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MISE EN EVIDENCE IN VITRO D'ANTICORPS

CHEZ DES SUJETS SENSIBILISES A

L'OVALBUMINE^

Par

M. M. P. GRABAR, A. BOURDUAS et A. HOLTZER
(Institut Pasteur et Hopital Broussais. Paris)

A de rares exceptions pres les serums des allergiques ne
donnent pas de reactions immunologiques positives in vitro
par les methodes classiques, comme la precipitation specifique.
On sait, cependant, que ces serums contiennent des anticorps,
car on peut les mettre en evidence d'une maniere assez gene-
rale par la methode de sensibilisation passive de Prausnitz-
Kustner. Deux causes peuvent etre invoquees pour expliquer
l'absence des reactions in vitro: i ) les anticorps donnant la
reaction cutanee peuvent avoir des proprietes differentes des
anticorps precipitants; on connait, en effet, en immunologie
des anticorps dits « incomplets » ou «bloquants » dont la pre-
sence ne peut etre decelee que par des methodes indirectes, ou
bien 2 ) la difference peut n'etre que quantitative, la sensi-
bilite de l'epreuve cutanee etant superieure a la limite' de
sensibilite des reactions classiques in-vitro. On n'arrive, en
effet a deceler la presence de precipitines a l'aide de l'epreuve
du disque ( ring test ) que lorsque leur concentration est supe-
rieure a quelques ^g par ml. Ce fait nous a incite a rechercher
si l'emploi d'une methode plus sensible ne permet pas de
mettre en evidence des anticorps dans le serum des aller-
giques.

Depuis plusieurs annees divers auteurs ont tente de met-

' Communication presentee k la Society Frangaise d'AUergie, Stance du 19
juin 1951.
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tre au point des methodes d'agglutination de particules inertes
( coUodium, carmin, etc ) ayant adsorbe l'antigene, mais les
resultats obtenus ne sont pas toujours satisfaisants. Par con-
tre, l'emploi d'erythrocytes comme particules porteurs d'anti-
gene s'est montre excellent et divers auteurs ont utilise cette
methode d'hemagglutination ( 4 ) ou d'hemolyse « condi-
tionnee » ( 5 ) pour la mise en evidence d'anticorps. Les glo-
bules rouges ( G.R. ) sont capables de fixer a leur surface
divers composes et ceci d'une fagon suffisamment solide pour
resister a des lavages ulterieurs. Nous avons eu l'occasion de
confirmer ces faits en utilisant des immunserums de Lapin,
des G.R. de Mouton et divers antigenes ou haptenes. Cepen-
dant, lorsque l'antigene est un proteide il faut modifier les
G.R. pour qu'ils puissent fixer cet antigene. L'emploi d'un
leger tannage des G.R. decrit par Boyden ( 2 ) permet d'ef-
fectuer une telle fixation. Nous avons applique la technique
qui nous a donne de bons resultats avec les immunserums
( I ) a l'etude de quelques serums d'allergiques. Nous nous
sommes adresses, pour commencer, a des cas d'allergie a
I'ovalbumine, cet antigene pouvant etre obtenu tres pur et
la reaction des serums de Lapin anti-ovalbumine pouvant nous
servir de modele.

L M A T E R I E L

a ) Serums. Parmi les malades frequentant le service du professeur Pasteur-
Vallery-Radot trois cas d'allergie au blanc d'ceuf ont ete constates.

II s'agit de deux adultes et d'un gargon de 12 ans ( cas n° 2 ). Ces malades
souffraient d'asthme ou ( et) de colite ( cas n" i ) apres absorption d'oeuf et
presentaient des reactions cutanees et des reactions de Prausnitz-Kustner forte-
ment positives au blanc et aussi au jaune d'oeuf; le cas n° 2 reagissait egale-
ment a la viande de poulet et aux plumes. Aucun de ces malades n'a re?u
d'injections de blanc d'ceuf en vue d'une desensibilisation.

