatif 
VEILLE (15) lapin SC 2 12 2 semaines 10 p. 100 lapin in ice de protection 3,2 

8 injections inactivé log. 
4 injections virulent Titre FC'? 

EJCHWALD (16) divers 1/5 (enquête sérologique 
chez les vaccinés) 

VAN DEN ENDE et souris IP 0,5 5 10 p. 100 960 fixation hémolyse 
Coll. (18-36) 50 p. 100 avec 1 concen-

tration d'Ag titre SN = 

3,8-20 DL50 
souris SC 0,25 1 ou n 10 jours virus et ou Ag soluble 60-320 mêmes conditions 

3 à 4 jours inactivé avec adjuvant 1,5-2,5 en SN 
lapin SC 1 3 1 mois - 60-1920 mêmes condi-

tions mais forte réaction 
avec témoins 

0-3,5 en SN 

FALKE, UHLMANN souris IP 0,2 8 10,6 puis cerveau souris 1/100, dilution d'emploi 1/5 
(22) 4 jours 2 injections avec Arla-

0,4 cel 

FoRREST et CAM- cheval Pur - 1/2 
PION (25) cobaye SC 1 8 6 jours vaccin Keiser 1/5 

cobaye IP 0,5 7 6 jours vaccin Fermi puis virus 1/10 
SC 1 cvs 

HBINIG (32) cheval 1/10 
chien --- --

LINSERT (49) chien 1/8 --- ----------
MEAD (55) souris IP 0,2 10-13 3-4 jours 10 p. 100 souris, pour 

première inoculation 

--- macti�� par fo!_
mol 

ÛSOLIN A (63) chien 1/4-1/5 

8CHINDLER (69-70) cobaye HP 0,5 8 1 semaine 10 p. 100 1/8 
HM 2 injections inactivé 

6 injections virulent --- -·---

SETH NA, SoMAN cobaye c! IP 2 8 1 semaine cerveau cobaye à 10 p. 1/16 (sérums ayant titre 
(72) 400 g 100 inactivé inférieur rejetés) 

IP 2 2-3 1 semaine puis virulent 
lapin IP 3 2-3 3-4 jours cerveau à 10 p. 100 titres trop faibles 

ou+ inactivé puis virul. 
cobaye IP 2 - - 10 �· 100 cerveau non témoin négatif : négatif 

in ecté 

S1NGH et Coll. (75) souris SC 0,25 11 3 semaines suspemion cerveau ho- 1/16 
IP puis 3 jours mologue, inactL puis 

virulente 
cobaye IP 1 11 1 semaine 

puis 3 jours 
- 1/16 

SJKES (74) 
THOMAS (78) 

homme titre SN 1/32 

THOMPSON (80) cheval 1/640 Ag traité protéase 
nul : Ag normal --

UEKI (82) cobaye IP 2 4 1 semaine 10 p. 100 cerveau co-
baye inactivé UV 

WITTMANN (86) cobaye 1-0,5 8 1 semaine 10 p. 100 cerveau traité 1/10 
par CHCl3 puis arcton, 
non inactivé SN: 2,15 ---

WoLTER (87) cheval 1/10 
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par voie intracérébrale de virus CVS stock, produit sur cerveau de 
souris. 

b) Virus fixe, adapté et multiplié en culture de ceJlules (8, 47, 64,
65, 85). Ce type de virus n'a été utilisé qu'après sa transformation en 
vaccin. 

2. - Virus utilisé comme antigène pour les titrages :

Souche de virus fixe, adaptée et multipliée en culture cellulaire 
(8, 47, 64, 65, 85). 

Ce virus avant utilisation est débarrassé de tout débris cellulaire
par centrifugation. 

Les conditions de récolte et de conservation sont toujours iden· 
tiques. 

3. - Agent d'inacti"ation:

Bêta-propiolactone (23, 52).

4. - Globules rouges :

Suspension à 2 p. 100 de globules rouges de moutons (*). 

5. - Sérum hémolytique:

Sérum hémolytique du commerce ( **).

6. - Complément :

Complément commercialisé ( * *) sous forme lyophilisée. 

