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RÉSUMÉ 

Après avoir indiqué les raisons qui les ont conduits à suspecter certaines 

défaillances de lo réaction de fixation du campl6ment dans le diagnosiic de la 

péripneumonie bovine. Ier ouieurr décrivent sous le nom de «test des 4 +ubes » 

une technique de diagnostic sérologique de la maladie qui allie pour un même 

sérum sur un même porkir : une fixailon directe du compi6ment. une fixa+ion 

« indirecte », larecherchede I’antigènepér~pneumon~quecirculante+uncontrôle 
du sérum. Les modaliiér techniques et l’interprétation sont décrttes en détail : 

des exemples sont donnés 

En matière de dwgnortic expérimental de la 
pérlpneumonle, c’est un lieu commun que 
d’affirmer l’utilité des réactions de fkotlon du 
complément. A plusieurs reprises, le groupe 
d’experts FAO/OIE/OUA sur la péripneumonie 
a insisté sur ce point dans ses rapports de tra- 
vail (2), tout en estimant cependant que les 
techniques employées avaient des limites et 
étaient perfectibles. 

Il est hors de propos de discuter en détail 
dans ces lignes les mérites respectifs des diffé- 
rentes méthodes proposées. Reposant sur les 
mêmes principes et ne mettant en ouvre que 
des variantes de monlpulatlons, elles fournlssent 
les mêmes résultats et ne dlffèrent que par leur 
sensibilité et, partant, leur rpéclfité. Sans trop 
simplifier, on peut estlmer que les Ilmites assi- 
gnées à ces tests sérologlques se rencontrent 
chez des bovins en incubation de pérlpneumonie 

(*) Aide technique de Messieurs Henry CORNËLIE et 
Noël GOMBOT. 

n’ayant pas encore élaboré d’anticorps fixant 
le complément et pour lesquels ils ne sont pas 
encore décelables. ainsI que pour de rares 
animaux en période terminale préagonique 
chez lesquels le torrent circulatoire est envahi 
par un (ou des) ontlgène (s) mycoplasmique (s) 
saturant in V~O certains anticorps (29). 

On pourrait, certes aussi, faire état de la spéci- 
ficité des divers tests : la réaction dite «de 
FARCHA » (1) se montre beaucoup plus sen- 
sible que la réaction clas?ique de CAMPBELL et 
TURNER(S) : cette dernière est néanmoins pré- 
férée pour le dmgnoctic de routine, justement 
parce qu’étant moins sensible elle ne donne pas 
heu 0 des interprétations dues 0 des seuils de 
lecture (1). 

Fort de ces données, le laboratoire de FAR- 
CHA a utilisé depuis plus de 10 ans la réaction 
de fixation du complément pour obtenir confir- 
mation du diagnostic clinique de péripneumo- 
“le, effectuer le tn des malades dans v” effectif 
contaminé, assurer le contrôle sanitaire de 
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bovins destinés à l’importation. Enseignée à 
d’autres stations de recherches existant dans 
l’orbite de ce laboratoire, tout spécialement 
celle de Bouar (R. C. A.) autour de laquelle 
existe un important foyer de péripneumonie, la 
réactlon de fixation du complément - e+ plus 
précisément la technique de CAMPBELL el 
TURNER-y a été largement mise en ceuvre. 

1. - RECONNAISSANCE D’ÉCHECS 

Un certain confort intellectuel s’était installé 
depuis plusieurs années. La réaction était entrée 
dans la pratique courante qui, tout spécialement 
au Tchad, consistait en la confirmation du dia- 
gnostic clinique de péripneumonie posé sur un 
effectif, 

Néanmoins, dans le courant de l’année 1965, 
quelques échos alarmants naissaient en R. C. A. 
Dans une station d’élevage où évoluait un 
foyer de péripneumonie. des bovins mouraient 
de la maladie dans les jours suivants un examen 
sérologique négatif. La mise en place d’un plan 
de prophylaxie sanitaire dans la région de 
Bouar apportait des compléments d’information : 
l’abattage des troupeaux contaminés était depuis 
1964 matériellement encouragé en mettant à /a 
disposition des éleveurs les moyens nécessaires 
à l’écoulement de leurs animaux (transport, 
commercialisation des viandes) : des examens 
sérologiques de routine étaient effectués par la 
réaction de CAMPBELL et TURNER. 

On eut d’abord la surprise. puis la stupeur, 
de constater que des sérums provenant de bovins 
dont les viscères étaient saisIs pour péripneu- 
manie se révélaient négatifs en fixation du 
complément. Aucune erreur de manipulation 
ne pouvant être invoquée, on s’était alors 
demandé si ces échecs du diagnoctic expéri- 
mental ne pouvalent être portés uu passif de la 
pratique dans laquelle seule /a dilution au 1 : 10 
de sérum état examinée ; en certaines occasions. 
on aurait pu ~VOIT une inhibition de la réaction 
de fixation du complément par excès d’anticorps. 

A peu près à la même époque, une expérience 
de contrôle d’un vaccin antlpéripneumonique 
inactivéétait menéeau laboratoire de FARCHA. 
Elle montrait que des zébus non vaccinés, placés 
en contact de malades créés artificiellement par 
intubotion endobronchique de lymphe péripneu- 
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nonique et qui devaient mourir de péripneu- 
nonie, ne voyaient jamais devenir positive leur 
érologie suivie par le test de CAMPBELL et 
IJRNER : elle ne devenait que très légèrement 
lositive par le test de FARCHA. La reconnais- 
once de ces échecs arrivait au moment où de 
emblables ennuis étaient enregistrés dons le 
liagnostic sérologique de la perte bovine (18) ; 
,n doute puissant, était jeté sur la technologie 
Iénérale des méthodes sérologiques du labora- 
sire ; il fallait remédier à cet état de fait extrê- 
nement fâcheux. ,Tous Ier faits qui vienneni 
l’être rapportés étalent d’autant plus troublants 
lue la pratique de la réaclion accumulée depuis 
,ingt ans en Australie et en Afrique orientale 
l’en fait pas mention. 

Pour rassurer le lecteur, il faut d’emblée qu’il 
oit dit que les échecs ci-dessus relatés n’étaient 
bus la règle générale et que leur proportion 
l’excédait pas 10 p. 100 des examens. sauf en 
ertaines occasions. Les exemples ci-dessous en 
ont révélateurs : 

lroupeou transi+ Bouar 19 13 
rroupeau Ouman bi 
Bell0 160 10 

rroupeau Boboye bi 
Ibro _........_,_.. 100 

lroupeau B.D.P.A. .<< 32 d 

II paraît important de signaler que ces erreurs 
e furent au départ connues que parce que 
eriains bovins étalent abattus dans les jours, 
uivant l’examen sérologique : si l’on s’était 
ontenté d’un contrôle sérologique banal, on 
,uralt très bien pu les ignorer et la réaction de 
xation du complément continuer de jotiir de 
estime de tous. 

Si peu nombreux qu’ils aient été, il fallait tenir 
ompte de ces échecs sérologiques puisque leur 
konnaissance pouvait ruiner toute politique 
e prophylaxie qui les aurait ignorés en main- 
snant dans les troupeaux à assainir des malades 
t des contaminés à tous points de vue ignorés. 

Sur ces sérums au comportement opparem- 
lent aberrant, divers contrôles furent alors 
3is en ceuvre : 
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- En règle gén&ole, seule la récation de 
fixation du complément pour les anticorps 
péripneumoniques était négative alors que les 
réactions d’agglutination sur lame et d’hémag- 
glutination conditionnée étaient positives. Néan- 
moins quelques sérums de malades se montraient 
négatifs aux trois réactions. 