7. - Diluant pour sérologie de fixation du complément :

Tampon Mayer-Lévine de formule classique (54, 68).

8. - Diluant pour séroneutralisation ou titrage d'infectiosité:

Eau distillée additionnée de 5 p. 100 de sérum de veau, dont on a 
vérifié au préalable l'absence d'inhibiteurs par neutralisation (62). 

1(•) B. D. Mérieux, 69-Marcy-L'Etoile, France. 
i .. ) Institut Pasteur, Paris, France. 
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9. - Souris: 

Souris mâles ou femelles pesant environ 14 grammes. 
A l'origine ont été utilisés des animaux de souche NMRI, ensuite 

des souris de souche CF1 ( *). 
Les essais comparatifs effectués n'ont pas permis de mettre en 

évidence une différence de sensibilité entre ces deux souches. 

10. - Cobayes : 

Cobayes de race Albinos, pesant 500 grammes ou plus, provenant 
de notre élevage. 

MÉTHODES 

1. - Titrages du sérum hémolytique et du complément : 

Ils sont effectués selon la technique classique ( 11 ), en dehors de la
présence de l'antigène. 

2. - Titrage des anticorps fixant le complément : 

Les anticorps sont titrés par la méthode de BoERNER LucKENS (7)
selon un schéma en damier, avec dilution d'antigène et d'anticorps. 
L'antigène est représenté par un virus produit sur culture de cellules. 

Les dilutions sont effectuées de 2 en 2 pour l'antigène et comme 
indiqué sur les tableaux pour le sérum. 

Les volumes mis en présence sont de : 

0,5 ml d'antigène ou de couple hémolytique, 
0,25 ml de sérum ou de complément (2, 6 unités). 

Le temps de fixation et le temps d'hémolyse, au bain-marie à 37° 
sont de 30 minutes. Les réactions sont lues et on retient l'absence 
d'hémolyse notée ++++. 

Si l'antigène est suffisamment riche on observe un optimum de la 
réaction. 

Le titre sérique est l'inverse de la dilution de sérum correspondant 
à cet optimum. Un exemple de titrage est donné dans le tableau 2, 
d'où il résulte que la réaction présente un optimum pour une dilution 
de l'antigène de 1/8 et une dilution de sérum de 1/80. Le titre sérique 
est 80. 

(•) IFF A-CREDO, 69-Saint-Germain-sur-l' Arbresle, France. 



192 BULLETIN DE L'ACADÉMIE 

3. - Titrage des anticorps neutralisants sur souris : 

Ils sont titrés selon la techniqµe classique (62) en mettant en 
présence des dilutions de sérums de raison 4 et une quantité fixe 
de virus telle que les souris reçoivent 100 DL50 théoriques avant 
neutralisation. 

Le titre d'un sérum est exprimé par le logarithme base 10 de 
J'inverse de la dilution de ce sérum, qui protège 50 p. 100 des ani
maux. 

On tient compte de la dilution apportée par Ja mise en présence 
du virus et du sérum en volumes égaux. 

4. - Conserçation des sérums:

Ils sont conservés congelés à - 200 ou lyophilisés. 

TECHNIQUE n'HYPERIMMUNISATION 

Les techniques de préparation des sérums que nous allons décrire, 
ont été inspirées par celle proposée par GILBERT et ses collabora
teurs (28). 

Nous avons choisi d'utiliser le cobaye, qui fournit des sérums 
actifs et dépourvus de pouvoir anticomplémentaire. 

Dans le but d'obtenir des sérums de titre élevé, nous avons été 
amenés à espacer les inoculations de doses massives de virus, et à 
utiliser un adjuvant. L'inoculation de ces doses massives nous a 
conduits à utiliser exclusivement du virus inactivé à la suite des 
premiers essais ; pour éviter tout accident lors des manipulations, 
et la mortalité consécutive à l'inoculation du virus chez le cobaye. 

Deux antigènes ont été employés pour l'hyperimmunisation 

- suspension de cerveau de cobaye, 
- vaccin inactivé produit sur culture de cellules (64). 