- L’exactitude de l’équilibre des paramètres 
de la réaction (antigène, sérum, complément) 
a été examinée pour ehminer la possibilité de 
phénomène de zone par excès d’anticorps ou 
d’antigène ; la dilution poussée des sérums au 
comportement aberrant n’a pas permis de 
retenir cette hypothese. 

- La recherche de l’antigène péripneumo- 
nique circulant par précipitation interfaciale (31) 
ou en gélose utilisant un sérum onfi-M. mycoïdes 
d’âne hyperimmunisé, est restée négative pour 
ces sérums : une éventuelle saturation in YIVO 
ne pouvait être invoquée. 

- Par contre, corroborant en ce qui avait été 
trouvé pour d’autres systèmes immunologiques 
de diagnostic (18) et singulièrement lors de la 
recherche de5 anticorps antibovipestiques, quel- 
ques-uns de ces sérums se sont révélés être 
déficients en gammaglobulines par les tests 
d’électrophorèse et d’immuno-électrophorèse, 
ainsi que nous l’avons rapporté (18. 19). 

L’existence de cette hypogammaglobulinémie 
conditionnant la négativlté de certaines réactions 
sérologiques, pose un problème grave pour la 
validité des réactions de diagnostic en général. 
Ayant eu des déboires avec les tests physico- 
chimiques simples de recherche des gammaglo- 
bulines bovines (tests de la Huergo et de Kunkel, 
fiche réticule-endothéliale de SANDOR) nous 
avons proposé de considérer la présence ou 
l’absence d’anticorps antivirus parainfluenza 3 
comme «marqueurs» de la gammaglobuline 
(19) : sur les 2 p. 100 de sérums de bovins de plus 
d’un an examinés qui étalent négatifs au test 
d’hémagglutination, la moitié sont dépourvus 
d’anticorps parainfluenza 3 et l’autre moitié 
sont d’authentiques hypogammaglobulinémi- 
ques. 

Cette carence immunologique n’était pourtant 
pas le ca des sérums à comportement aberrant 
en sérologie péripneumonique que nous avons 
invoqu&, sauf en seul. 

En ces circonstances, la modestie s’impose. II 
faut avouer notre ignorance actuelle des causes 

intrinsèques de ces échecs sérologiques. mais 
auw y  apporter un remède. C’est la solution 
que nous avons trouvée qui fait l’objet des lignes 
suivantes. 

II. - LA FIXATION DU COMPLEMENT 
PAR LES SÉRUMS DE BOVINS 

On sait, depuis que ZINSSER et PARKER (31) 
l’ont montré, que certains systèmes immunolo- 
giques ne fixent pas le complément de cobaye 
bien que soit réalisée I’won antigène-anticorps. 
L’école canadienne de sérologie, avec Made- 
moiselle RICE, BOULANGER et BANNISTER a 
établi le fait et o pu en faire une généralisation 
pour tous les sérums d’oiseaux (sauf ceux de 
l’espèce colombine), certains sérums de chevaux, 
la majorité des sérums de bovins (4). 

En se plaçant d’un point de vue général. une 
revue de la littérature permet de constater 
combla les sérums de bovins ont des comporte- 
ments paradoxaux dons les réactions de fixation 
du complément. De bons résultats ont, été enre- 
gistrés avec certains antigènes bactériens, ‘tels 
les leptospirosiques brucelliques, ou opparem- 
ment péripneumoniques ; avec les antigènes 
viraux (24) et d’une manière générale les anti- 
gènes de nature protéique. la fixation directe 
se réalise mal ou pas du tout bien qu’existent les 
anticorps spécifiques mis en évidence par 
d’autres méthodes sérologiques (neutralisation 
par exemple). On remorquera au parsage que 
tel est très exactement le cas des sérums de 
zébus dont nous avons plus haut évoqué I’exis- 
tente. 

La raison du comportement des sérums de 
bovins n’est pas connue dans le détail. On a 
parlé, comme pour le système humain Rh, 
d’anticorps « incomplets » ou « univalents », 
anticorps qui ne possèderaient qu’un site de 
combinaison sur leur molécule. Par ailleurs on, 
a pensé à une stéréostructure particulière qui 
demanderait pour fixer le complément une 
supplémentation en un facteur sérique, vra~sem- 
blablement la fraction C’l de ce complément (26); 
d’où la proposition des techniques utilisant le 
sérum frais de bovins pour ces réactions : la 
réaction dite de FARCHA (1) est de celles-là. 

On a pu voir néanmoins qu’en certaines 
circonstances et malgré l’apport de sérums frais 
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dans la réaction, il existait des sérums de bovins 
dont les anticorps ne fixaient pas le complément. 

II faut bien dire que fout cela n’est pos clair 
et restera oins1 iant que ne seront pas élucidées 
les structures spatiales et moléculaires des 
immunoglobulines bovines ainsi que la ciné?ique 
d’ appuiion des différentes classes de ces immu- 
noglobulines (yG, *CM). 

Là n’est point notre propos, beaucoup plus 
pragmatique : il fallait trouver une solution 
pratique pour le diagnostic de la péripneumonie 
où dans l’optique que nous avons de son appli- 
cation à la prophylaxie de la maladie, on doit 
s’efforcer d’allier la sensibilité à la spécificité. 

Nous ~VO~IS en son temps montré que la réac- 
tion d’agglutination sur lame n’était pos spéci- 
fique (20) ; la réaction d’hémagglutinotion ne 
l’est pas plus et de surcroît fournit des réponses 
négatives pour quelques malades et de nombreux 
porteurs chroniques. 

Les réactions allergiques n’ont conduit qu’à 
des déboires. On vient de voir que différentes 
techniques de fixation du complément avaient 
con”” des échecs. 

La réaction de conglutination CL été essayée. 
En aucune occasion avec le sérum de cheval 
localement disponible II CL été possible d’obtenir 
un complément valable et ces recherches ont été 
abandonnées (1). Une autre solution existait. 
RICE a p,u mettre sur pied une réaction sérolo- : 
gique avec les sérums de bovins, dite «fixation ! 
indirecte du complément» en tenant compte du : 
fait qu’existait bien un anticorps spécifique mais 
que. tout en s’unissant à l’antigène, l’immun- : 
complexe ainsI formé était incapable de fixer le 
complément (22). Si dans un tel système antigène- I 
anticorps « incomplet » on introduit un anticorps I 
à comportement orthodoxe (par exemple un I 
antwkum de lapin), il ne pourra pas s’unir à 
l’antigène puisque ce dernier sera déjà entré / 
en réaction avec I’antlcorps «incomplet». Le l 
complément de cobaye alors ajouté ni ne se I 
fixera sur l’immuncomplexe «incomplet» ni ; 
o fortiori sur I’immumcomplexe orthodoxe qui I 
aurait pu se former si l’antigène avait été libre ; < 
ce complément non fixé peut alors être mis en ! 
évidence par une réaction d’hémolyse. Para- < 
doxalement - tout ou moins en apparence - i 
une réaction positive dans cette « réactlon indi- ( 
recte» est celle où il y  o hémolyse (figure 1). 
Si en effet l’anticorps incomplet n’existe pas, le 1 

Tube, 
I!!i <<.... :::::. ::::: . ;;::_ .;:: 

IMMUNOCOMPLEXES POSSIBLES 

sérum orthodoxe «fixant » se combine à I’anti- 
gène et ou c6mplément empêchant I’hémolyse 
subséquente. 

Dans ce type de réaction, l’anticorps incomplet 
se comporte comme une substance inhibant une 
réaction directe de fixation du complCmcnt, On 
conçoit que par dilution du sérum qui lecontient, 
3” puisse le titrer tout comme un anticorps ordi- 
Taire. 

L’existence d’anticorps « incomplets » était-elle 
3” cause dans les échecs de diagnostic de la 
>éripneumonie ? Vérification fut faite dans une 
-éaction mettant en ceuvre l’un des sérums de 
:ébu 0 comportement anormal, évoqués plus 
laut, l’antigène péripneumonique pour fixation 
Au complément de CAMPBELL et TURNER, un 
;érum d’âne anti-Mycoplosma mycoides, du 
xmplément de cobaye et un système hémoly- 
‘Ique hématies de mouton-sérum hémolytique 
jableau 1). 

L’hémolyse se produisait, la réaction était 
lositive. La démonstration était donc faite que 
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dans certains immunsystèmes sérums de zébus- 
antigènes péripneumoniques pouvaient exister 
des anticorps « incomplets » que ne mettait 
pas en évidence une réaction de fixation directe 
du complément ; de tels sérums y  auraient été 
classés « négatifs ». 

Pour le moment nous admettons le fait sans 
chercher a l’expliquer. Mais le connaissant, 
notre devoir est de l’exploiter pour pallier aux 
insuffisances des tests sérologiques jusqu’alors 
employés. 

111. -LE TEST DIT DES QUATRE TUBES 

En partant sur cette idée, nous avons tenu le 
raisonnement suivant. On ne peut savoir à 
I’ovonce si un sérum de zébu. suppos6 péripneu- 
monique, aura un comportement normal dans 
une réaction directe de fixation du complément 
ou bien si on sera obligé de réaliser une fixation 
indirecte. Le mieux est d’allier les deux tests 
dans une même réaction. d’où la présence d’un 
2e tube qui sera celui de la réaction indirecte. 
Par ailleurs on sait que de l’antigène péripneu- 
monique circulant peut exister dans le sérum des 
bovins péripneumoniques. que cet antigène 
sature ou non les ontlcorps ; quoiqu’il semble 

” que le phénomène de saturation in vive des anti- 
corps fixant le complément soit rare dans la 
péripneumonie (30). le cas peut néanmoins se 
présenter : aussi, profitant de ce que l’on 
introduisait dans la réaction de tktion indirecte 
un sérum anti-mycoides, on a pensé l’utiliser 

pour détecter l’antigène circulant éventNuellement 
présent dans le sérum ; un troisième tube est 
donc inclu dans la réaction : il sert de surcroît 
de témoin pour le second tube. Un quatrième 
enfin servira à apprécier un éventuel pouvoir 
anticomplémentaire du sérum. A la demande, 
et ceci pour un test journalier uniquement, des 
tubes servent de témoins du titrage correct du 
complément et du sérum anti-mycoides. 

Pour se résumer, le test proposé comportera 
pour chacune des dilutions examinées du sérum 
sous-test : 

. tube no1 : une réaction de fixation directe 
du complément : 

l tube no2 : une réactlon de fixation indi- 
recte du complément, à la même dilution du 
sérum sous test que dans le tube no 1 ; 

a tube no3 : une réaction de fixation du 
complément, dans laquelle le sérum sous-test 
joue le rôle d’antigène, pour la recherche de 
l’antigène péripneumonique circulant, : 

l tube no 4 : témoin d’un éventuel pouvoir 
anticomplémentaire du sérum sous-test. 

A.-Matériel. 

1, Sérums sous-test. Ils sont obtenus ,classique- 
ment par ponction veineuse et dérantation du 
caillot sanguin, puis sont congelés à - 20 OC en 
attendant la mise en place de lu réaction. Les 
sérums arrlvont pour diagnostic ou laboratoire 
sont clarifiés par centrifugatwn. 
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L’influence de l’inactivation ou de la non 
Inactlvation à %OC 5era envisagée plus loin. 

Ils sont dilués de 2 en 2 à partir d’une dilution 
primitive au 1 : 10. 

2. Antigène périDneumonique. Le choix s’est 
porté sur l’antigène ultra-sonné de notre Institut 
(dit «antigène US>>) plutôt que sur l’antigène 
classique de CAMPBELL et TURNER (*), Nous 
avons en effet montré que ce dernier, comme de 
nombreux antigènes d’origine bactérienne à 
composition antigénique complexe, présentait 
plusieurs optimums de fixation selon sa dilution 
olors que les résultats étaient beaucoup plus 
réguliers avec l’antigène US (1). De plus sa 
lyophilisation aisée et sa rermse en suspension 
sans problème garantissent la stabilité de ses 
qualités antigénlques et mettent à l’abri de la 
« maturation »ou de la floculation qui 5e produi- 
sent parfois avec l’antigène australien. 

On utilise dans la réaction 2 unités antigé- 
niques (U. A), déterminées par titrage préalable 
vis-à-vis d’un sérum d’âne onti-mycoider par la 
technique classique dite de I’échéquier. 

3. Diiuont. Le tampon de COHEN a été utilisé 
dans tous les essais ; tout autre tampon pourrait 
vraisemblablement convenir. 

4. Complément. Complément de cobaye lyophi- 
lisé (*), utilisant 2 utés hémolytiques 100 p, 100 
de complément (U. H.) titrées en présence de la 
dilution adéquate d’antigène US : l’une des 
qualités de ce dernier est d’être ni pro- ni anti- 
complémentaire. Le complément dilué n’est pas 
additionné de sérum frais de bœuf comme on le 
fait dans la réaction « de FARCHA » (21). La 
technique de titrage du complément a déjà été 
exposée (21) : elle suit la technique clawquede 
KOLMER. 

5. Sérum onii-mycoides. C’est pour des raisons 
de commodité d’entretien et de prix de revient 
que l’âne a été choisi comme espèce donatrice 
de sérum plutôt que le lapin et parce qu’aussi 
cette espèce n’héberge pas d’anticorps ontimy- 
coplasmiques naturels. 

Une souche pathogène de M. mycoides près de 

(*) Notre collègue P. PERREAU, a qui est acquise notre 
groiitude, a pris le soin de nous le fournir. 

(*) Fourni par B-D Mérieux, 69. Marcy-I’Eioile - 
Fronce. 

son isolement est cultivée en bouillon tryptow 
contenant 10 p. 100 de sérum de l’ane q;f doit 
être immunisé : ainsi est éliminé un facteur 
d’erreur pouvant provenir de la production 
d’anticorps-antisérums d’une apèce hétérologue. 
Les corps microbiens sont récoltés par centrifu- 
gation, non lavés, et mis en suspension en sérum 
physiologique à une opacité double de celle du 
tube 10 de l’échelle de BROWN. L’âne reçoit 
une inoculation intrawneuse hebdomadaire 
de 20 ml pendant 6 semaines au moins, suivie 
d’une inoculation mensuelle d’entretien. II est 
saigné lorsque son sérum présente le maximum 
de fixation du complément ; ce temps est va- 
riable d’un animal à l’autre. 

Le sérum est filtré et lyophilisé ; on le conserve 
ainsi 0 -2QoC pendant plusieurs années. 

Après reconstitution à son volume primitif 
avec de l’eau. il est titré, ainsi qu’on l’a dit plus 
haut. vis-à-vis de l’antigène US en présence 
3e 2 UH de complément et avec un temps de 
ixation de 1 heure à 37oC. L’unité fixatrice est 
,a plus haute dilution donnant 100 p.‘lCO de 
Fixation en présence de la plus haute dilution 
l’antigène. Dans la réaction finale, on utilisera 
un multiple de l’unité fixatrice (U. F.). 