Le protocole ci-dessous a été suivi dans les deux cas : 

1. - Préparation de l'antigène : 

1. 1. - Suspension à 10 p. 100 de cerveau de cobaye récolté au 
cours de ]a phase agonique, après inoculation par voie intracérébrale 
de virus fixe. Ce virus est inactivé par la bêta-propioJactone à la 
concentration de 1/2.000 pendant 2 heures à 37°, le pH étantmain
tenu à 7, 2 (23-52). 
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1. 2. - Vaccin antirabique inactivé produit sur culture de cellules. 
et lyophilisé (64). 

2. - Adjuvant: 

On inocule12 milliards de germesvivants deBRUCELLA B19 ( * ) (28) 
par cobaye lors de la première injection. 

3. - Volume et voie d'inoculation : 

On répartit 10 ml de la suspension de cerveau entre les 3 voies,. 
sous-cutanée, intramusculaire et intrapéritonéale ou de la même 
manière, 6 ml de vaccin produit sur culture de cellules. 

4. - Nombre et espacement des inoculations : 

4 injections à 1 mois d'intervalle environ. 

5. - Saignée : 

A blanc, par ponction cardiaque 5 ou 6 jours après la dernière 
inoculation. 

RÉSULTATS 

1. - Spécificité des sérums : 

Si on compare la spécificité des deux sérums, en les faisant réagi:r
avec un antigène témoin constitué par un extrait de culture de 
cellules non infectées, on s'aperçoit (Tableau Il) que le sérum 
préparé à partir de suspension de cerveau ne donne aucune réaction,. 
tandis que celui préparé avec le vaccin inactivé (Tableau 11 I} 
réagit lorsqu'il est très peu dilué. 

Cependant, cela ne présente pas d'inconvénient, pour deux raisons: 

- le sérum est à utiliser à la dilution de 1/40, tandis que la réac
tion non spécifique disparait pour une dilution supérieure à 1/20. 

- Il est possible d'éliminer pratiquement toute réaction non 
spécifique (Tableau IV) en traitant le sérum par une suspension 
cellulaire concentrée. 

· 

(*) Vaccin Aborsec, Institut Mérieux, Lyon, France. 



1'ABLEAU Il 

Titrage d'un sérum obtenu par hyperimmunisation 
à l'aide d'une suspension de virus inactivé provenant de cerveau de cobaye 

� 1/10 1/20 1/30 1/ltO 1/50 1/60 1/80 

g 

1 
1/2 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++± 

1/ft ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 

1/8 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +I+ + + + + + + + 

1/16 +++ 

1/32 + 

1/6ft trace 

T. Ag 

T. Sérum 

T. C' 

T. GR 

++± ++ ++ 

± 0 0 0 

0 0 0 0 

0 

++++ 

Témoin réaction antigène cel lulaire-sérum hyperimmun = O. 

+± +± 

0 0 

0 0 

1/100 

+++ 

+++ 
---

+++ 

+ 

0 
---

0 

1/150 1/200 1/300 

-- -- --

± 0 0 
--- --

--

± trace 0 
-- -- --

++ ± 0 

± trace 0 
--- --

--

0 0 0 
--- -- --

0 0 0 
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TABLEAU III 

Titrage d'un sérum obtenu par hyperimmunisation d l'aide d'un vaccin inactivé produit sur culture de cellules 
Sérum non traité par une suspension cellulaire correspondante 

a) aJJec un antigène rabique produit sur culture de cellules 

� 
Q Q 0 

1/10 1/20 1/30 1/40 1/50 1/60 1/80 1/100 � cc OO ..... ..... � � � ... 
--- --- --------

1/2 ++++ ++++ ++++ ++± ++ +± ± trace 0 0 0 - ------
++++ ++++ l++++ ++++ +++ 

-- ---- --
1/4 ++++ ++++ + trace 0 0 

1/8 ++++ ++++ ++++ ++++ ,++++ ++++ ,++++ ++ +± trace 0 --- --- --- --- ---
1/16 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++± ++ + trace - ---