6. Syst&me hémolyfique. Classique. utilisant des 
lématies de mouton à 2 p. 100 et un sérum 
Qmolytique commercial (*). 

B. - Mise en oeuvre. 

Le principe est de rechercher d Jo fois ef pour 
ies dilutions variables d’un même sérum de bovin 
wspeci : sa capacité de fixation directe dans une 
-éaction de type « FARCHA » ; sa capacité de 
ixation indirecte ; la présence éventuelle d’anti- 
gène péripneumonique circulant ; enfin son 
xuvoir anti-complémentaire. Utilisant de faibles 
quantités de chacun des réactifs, c’est-à-dire se 
neltant à la fw à I’abrl de la possibilité de 
-éaction bloquée par excès d’antigène et tra- 
ialllant au maximum de la sensibilité, on peut 
,héoriquement penser que ce type de réaction 
-Détectera tous les bovins péripneumoniques, y  
:ompris les hypo-gammaglubolinémiques qui, 
nalades, hébergent de l’antigène circulant à 
défaut d’anticorps décelables in vitro. 

(*) Serpasteur, 36, rue du Docteur ROUX, Paris (15)e. 
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1. Etude oréliminoire de quelques wxomètres 

Divers paramètres de la réaction méritaient 
d’êtreétudiéscarpouvantinfluersursasensibilité. 

a) Inactivation des sérums sous-test. On sait 
que l’inactivation à 56oC pendant 30 minutes 
réduit la capacité fixatrice des sérums bovins 
(11,14.21) sons pour autant augmenter la spéci- 
ficité de Io réaction ni faire disparaitre le pouvoir 
anticompiémentoire qui peut exister. II fallait 
se demander si I’inachvation avait une influence 
sur la fixation indlrecte et la détection de I’anti- 
gène circulant. Expérience faite sur une douzaine 
de sérums différents, les uns positifs en fixation 
indirecte, d’autres n’hébergeant que de I’anti- 
gène circulant ou les deux à la fois, on conclut 
que l’inactivation ne joue aucun rôle. II fut donc 
décidé de ne pas inactiver les sérums sous-tests. 
de les ufiliser le plus frais possible, et si l’on 
devait les conserver. de le faire à -20 OC ; ce 
faisant, on s’efforce de préserver leur capacité 
fixatrice directe. 

En pratique, toutefois, les sérums qui sont 
envoyés de brousse pour diagnocticsont recveilhs 
et voyagent dans des conditions toutes relatives 
de réfrigération ; il s’ensuit une inactivation 
naturelle qui, on le verra dans les résultats, 
parait influer sur la fixation directe, 

b) Temps de ~~neutrol~sotion » du mélange 

antigène-sérum de bceufsous-test dons le tube na 2. 

II s’agit de la fixation d’un anticorps et d’un 
antigène. Connaissant par expérience les 
difficultés de la fixailon directe du complément 
avec les sérums bovins où, après nombre d’au- 
teurs, nous avons pu nous rendre compte que les 
meilleurs résultats étaient enreglsirés avec une 
maturailon du mélange de 18 heures à ~OC. on 
pouvait se demander s’il n’en serait pas de même 
pour la fixation Indirecte. L’expérience est donc 
réaMe en utilisant des sérums dont on o vérifié 
auparavant les capacités tkatrices dans une 
réaction indirecte et en faisani maturer les 
mélanges : dilutions des sérums sous test-anti- 

Dans les seconds tubes, la multiplicité des 
Immuns-complexes possibles engendre unesituo- 
tion plus compliquée (figure 1) : anticorps péri- 
pneumoniques-antigènepéripneumoniquecomme 
dans le Ier tube si le sérum réagit en réaction 
directe de fixation du complément ; même union 
mois sons fixation du complément pour les 
&rums «anormaux» ; anticorps d’âne anti- 
/ qycoides-antigène péripneumonique pour les 
Srums négatifs ; éventuellement, antigène 
:irculant-anticorps d’âne anti-mycoides. 

1: 

le seuil de sensibilité de la réaction gène, soit 1 heure à 37 OC soit 18 heures 0 4 OC 
avant addition du sérum d’âne onti-mycoides 
et du complément. 

Les titres obtenus sont rigoureusement les 
mêmes. Pour la commodité de I’exécutlon de la 
réaction complète, on o. retenu le temps de 
«neutralisation » de 1 heure à 370 mais il tombe 

sous le sens que, selon l’organisation du travail 
du laboratoire, on pourrait tout aussi bien choisir 
l’ouire solution. 

Ce faisant, ainsi qu’on le verra plus loin dans 
l’exécution de la réaction complète, on réalisera 
dans le premier tube de chaque dilution une 
fixation directe de 1 heure à 37 OC : les résultats 
en seront moins bons (perte de une à deux dilu- 
tions dans la fixation des sérums posiiifs) mais 
le travail facilité. II restera nécessaire de détinir 
un nouveau seuil de posiiivité qui ne sera pas 
forcément celui de la réadlon dire de FARCHA 
(21) fixé au 1 : 80 de la dilution de sérum. 

c) Temps de fixation du complément sur les 
immuns-complexes. Ces derniers sont multiples : 
Dans les premiers tubes de chaque dilution de 
sérum sous-test, existe le complexe8 anticorps 
p&rlpneumonlque de ce sérum sous-test antigène 
péripneumonique. 

Dans les troisièmes tubes, anticorps d’âne 
anti-mycoides-antigène péripneumonique circu- 
lant du sérum sous-test (s’il existe). 

On soit par expérience et depuis longtemps 
que l’optimum de la fixation du complément se 
réahse avec les sérums bovins en un temps de 
18 heures à 4’K : avec le sérum d’âne anti- 
nycoides, la fixation est équivalente que l’on 
utilise une maturation de 18 heures à 4 OC ou de 
1 heure 0 37 OC. C’est finalement par commo- 
Jlté que cette dernière pérlode de fixation o été 
Ihoisie. sachant pertinemment, comme dans le 
:os précédent, que l’on abaissait en la choisissant 

d) Equilrbre des uxtés fixatrices de sérum onti- 

mycoides. Au début de l’étude la réaction com- 
plète utilisant 4 tube5 por dilution de sérum, on 
introduisaitaprès maturation de 1 heure à 37 OC 
du mélange sérum sous test-antigène pérIpneu- 
monique, 2 unités tîxatrlces (U. F.) de sérum 
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d’âne anti-mycoides dans les,?e et 3” tubes de 
chaque dilution. 

On pensait ainsi se situer, comme pour une 
réaction de KOLMER. au maximum de la sera- 
bilité. II est apparu toutefois que pour de nom- 
breux sérums de malades l’antigène circulant 
n’était détecté que dans les hautes dilutions du 
sérum ious-test. entre le 1 : 320 et le 1 : 1,280 par 
exemple. C’est dire que l’on travaillait en zone 
d’excès d’antigène (circulant) et que dans la 
pratique si les dilutions n’étaient pas poussées 
axez loin, on risquait de méconnaître sa pré- 
sence qui faisait justement tout l’intérêt de la 
réaction proposée. Un réajustement des pora- 
mètres s’imposait 

En utillsant non plus 2 U. F. mais 10 U. F. de 
sérum d’âne dans les 2’ et 3e tubes. l’antigène 
circulant est détecté dès les basses dilutions 
(1 : 10, 1 : 20). II fallait alors se demander si la 
quantlté accrue d’anticorps dans le tube 2 
n’allait pas gêner la fixation indirecte par 
excès d’anticorps. L’expérience montre que non. 
ce qui était d’ailleurs prévisible puisque les anti- 
corps (fixant et incomplets) du sérum de bceuf 
sous-test ne sont pas mis en jeu. 

Dans la suite des recherches on o donc utilisé 

10 U. F. de sérum d’âne soit la dilution 1 : 128 
avec le sérum dont nous disposons. 

,’ .,’ 
2. Disposiiion protrque de Jo réaction. 

Les réactifs sont ceux qui viennent d’être 
décrits : 

l diluant de COHEN, 

l sérum de bceufsous-test, non inactivé, dilué 
du 1 : 10 au 1 : 160 en diluant de COHEN, 

l antigène ultra-sonné dilué à 2 U. A. par 
0,l ml, 

. complément dilué à 2 U. H. par 0,4 ml, 

. sérum d’âne anti-mycoïddes dilué à 10 U. F. 
par 0.05 ml, 

l système hémolytique. 

Les portoirs utilisés comportent 24 trous 
permettant de ranger 20 tubes de réaction 
(4 par dilution de sérum) et 2 tubes de contrôle 
nettement séparés. On utilise ansi un portoir 
par sérum. 

La disposition de la réaction est figurée dans 
le tableau II. 

On inclut dons chaque test journalier un sérum 
de bceuf positif possèdant de l’antigène circulant. 
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Les périodes de maturation et de fixation 
proposées ont été étudiées pour nos Co&tions 
de travail particulières (journée contlnue de 
7 heures au COU~-s de laquelle les techniciens 
ont le temps de diluer les sérums sous-test, de 
mettre en place et mener à bien la réaction). 

II es+ bien évident, comme on l’a vu dans 
l’étude des paramètres, que l’on peut substituer, 
au grb de chaque laboratoire, des temps de 
18 heuresà40C pour l’uneou l’autre des périodes. 

3. Inierpréiatron théorique. 

On apprécie la fixation sur l’échelle conven- 
tionnelle et classique de 1 + à4 + « de fixation ». 
Toute une gamme de lyse et de fixation existe 
dans la réaction. 

Dans les premiers tubes de chaque dilution 
d’un sérum fixant le complément en réaction 
directe, on pourra avoir une fixation allant 
de 4 à 3 +, pour devenir négative dans les plus 
hautes dilutions si elles sont poussées. 

Dans les seconds tubes, la situation est un peu 
plus complexe. La réaction négative au regard 
de la fixation indirecte y  sera celle de 4 + de 
fixation, la positive celle où la lyse des hématie 
&a complète. 

Toutefois, un sérum qui fixera le complémeni 
en réaction directe (I~IE tubes) donnera aussi 
pour les 2e tubes des fixations à 4 et 3 + puisque 
la réaction directe aut-a pu y  avoir lieu. 5’1 
existe en même temps de l’antigène circulant, 
la positivité des 2e tubes va de pair avec celle 
des 3e tubes. La lyse totale ou éventuellemen, 
partielle des 2e tubes, accompagnant celle de! 
‘Ier et 3e tubes, signera par contre la posltlwté dt 
sérum sous test en fixation indirecte à la dilutior 
considéré. 

La positivité (fixation de 1 + à 4 +) des 
36 tubes indiquera la présence d’antigène cir- 
culant quelque soit la réponse des Ier et 2e tubes. 
Les 40 tubes devront toujours être lysés sous 
peine d’annuler les lectures des tubes les précé- 
dant dans chaque dilution (existence d’un pou- 
voir anticomplémentare à la dilution du sérum 
considéré). 

En ce qui concerne les tubes témans. celui du 
complément devra présenter une lyse totale. 
celui du sérum d’âne une fixation à 4 + sous 
réserve - ce qui est vérifié dans les titrages 
préliminaires - qu’il n’est pas onticomplé- 
mentaire à la dilution employée. 

Ceci posé, le tableau Il donne dans sa partie 
nférieure I’Interprétoiion des situations pos- 
;ables pour chaque dilution de sérum. Ne 
onsidérons pour l’instant qu’une dilution don- 
Ge de ce sérum sous-test. Un sérum négatif 
résentera une lyse totale dans le Ier tube, une 
ixatlan à 4 + dans le Ze. une lyse totale dans 
es 3e et4etubes (interprétation no 3 du tableau II), 
;a « formule de fixation » qui résume la situation 
i une dilution donnée est : 0400. 

Un sérum présentera une fixation directe, 
ixera dans le ‘le’ tube de 2 à 4 + ; la fixation’ 
iera totale (4 +) dans le 2e tube, due tant à la 
ixation directe du sérum qu’à celle du sérum 
d’âne se copulant à la fraction d’antigène non 
iventuellement entrée en réaction avec la dilu- 
tion du sérum sous-test ; le 3e tube sera soit 
négatif (interprétation 1 du tableau Il) soit 
positif dans le cas d’antigène clrculont associé 
0 l’anticorps fixant (interprétation 5). La «for- 
mule de fixation » du sérum à la dilution CO~~I- 
dérée, où pour chaque tube est exprimé le degré 
de fixation. pourra donc être : 2400, 3400, 4400. 
2410, 2420, 3410, 244I.. 

Le sérum posltif dont les anticorps ne fixent 
pas le complément en réaction directe (c’est-à- 
dire les sérums que nous avons qualifiés d’anor- 
maux) verra dans le premier tube les hématies 
lysées ; dans le second tube on pourra aller de 
la lyse totale (réacton positive) à la fixation 
partielle à 2 +. S’il n’y a pas d’antigène circulant, 
le 3e tube est négatif (Interprétation 2) moiss’il 
existe, la fïxatun y  sera variable de 1 à4 + 
(interprétailon 7). En théorie, dans ‘ce dernier 
ca, le degré de fixation du 20 tube devra suivre 
celle du 3e. La «formule de fixation » d’un tel 
sérum se situe dons la gunme : 0000, 0100, 
0200, 0110, 0440 

Certains sérums peuvent être parfaitement 
négatifs au regard des fixations dlrectes ou indi- 
rectes mxs présenter de I’ontlgène circulant 
(interprétation 6) ; la formule de fixation est 
alors variable de 0410, 0420 à 0440 

Si le sérum est anticomplémentaire à la dilu- 
tton considérée, il n’existe aucune lyse dons les 
tubes : la formule de fixation est alors 4444 
(ou éventuellement 3433). 

En tout état de cause. on règlero toujours son 
interprétation en fonction de la situation existant 
dans le 4e tube de chaque dilution. 
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Si l’on considère maintenant les dilutions d’u 
même sérum de 1 : 10 à 1 : 160 on pourra avoir 
par exemple, les formules de fixation figurar 
dans le tableau Ill. La complexité de la lectur 
n’est qu’apparente. Avec un peu d’entraînemer 
nos techniciens sont parfaitement arrivés 
Interpréter les résultats. 

TBB‘E.4” VIII 

C. - Quelques résultats. 

La technique proposée, que nous n’oson 
dénommer fixation du complément parce qu’e 
fait elle fait appel à plusieurs réactlons sérolc 
giques, ,est entrée depuis deux ans dans IN 
pratique quotidienne du laboratoire de FARCHP 
tant dans le domaine de la recherche que dan 
celu du diagnostic. C’est dire que l’on dispos 
maintenant de quelques éléments pour apprg 
cier son utilité. 

Pour établir la valeur pratique du test de 
4 tubes, il fal’lalt disposer de troupeaux de bovin 
péripneumGques connus et de bovins sain 
en cpntact. II restait à établir alors une compo 
raison entre les tests sérologiques clawquer 
la nouvelle réaction proposée et les données d 
la clinique et de l’autopsie. L’occasion s’er 
présentée à deux reprises lors de contrôle 
d’immunité du vaccin mixte aniipestlque-antlp@ 
ripneumonique (« Bisecx) réalisés au labora 
taire. Ayant ainsi de solides éléments d’appré 
ciation, on a pu applrquer le test des 4 tubes QI 
diagnostic. 

1. Etablissement des normes d’a~tréciatmn de 

Le contrôle d’immunisation d’un vaccin anti- 
péripneumonique cons& à placer un certain 
nombre de bowns vaccinés au contact de bovins 
péripneumoniques artificiellement créés par 
intubatwn endobranchique de lésions péripneu- 
moniques broyées, en même temps qu’un 
nombre de bovins réceptifs égal à celui des 
vaccinés (1). 