++± 1 ++± ++± 1 +++ I___±!_ -- --
1/32 ++++ ++± +± + ± trace 

1/64 ++ 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

b) açec un antigène cellulaire 

�I 1/10 1 1/20 1 1/30 1/ft.0 1/50 1/60 1/80 
--- --- ------

Pur ++++ +++± trace 0 0 0 0 --- --- --- ---
1/2 ++++ +++ 0 0 0 0 0 --- --- ------
1/4 ++++ ++ 0 0 0 0 0 --- --- --- ---
1/8 ++++ trace 0 0 0 0 0 --- --- --- ---
1/16 +++ ± 0 0 0 0 0 0 

1 
--- --- ------

1/32 0 0 0 0 0 0 0 

Ce traitement peut être effectué par exemple en mettant en 
présence, 1 h 30 au bain-marie à 37°, 10 millions de cellules par 
millilitre de sérums, les cellules sont ensuite éli�inée� par centri
fugation. 

� ..... 
--

0 --
0 

0 

0 --
0 

0 
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TABLEAU IV 

Tilrallf! d'un sérum obtenu par hyperimmunisation à l'aide d'un vaccin inactif produit sur culture de cellules 
Sérum traité par la suspension cellulaire correspondante 

a) avec un antigène rabique produit sur culture de cellules 

� 1/10 1/20 1/30 1/40 1/50 1/60 1/80 1/100 1/120 

g 

1/2 

1/4 

1/8 

1/16 

1/32 

1/64 

++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++I ...... . ..... 
--- ---- ---- --- --- --- ----++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++ + --- ---- ---- ---- ----++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++ --- --- --- ---++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 

± 1� 1� 1
+++ 

± 1� 1� 1-0 I+++ 
± 

trace 0 0 0 0 O 0 

TémoinAc,T. Ag,TC' = 0 

Témoin GRSH + + + + 
b) açec un antigène cellulaire 

� 1/10 1/20 

g 

Pur +± 0 

1/2 trace 0 

1/4 0 0 

Témoin Ac, T. Ag, TC' = O 

1/30 

0 

0 

0 

T GRSH + + + + 

2. - Activité des sérums : 

--
0 

0 

+ --

0 

0 

Elle est résumée dans le tableau V. Le titre en fixation du com
plément atteint 80 dans nos conditions, et le titre neutralisant 4, 5. 

3. - Réaction provoquée par l' hyperimmunisation : 

Aucune réaction n'est provoquée par l'hyperimmunisation à 
l'aide du vaccin produit sur culture de cellules. On observe par 
contre 70 p. 100 de mortalité par choc consécutif à l'emploi de 
suspension de cerveau. 

1/160 

---

0 

0 

0 ---

---
0 

0 
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TABLEAU V 

Sérum hyperimmun produit sur cobaye 

Suspension Vaccin inactivé 
Antigène de cerveau produit à partir 

inactivée de cellules ( •) 

Volume inoculé lors de chacune 
des 4 recharges ............. 10 ml 6 ml 

Titre fixation du complément .. 80 80 

Titre neutralisant .. . . . . . .... 4,5 ± 0,25 4,2 ± 0,20 

Mortalité en cours d'immunisa-
tion .... ..... .. ......... .. 70 p. 100 0 p. 100 

(*) RabifTa. 

Titre neutralisant des sérums hyperirnmuns de cheval ou de mulet 
3 à 4,2. 

CONCLUSIONS 

Il est possible de préparer chez le cobaye des sérums hyperimmuns 
antirabiques de titres très élevés, égaux ou supérieurs en neutrali
sation à ceux des meilleurs sérums de chevaux ou de mulets (58). 
Ces sérums sont spécifiques et dépourvus de pouvoir anticomplé
mentaire. Le mode de préparation de choix fait appel à l'emploi, 
comme antigène, d'un vaccin antirabique inactivé produit à partir 
de culture de cellules. Aucune mortalité n'est alors observée, tandis 
que l'utilisation d'une suspension de cerveau inactivée entraîne 
70 p. 100 de mortalité, qui se produit souvent par choc dans les 
heures qui suivent les différentes inoculations. 