On a ainsi 3 catégories de sujets dont on va 
pouvoir suwre la sérologie : 

l les Intubés. péripneumoniques ceriains, 
l les bowns récepiifs qui développeroni une 

péripneumonie-infectlon identique à la maladie 
naturelle, 

. les vaccinés présentant “ne gamme va- 
riable d’infection selon la valeur de leur immu- 
nité. 

En ce qui nous concerne, ce ne sera pas sa 
valeur qui rentrera en ligne de compte rncus 
uniquement la cinétique de la sérologie, quelque 
soit la classe du malade. 

Dans la présente expérience oni été comparés 
le test dit de FARCHA (TF) et le test des 4 tubes 
(TQi) sur des prises de sang hebdomadaires. 
Le premier test 0 été réalisé sur les sérums le 
plus tôt possible après l’obtention de l’échan- 
tillon, le second à l’occasion : il s’est parfois 
écoulé plusieurs semaines entre les deux exa- 
mens, temps pendani lequel les sérums étaient 
conservés à - 200. 

Les résultats ne seront pas exposés dans leur 
totalité car II s’agit de plus de 1.500 réactions ; 
seuls les faits saillants set-ont commentés. Des 
résultats chiffrés sont,fournis dans le tableau IV. 

a) Le test des 4 tubes est incomparablement 
moins sensible en fixation directe du complé- 
ment que le test de FARCHA ; partant, il paraît 
être plus spécifique. II ne “O”S est pas apparv 
qu’il y  ait à lui fixer un seuil de lecture : 

Ex. : nos 3907 et 2186 où sont exposés les 
résultats de 4 prises de sang hebdomadaires con- 
sécutives : 3901 avec Zexamens hebdomadaires. 
Chez un péripneumonique confirmé, les titres 
peuvent toutefois être sensiblement équivalents 
(no 3523, no 2267 chez qui est détecté en même 
temps de l’antigène circulant ; 2127, 2596, 2585). 
Dans ces cas porticllers, le TQT est positif en 
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une occasion où le test de FARCHA esi négatif ; 
ce point sera discuté. 

Comme il s’agit d’une règle générale, nous 
considérons que toute positivité du TQT en fixation 
dire& signe Jo présence d’aniicorps pérlpneumo- 
niques (ce qui ne veuf pas dire : maladie péri- 

pneumonique). En aucune occasion le TQT n’a 
été positif chez des bovins considérés comme 
normaux (0400 à toutes les dilutions). 

Ainsi qu’on l’a dit, en de rares occasions 
le TQT peut être positif et la réaction de FARCHA 
négative. Comme seul est différent dans les 
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constituants de la réaction l’antigène introduit, 
on en arrive à penser que l’on met parfois en 
évidence des anticorps fixant le complément 
parfaitement différents dans les deux tests. 
Ceci reste évidemment à vérifier. 

b) La posiiivité indirecte (2e tube) du test des 
4 tubes va souvent de pair avec une négativité 
ou un titre non spécifique de la réaction de 
FARCHA ; plus souvent, cette dernière deviendra 
positive une ou deux semaines après la positivité 
indirecte du TQT, alors disparue. C’est dire que 
le JQT peut dékcier des anticorps péripneumo- 

niques avant 10 fixation dire& du complémenf, 
même avec le test de FARCHA pourtant sensible. 
Nous estimons que la positivité indirecte du 
TQT détecte des ont~corps de primo-infection 
péripneumonique. 

Ex. : 3903. 3938, 3930, 2566, 2551, sérum 
intéressant parce que s’il fixe au titre 1 : 40 
(non slgnificatif) dans le test de FARCHA et s’il 
est positif en fixation indirecte, la réaction de 
CAMPBELL et TURNER o. donné un résultat 
négatif. Avec les réactions classiques Ja positivité 
de ce sérum aurait été méconnue. 

II y  a parfois dissociation dans les réactions 
de fixation directe des deux tests. 

Ex. 3535, 2567, où le test de FARCHA est 
positif et le TQT positif en réaction indirecte 
seulement. Nous n’offrons pas d’explication pour 
le phénomène. 

Sur le plan pratique, il est important de noter 
que les noa 3938 et 2567 auraient été classés 
négatifs ou douteux ou vu du seul test de FARCHA, 
et que ce doute aurait subsisté pour les animaux 
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si l’on n’avait disposé que d’un seul échantillon 
de sérum. 

II est un phénomène curieux qui est celui de 
I’électivité de la fixation indirecte à certaines 
dilutions du sérum plutôt qu’à d’outres ; ainsi 
les “0s 2562, 3535 déjà cités, et 3913 (Ire ligne). 
II est douteux qu’il s’agisse d’une inhibition par 
excès d’anticorps puisque dans le cas du 3913 
par exemple, la fixation directe vo vers sa négo- 
tivatlon à la dilution 1 : 160 ; le no 2567 et le 
no 3930, fortement posltlfs en Fixation indirecte 
(bowns non vaccinés 15 jours après la mise en 
contact avec les malades) le sont dès la dilu- 
tion 1 : 10. 

c) L’antigène circulant est très régulièrement 
détecté en deux sortes de circonstances : 

- lors de la primo-infectlon péripneumo- 
nique, auquel cas II peut être présent sans aucun 
anticorps (3903, 2127, 2585) ou avec des anti- 
corps fixant directement lecomplément (~3939, 
2549, 2267) ou des anticorps incomplets ; cette 
dernière éventualité sera envisagée plus loin. 
En général l’antigène circulant est détecté une 
ou deux semaines avant la positivité sérologique, 
directe ou indirecte (noa 2596, 2742) ; 

- lors de la phase terminale de la moladle 
avec négativation ou réduction du titre de la 
réactlon directe (2549), mais le plus souvent sans 
modification (3906, 2564). 

Certaines fois, on trouve des décharges d’anti- 
gène circulant tout au long de la maladie 
(no 3907). mais aussi des épisodes frustres de 
positivité antlgénlque chez des vaccinés en 

~Contact avec des malades sans que la présence 
épisodique de cet antigène Soit cliniquement per- 
ceptible ni ne rende par lasuite positive la recher- 
che des anticorps. 

Enfin il est une observation remarquable : la 
présence de l’antigène circulant en quanti% 
élevée est souvent accompagnée d’un pouvoir 
anticomplémentaire du sérum aux basses dilu- 
tions (no, 2598, 2568, 2593,2549. 1 re ligne) ; une 
tentative séduisante d’explication est de penser 
à une union anticorps péripneumoniques-anti- 
gène circulant qui fixerait le complément de 
cobaye apporté dans la réactlon. 

Incidemment et sans oser dire que cela est 1% 
au même phénomène, il ne nous a jamais éte 
donné de rencontrer aux basses dilutions d’ur 

sérum une fixation indlrecte positive et la pré- 

; 
c 

ence d’antigène circulant ; le cas des sérums 
,593 et 2598 qui ne deviennent positifs indirects 
Iu’à la dilution 1 : 160 accréditerait cette thèse. 

En certaines occasions et malgré la modifica- 
ion introduite en cours d’étude dont il a été 
oit mention (emploi de 10 U. F. de sérum d’âne 
mti-mycoides), il arrive que dans les basses 
lilutions du sérum sous test on assiste à une 
nhibition partielle de la détection de l’antigène 
“0 2564). 

d) SI l'on tente de faire une synthèse du dérou- 
ement de la maladie péripneumonique suiwe 
>or le test des 4 tubes, on aboutit à la séquence 
Gvante : 

l négatlvité sérologique : 
l présence d’antigène circulant ; 
. positivité en fixation indirecte : 
. positivité en fixation directe avec alors 

l éventualités : 
. négativatlon de la sérologie (guérison) : 

. décharges d’antigène circulant suivies ou 
don de fluctuations de la sérologie en fixaton 
Alrecte puis décharge ultime d’antigène circu- 
ant avec ou sans négativatlon sérologique. 

e) Dans les tests suivIs d’autopsies qu’il nous 
2 été donné de pratiquer. nous n’avons observé 
que cinq séquestres. de petite taille, tous bacté- 
riologiquement stériles ; la sérologie des bovins 
lu TQT était négative. Des résultats, nous ne 
pouvons extraire que le cas de l’antmal no 3907, 
bovin sensible mis au contact de malades, péri- 
pneumonique à son tour puis apparemment 
guérf, toujours wvant au moment où ces lignes 
sont écrites ; sa sérologie vaut d’être citée in 
extenso car elle est évocatrice de celle d’un 
porteur chronique. 

2. Appl~otion au diagnosfic. 

Lors de la conception du test des 4 tubes, on 
avait pensé pouvoir en falre une réactlon simple 
n’examinant qu’une ou deux dilutions de sérum, 
le 1 : 50 et 1 : 100 par exemple. C’est molntenant 
une pratique qui nous paraîtront dangereuse 
car la posltivlté directe et l’antigène circulant 
peuvent fort bien être détectés au-dessous de Ip 
dilution 1 : 50 et ne pas l’être ou-dessus. D’où la 
règle adoptée d’examiner les 5 dilutions du 
1 :lOai~l :160. 

329 

Retour au menu



Les exemples cités ont permis de se rendre / Australie (101 d’une Dut, PARKER il61 et 

t l 
/ 

compte que le TQT décrète péripneumoniques 
sur le vu de leur positivité indirecte ou de leur 
antigène circulant, des sérums qu’ignorerai. 
parfaitement toute réaction directe. Ne disposan. 
que d’un seul échaniillon du sérum d’un animal 
on déclarerait ce dernier sain alors qu’il serail 
infecté et péripneumonique ignoré en évoluiion 
obortive ou non. C’est dans ce dernier aspec 
que le tesi proposé nous paraît surclasser tous les 
autres pour la détection des contaminés, suspects 
et malades. II doit être particulièrement précieux 
pour la surveillance d’un effectif. Reste le cas 
des porteurs de séquestres pour lesquels no”’ 
n’avons pas encore d’opinion définlilve, mais 
où il paraît pourtant qu’il soit aussi valable 
sinon plus que tout ce qui u été proposé jus- 
qu’alors. 

GOURLAY‘(9j en Afr,q;e d’autre part, ,& ne 
citer qu’eux, font état de tels échecs. La tech- 
nique de CAMPBELL et TURNER ne doit pour- 
tant pas être plus mise à l’index qu’une autre ; 
le test de HUDDART est tout aussi sujet aux 
erreui-s (2) comme l’est celu de FARCHA. 

A ce comportement anormal, dlverses parades 
ont été préconisées : addition de serum bovin 
frais apportant un facteur thermolobile favori- 
sant la fixailon directe comme dans les tech- 
niques de BOULANGER (4a), de KNIGHT et 
COWAN (14) ou celle dite «de FARCHA » (21). 
La conglutinaiion a en certaines occasions été 
proposée ; dans nos mains et par suite de cir- 
constances locales, elle ne s’est pas montrée 
applicable. La réactton indirecte de RICE 
(22. 23, 25) offrait par contre ious les espoirs. 

IV. - DISCUSSION 

On se souvient des mobiles qui, au dépari, 
gnous ont incités à étudier un nouveau type de 
réaction sérologique applicable au diagnostic 
,de la péripneumonie ; t’étalent les échecs ren- 
contrés dans la pratique des réactions de fixation 
,du complément sur d’authentiques malades. 

Certes, on a pu dire que les lésons se consii- 
tuaient très vite dans la péripneumonie et qu’il 
pouvait arriver que la sérologie fût négative et 
qu’une péripneumonie soit rencontrée à I’abat- 
tage quelques jours plus tard (2). En admettant 
le cas pour certains dugnostics réalisés sur des 
sérums venant de brousse, nous le réfutons 
pour des animaux péripneumoniques d’expé- 
,rience suivis au laboratoire par prises de sang 
bi ou tri-hebdomadaires. 

On a pu montrer que I’hypogammaglobuli- 
‘némie, 51 elle pouvait expliquer certains échecs, 
,ne devait pas être Incriminée statistiquement 
,pour plus de 1 p. 100 des sérums (19). 

Nous avons enfin étayé l’opinion qu’il s’agis- 
sait en fait dans les cas rapportés d’un compor- 
tement sérologique banal, commun pour des 
sérums bovins examinés dans des réactions de 
fixation du complément ; ce comportement a été 
retrouvé, étudié en d’autres partles du monde et 
pour d’autres maladies : fièvre aphteuse. stoma- 
tite vésiculeuse mais aussi péripneumonie. 
C’est ainsI que CAMPBELL et TURNER eux- 
mêmes (S), puis JOHNSTON et SIMMONS en 

Comme néanmoins on pouvait penser qu’en 
zertalnes circonstances un ou des antigènes 
péripneumoniques circulants pouvaient saturer 
les anticorps, il devenait logique d’ajouter une 
iipreuve permettant de kdétecter. D’où I’appa- 
rente complexité de la réaction qui est proposée, 

Dans son essence, le test proposé, combinant 
wherche d’antigène et d’anticorps, a des ana- 
ogies avec celui de SHIFRINE et GOURLAY (27), 
JÙ une réaction d’agglutination sur lame est 
couplée à une recherche d’antigène circulant. 
I nous paraît toutefas lui êire supérieur en ce 
qu’il peut détecter des anticorps qu’ignore 
‘agglutination sur lame et qu’il ne requwi 
qu’un seul type de réaction où entrent les 
différents réactifs d’une réaction de fixation du 
:omplément. 

II est toutefois intéresiant de noter que par 
ies voies d’approche différentes, deux groupes 
-l’études convergent vers le même bui et étayent 
‘opinion qui se fait jour, à ~~VOIT que Jo seule 
wherche des anticorps péripnetimoniques ne 
nuro~taffimer le drognosfic de péripneumonie mois 
p’il esi nécessaire d’évoluer I’ontigene circulant. 

Les techniciens avertis de la méthodologie de 
a fixation indirecte du complément auront 
.emarqué que dans la réalisation pratique nous 
IOUS sommes quelque peu écartés du schéma 
nitialement proposé par RICE (22) et suivi par 
:ARRER, MEYER et EDDIE (12) pour la recher- 
:hedesanticorpsornithosiques. Ellese rapproche 
~<lr ‘contre de celle qu’ont employé RICE e+ 
5ROOKSBY (25) et qu’on auss, exploré KONJO 
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et EANKOWSKI (13). II nous a D<I~-U préférable, I II n’en reste pas moins que le arand woarès 
dans nos conditions & travail e/avec’le complé- 
ment dont on dlsposait, de ne pos o@er ce 
dernier dans un premier temps au mélange 
sérum sous test-antlgène ; ce complément 
aurait alors subi deux séjours successifs à 370 
,ei l’expérience nous a montré que pour pallier 
& son inactivation thermique il falloIt ou départ 
de la réaction en introduire de grandes quon- 
lit&, ce qui est à la fois coûfeux et diminue la 
sensibilité du test. La pratlque de n’ajouter le 
complément que dans le 2e temps de la réaction, 
juste après I’introductlon du sérum d’âne anti- 
mycoïddes, o donc été adoptée. 