* 
• * 



Il. - Utilisation pour le titrage des antigènes rabiques 
produits sur culture de cellules 

La réaction de fixation du complément, peu de temps après sa 
découverte fut appliquée aux antigènes rabiques puisque c'est à 

1907 que remontent les premiers travaux (27,33). Dès lors, c'est 
essentiellement dans le but de mettre au point une méthode pratique 
de diagnostic que les recherches furent poursuivies, avec des fortunes 
diverses. 

Ce sont surtout les travaux d'ANno et ses collaborateurs (1, 2) 
qui provoquèrent un nouvel intérêt pour la méthode. BINDRICH et 
KuwERT (4) donnent un tableau résumant différents essais effectués 
jusqu'en 1956 dont nous rappelons les références (1, 2, 6, 9, 13, 15, 
19, 20, 27, 30, 31, 33, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 53, 57, 60) auxquelles 
on ajoutera maintenant les suivantes (3, 4, 5, 10, 12, 21, 22, 24, 
25, 32, 36, 37, 44, 49, 63, 69, 72, 87) tandis que des méthodes sont 
décrites dans les traités classiques ( 48, 76). 

Cependant, la réaction a été aussi utilisée à d'autres fins : 

- recherche des anticorps après vaccination ( 16, 17, 36) ou 
hyperimmunisation (14, 73), 

- mise en évidence de la présence de l'antigène dans un vaccin 
purifié (74, 78), 

- étude de l'effet des substances adjuvantes (26, 50), 

- recherches d'éventuelles parentés antigéniques ( 45, 59), 

- étude de la nature ou du comportement des composants du 
virus rabique (18, 36, 43, 55, 56, 70). 

C'est dans un but très différent que nous avons repris ces études: 
nous avions à élaborer un nouveau type de vaccin (64). Ce travail 
nécessitait l'utilisation de méthodes pratiques et rapides de titrage 
des antigènes, problème que la réaction de fixation du complément 
devait nous permettre de résoudre. 

Plus haut nous avons décrit la méthode d'obtention du sérum 
hyperimmun et montré sa spécificité; reste à exposer son utilisation 
dans la réaction de fixation du corµplément et à étudier les para
mètres reliant le titre infectieux au titre de l'antigène fixant le 
complément. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Ils ont été décrits précédemment à l'exception de la méthode de 
titrage de l'antigène fixant le complément et de celle du titrage 
d'infectiosité que nous rapportons ci-après. 

1. - Titrage de l'antigène fixant le complément : 

La réaction utilisée est une réaction semi-quantitative dérivée 
de KoLMER (11). Les volumes mis en présence des différentes dilu
tions sont : 

- 0,5 ml pour l'antigène et le couple hémolytique, 
- 0,25 ml pour le sérum et le complément. 

Des dilutions de virus de 2 en 2 réagissent avec une quantité fixe 
de sérum (2 unités sériques) titré au préalable et avec 2,6 unités de 
complément. 

Après un temps de fixation d'une demi-heure au bain-marie à 

37° le couple hémolytique est ajouté. L'hémolyse se fait de la même 
manière que la fixation. 

La lecture est effectuée. 
Le titre de l'antigène fixant le complément est représenté par 

l'inverse de la plus haute dilution de cet antigène qui, dans ces 
conditions, fixe tout le complément: absence d'hémolyse notée++++. 

On utilise pour les calculs le logarithme base 10 de cet inverse. 
La réaction est accompagnée de tous les témoins nécessaires : 

témoins antigènes, anticorps, complément, globules rouges et couple 
hémolytique. 

Elle n'est lue que lorsque tous ces témoins sont satisfaisants. 

2. - Titrage d'infectiosité : 

Des dilutions croissantes de virus sont inoculées à des groupes de
souris par la voie intracérébrale à la dose de 0,03 ml. Les animaux 
sont observés le lendemain de l'inoculation, puis quotidiennement 
du 5e au 14e jour après l'inoculation. Les signes cliniques de rage 
observés, la mort ou le sacrifice des animaux sont notés chaque 
jour. 