La disposition même’ de la réaction, où l’on 
présente 4 épreuves sérologiques dlfférentes 
pour une même dilution du sérum sous test, 
peut surprendre. Là encore nous nous sommes 
kignés de ce que préconisait RICE (23) qui 
utilisait pour un même sérum 3 portolrs sur 
lesquels étaient rangés les dilutions successives 
du sérum : le premier portoir servait au contrôle 
du pouvoir anticomplémentaire, le second à /a 
réaction directe, le 3e à la réaction Indirecte. 
Si on avait adopté cette disposition, c’est un 
quatrième portoir qu’il aurait fallu ajouter, 
d’où un encombrement des bains-marie. Dans 
la disposition proposée, un seul portoir suffit à 
un sérum où sont examinées les dilutions du 
1 : 10 au 1 : 160. On c, vu que cette gamme de 
dilutions convenait parfaltement au diagnostic 
de la péripneumonie. ce qui est le but final 
recherché. 

Le choix de l’antigène ultra-sonné o peut-être 
des incidences quf ne sont pos encore pleinement 
appréciées. Par opposition à l’antigène bouilli 
de CAMPBELL et TURNER, il s’agit d’un anti- 
gène obtenu par simple lyse ultra-sonique de 
corps mycoplasmiques récoltés par centrifuga- 
tion. C’est dire qu’il est vraisemblable que le 
complexe antigénique qu’il représente contient 
des molécules. surtout des molécules protéiques. 
plus près de leur état naturel qu’après l’ébullition 
que subit l’antigène australien. Il esl donc pos- 
sible que soient détectés avec I’antlgène ultro- 
sonné une autre catégorie d’anticorps qu’avec 
l’antigène de CAMPBELL et TURNER, en plus 
de ceux que met en évidence ce dernier par ~a 
fraction thermosiable également présente dans 
l’antigène ultra-sonné. II y  * là matière à re- 
cherches qui n’ont été, jusque-là, qu’esquissées. 

qu’il y  a à réoiiser dans lés tech~lques’sér~lo- 
giques de la péripneumonie, celle-ci comme 
toutes les auires jusqu’à maintenant proposées, 
est l’amélioration de la spéclficlté ontigénlque. 
L’opinion semble actuellement prévaloir que le 
manque de spécificité est dû à la présence du 
goloctane (28). SI l’on arrive à s’en débarrasser 
dans les préparations antigémques. on peut 
espérer qu’avec l’aide du test ici proposé on 
arrivera à cerner de très près le problème du 
diagnostic de la maladie. 

Quelle est /a classe d’anticorps que détecte 
exactement la réaction indirecte ! Nos résultats 
montrent clairement qu’il s’agit dans la réaction 
I&re& d’une toute autre catégorie d’anticorps 
que ceux qui tkent le complément et que les 
sérums que l’on trouve être positifs en fixation 
Indirecte ne sont pas des sérums de bovins 
gammaglobulinémiques. ANDERSON et coll. (3) 
ont montré que l’inaptitude 0 fixer le complé- 
ment d’un sérum bovin dons un Immunsystème 
donné était lié à la présence d’anticorps sen- 
sibles à I’inociivation par le mercapto-éthanol, 
autremeni dit à des globulines yM. Depuis plu- 
sieurs années, il a été montré que ces dernières 
ne fixaient pas le complément (17). bien que 
MURPHY et coll. (15) leur attribuent une cer- 
taine capacité tkairice. 

Nous pencherions pour penser qu’effective- 
ment les globulines 7M ne fixent pas le complé- 
ment avec les antigènes péripneumoniques cor 
les résultats enregistrés avec le test des quatre 
tubes montrent clairement qu’avant la phase de 
positivité directe existe dans la maladie péri- 
pneumonique une phase de positivité indirecte ; 
or on sait qu’au cours de l’immunisation ce 
sont les globulmes yM qui apparaissent les 
premières (17). 

Une explication possible au phénoméne géné- 
rateur des échecs sérologiques apparents qui 
furent à la genèse de la présente recherche 
pouwalt donc être que la quantité totale de 
gamma-globullnes soit correcte mais qu’un 
trouble existe dans la répartition des globulines 
yG et des yM. C’est très précisément ce que 
laissaient présager nos électrophorégrammes 
de sérums 0 comportements anormaux dans 
lesquels les globulines -CM étaient parfaitement 
mises en évidence au détriment des yG (18). 

C’est aussi ce que laisse présager la réparti- 
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tion des qlobuhnes -& et vM dans l’infection ) Dans ces conditions, est-il permis de penser 
humaine ,ar Mycopl&mo pihrmnioe (6) où la 
distribution des 2 protéines sériques est variable 
avec le temps et où en conséquence, la réponse 
aux tests sérologiques peut elle aussi être 
variable. 

Au total, la réaction indirecte de iixation du 
complément a de fortes analogies avec une 
réaction de neutralisation réalisée in vitro, ou 
encore le test des anti-globulines mis en ceuvre 
dans la réaction de COOMBS. 

que la réaction indIrecte met en évidence non 
seulement des anticorps d’infection mais aussi 
des anticorps conditionnant l’immunité chez 
des bovins normaux ? Il y  a là matière à recher 
ches supplémentaires avec de nouveaux anti- 
gènes, si l’on se souvient que justement l’activité 
bactériade des sérums est fortement liée aux 
globulines -(M (17). 

L’anticorps qui y  est mis en évidence est celui 
qui s’unit directement 0 son antigène spécifique ; 
seul est modifié le système révélateur : fixation 
directe du complément dans un cas, infection 
d’un système sensible (animal, ceuf ou cultures 
cellulaires) ou révélateur de l’immun-complexe 
par agglutination dans les autres. 

En pratique et jusqu’à plus ample averti, nous 
pensons qu’il serait osé d’affirmer pour l’instant, 
si l’on ne dispose que d’un seul échantillon d’un 
suspect, qu’un sérum qui est positif uniquement 
sur le 2e tube (positivité indirecte) à l’exclusion 
des Ier et 3e tubes (positlvité directe et anticorps 
circulant), provient d’un bovin péripneumo- 
nique ; il est possible qu’il provfenne tout aussi 
bien d’un animal immun. 

SUMMARY 

Immunological rtudier on pleuropneumonio. 

X. A new rerological technique for experimenfal diognorir : the four tube ter+ 

The reasons that led the ouihors to ruspecl rame inadequocles of compie- 
meni fixaiion test in bovine pleuropneumonio diognostr are indicated. A 

technique ai seroIogical diagnasis of the diseore, nomed «four +ube test » is 
dercribed : it user iar one serum on only ane tube support : a dired comple- 
ment fixation, on indIrect fixation, the detection of pleuropneumonio circulaiing 
antigen ond a serum control. The methad and the interpretation are expased 
in detoil. Examples are given. 

RESUMEN 

Inverligaciones inmunologicor sobre 10 perineumonia. 
x. Propuerta de ““(L nuevo féC”iC(I rerol6gica para el diagnortico experimen,a, 

de la enfermedod : la pruebo de 10s cuatro tubos 

Los autares expanen 10s motiva que hlcieron sospechar ciertor follos de ICI 
reocc16n de fijocian del complemento en el diagndrttco de la perineumonia 

bovina. 

Describen una técnica de diagnostico rerol6gico Ilamada « Pruebo de 10s 
cuatro iubos ». de 10 eniermedad que junta para un mirmo suero sobre un 
mismo zoporte : unaiijaci6n directo del camplemento, unafijaci6n « indirecta ». 
10 bkqueda del antigeno perlneumonico circulante y  un contra, del suero. Se 
describen en deiolle las modalidades técnicas y la interpretaci6n : re dan 
+llplCX. 
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