Le calcul du titre est effectué par la méthode de LITCHFIELD (51)t 
dont les avantages ont été discutés par ailleurs (77). 

Elle permet en particulier, pour chaque titrage, de juger de son 
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homogénéité ou de son hétérogénéité, et de calculer rapidement la 
précision obtenue qui est généralement de l'ordre de ± 0,4 log. 

Les titres sont exprimés par le logarithme base 10 du nombre de 
DL50 contenues dans 1 millilitre . 

.3. - Calculs statistiques des corrélations : 

Les calculs de corrélations sont effectués, selon le programme 
-établi par le Service de Calcul de notre Institut, sur calculateur 
-électronique (*). 

RÉSULTATS 

L'existence et la spécificité de la réaction ont tout d'abord été 
mises en évidence, en s'entourant de tous les témoins nécessaires. 
En particulier nous avons vérifié l'absence de réaction du sérum 
mis en présence d'un antigène cellulaire préparé de la même manière 
que l'antigène antirabique. 

Alors, 30 lots de virus rabique différents, produits sur culture 
<le cellules, dans des conditions voisines, récoltés et conservés de 
manière identique ont été titrés chez la souris et par la réaction de 
fixation du complément. 

TITRE INFECTIEUX 

8 

7 y .. (.9X+5.75} ±.44 

6 
1.3 1.6 1.9 2.2 2.5 2.a 

PUR � 114 1/8 1/16 1/32 TITRE FIXATION 

Corrélation : Titre fixant le C' -Titre infectieux 
Graphique 1 

(*) Programma Olivetti 101. 
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L'analyse statistique des résultats obtenus montre qu'il existe 
dans ces conditions une corrélation hautement significative 
(r = 0,8478) entre ces deux paramètres (71). 

L'équation représentant cette corrélation est y= (5,75 + 0,9 x) 
± 0,44. 

Ces résultats sont représentés par le graphique 1 et sont reportés 
dans le tableau VI. 

TABLEAU VI 

Titre en antigène fixant le complément et titres infectieux correspondants 

Titre Inverse de la dilution 1 2 4 8 16 32 
en antigène -- -- -- -- --- ---

fixant le log de l'inverse de la 
complément dilution x 20 (*)... 1,3 1,6 1,9 2,2 2,5 2,8 
------------- -- -- -- -- --- ---

Nombre d'échantillons différents 
testés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 

Titres infectieux sur souris cor- 6,9 
respondants. 6,7 

(log 10 nombre de D L50/ml) 

6 

7,6 
7,2 
7,3 
7,2 
6,9 
7,6 

10 

7,5 
7 
7,5 
7,6 
7 ,4 
7 ,3 
7 
7,6 
7,5 
7,3 

5 
--

8 
8,1 
7 ,7 
8 
7 ,7 

6 1 
-- --

8 8,2 
8 
8,2 
7,9 
7,8 
7,9 

(*) Pour faciliter les calculs, on utilise le log de l'inverse de la dilution, 
inverse que multiplie 20. 

Il faut souligner que l'inactivation du virus par la bêta-propio
lactone (23, 47, 52, 64) supprime tout pouvoir infectieux, tout en 
ne modifiant pas le comportement des antigènes dans la réaction 
de fixation du complément. Il est évident que dans ces conditions 
il n'y a plus aucune corrélation entre les deux titres. 

DISCUSSION 

1. - Conditions d'existence de la corrélation : 

Nous venons de montrer qu'il peut exister une corrélation entre 
les titres infectieux et fixant le complément. Ceci avait déjà été 
établi par KuwERT (42) pour 4 souches différentes de virus rabique, 
multipliées chez l'animal. 
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Mais, comme nous venons de le voir, la corrélation n'existe que 
dans des conditions précises. Elle cesse d'être si on introduit une 
modification des conditions opératoires qui agit sur les paramètres 
étudiés: action d'un agent chimique ou physique comme la chaleur. 
Cette dernière méthode a été mise en pratique pour la préparation 
d'antigènes apathogènes par KuwERT (43) et HEINIG (32). 

Par ailleurs, dès 1953, PoLsoN et WESSELS (66) avaient constaté 
que le pouvoir fixateur du complément n'était pas lié au pouvoir 
infectieux, ce qui avait été souligné en 1957 par THOMPSON (79, 80). 

2. - Seuil de la réaction :

On voit (Graphique 1) que dans nos conditions la réaction devient 
possible dès que le titre atteint 6.4 DL50 souris par millilitre. Cette 
valeur est nettement supérieure à celles trouvées par d'autres 
auteurs, valeurs qui s'étalent entre 3.50 et 5.50 DL50 par gramme 
de cerveau (18, 22, 42, 70, 81, 82, 83). On peut interpréter ceci en 
remarquant que matériel, méthodes, critères de lecture et mode de 
préparation du virus sont différents. En outre, la détermination 
de ce seuil de réaction est soumise aux mêmes contingences que 
l'existence de la corrélation qui tiennent, en dernière analyse, à la 
nature des antigènes fixant le complément, qui peuvent être ou non 
infectieux. 

3. - Nature des antigènes fixant le compléJnent :

Ceci nous amène à discuter de la nature de ces antigènes. 
Dès 1953, PoLSON et WESSELS (66) montrent, par diffusion, qu'un 

antigène « soluble » fixant le complément a une taille d'environ 
12 mµ. Cet antigène recèle la majeure partie du pouvoir fixant le 
complément de leurs préparations. Après élimination des particules 
infectieuses, il y a une très faible réduction du titre fixant. 

K1PPS et collaborateurs (36), VAN DEN ENDE et collaborateurs 
( 18) ont étudié chez l'animal le pouvoir antigénique de l'antigène 
«soluble» et du virus après divers traitements. Tous deux provoquent 
chez la souris l'apparition d'anticorps fixant le complément et 
d'anticorps neutralisants. Traités par la chaleur à 56° C, pendant 
30 mn, ils produisent seulement l'apparition d'anticorps fixant le 
complément. Mais ces auteurs indiquent que leurs préparations ne 
sont peut-être pas pures. 

KuwERT (43) et HEINIG (32) montrent que l'antigène fixant le 
complément est relativement thermostable. ScHINDLER (70) trouve 
que la majeure partie de l'antigène fixant le complément est associée 
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au virus, l'autre étant représentée par l'antigène « solubJe ». Ces 
deux fractions sont antigènes pour le cobaye. 

MEAD (55, 56) réussit à séparer 4 constituants antigéniques, 
fixant le complément, en dehors du virion. NEURATH et collabora
teurs (61) isolent deux antigènes « solubles » par centrifugation en 
gradient de densité et fluorométrie. Par ailleurs, on trouve au moins 
deux lignes de précipitation (29, 84). Cependant, la plupart des 
études récentes ont porté sur la morphologie du virion lui-même. 

En résumé, l'existence de plusieurs antigènes est démontrée. Il 
est établi que le virion et des antigènes « solubles », même dénaturés 
par chauffage à 56° C, sont susceptibles de se comporter en antigène 
dans la réaction de fixation du complément. Le pouvoir antigène 
de ces composants a été étudié chez l'animal, mais il reste à préciser. 

Cette étude à réaliser après une séparation parfaite des différents 
constituants antigéniques permettrait ensuite de juger in CJitro de la 
valeur des préparations de vaccin. Ceci a déjà été entrepris pour 
d'autres virus (67) avec succès. 

Ce progrès est hautement souhaitable, car on sait l'imprécision 
et les difficultés du contrôle in CJiCJo des vaccins rabiques. 

CONCLUSION 

La réaction de fixation du complément permet de titrer les anti
gènes rabiques produits sur culture de cellules. 

A partir de ce titre en « fixation », il est possible d'estimer le titre 
infectieux de ces préparations, sous réserve de se placer dans des 
conditions strictes. 

Il conviendrait de poursuivre des recherches pour déterminer la 
nature et le rôle immunogène des divers antigènes rabiques fixant le 
complément. 
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