Les serums de ces trois malades ont ete examines, ainsi que, ^ titre de con-
trole, des serums de quelques personnes bien portantes et de quelques aller-
giques sensibilises a des antigenes autres que I'ovalbumine.

Un melange de serums de Lapin anti-ovalbumine, obtenus par des methodes
ordinaires d'immunisation, servait a titre de comparaison.
b) 0-valbumine ( OV ). L'antigene employe etait de I'ovalbumine de Poule,
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purifiee par plusieurs cristallisation successives et dissoute dans une solution
tampon de phosphates de PH = 6,4 rendue isotonique par une addition de NaCI.
La solution etait ajustee de maniere a contenir imgz d'OV/ml.
c ) Erythrocytes ( G.R. ). Le sang defibrine de Mouton, dilue dans 1,2 volumes
de solution d'Alsever et conserve a froid servait de stock de G.R. Avant leur
emploi ces G.R. ont ete laves 3 fois avec de la solution physiologique.

I L M E T H O D E

La technique employee, derivee de celle de Boyden ( 2 ) , sera decrite en
detail dans une autre publication ( i ). En voici les points essentiels.
a ) Le serum est chauffe pendant 30 min. a 56° afin d'inactiver le complement
et eviter ainsi l'hemolyse. II est ensuite traite par des G.R. de mouton pour
absorber les agglutinines anti-mouton, jusqu'a absence d'agglutination.
b ) Les G.R. de mouton laves sont traites par une solution au 2o.oooe d'acide
tannique pendant 10 min. a 37°, puis de nouveau laves par centrifugation. On
les suspend ensuite dans la solution d'ovalbumine de maniere a avoir les pro-
portions suivantes : 10 mg d'ovalbumine pour 2 cm^ de G.R. a 2,5 % {en vo-
lume ). Apres un contact d'au moins 15 min., on centrifuge et on lave au moins
deux fois ces G.R. ainsi sensibilises, par du serum de lapin normal dilue au
1/250 ou du « Subtosan » au i/io ( derive polyvinilique, succedane du serum ).
L'experience a montre que ces lavages sont suffisants a condition de decanter
le liquide surnageant aussi completement que possible. Toutes les centrifuga-
tions doivent se faire a une vitesse et pendant un temps tels que les erythro-
cytes ne soient pas ecrases.
b ) Pour la reaction proprement dite on melange dans des petits tubes a fond
rond une goutte de la suspension de G.R. sensibilises a 2,5 % ( en volume ) et
0,5 ml des dilutions successives du serum. La suspension et les dilutions doivent
etre faites soit dans du serum de Lapin normal ( inactive et absorbe par des
G.R. de Mouton ) dilue au centieme, soit dans du « Subtosan », dilue au
dixieme. Des tubes temoins contenant, d'une part, un melange de G.R. non
traites et le serum a examiner, d'autre part, des G.R. sensibilises et un serum
normal et, enfin, des G.R. non traites en suspension dans la solution physiolo-
gique, servent de controles.

Afin d'eviter des erreurs dues a des contaminations bacteriennes, nous ajou-
tons a toutes les solutions un antiseptique, l'ethyl-mercuri-thiosalicylate de
sodium a i/io.ooo.

Un sejour a la temperature du laboratoire suffisant pour
permettre aux G.R. de sedimenter est necessaire avant d'effec-
tuer la lecture des resultats qui se fait a l'aide d'un agglutlnos-
cope. Dans les essais oij ragglutination est positive les G.R.
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sont disposes sur tout le fond du tube ou forment des agglo-
merats plus ou moins irreguliers, tandis que dans les essais
negatifs, ils sont disposes au milieu du fond du tube et for-
ment une sorte d'anneau regulier. Une agitation redisperse
les G.R., mais un nouveau repos ( par exemple, d'une nuit a
la glaciere ) redonne la meme image.

III. RESULTATS

Le tableau ci-dessous resume les principaux resultats ob-
tenus.

Serums

S.H. (OV) n° I
S.H. ( OV ) n" 2
S.H. ( OV ) n" 3
S.L. Anti-OV
S.H. ( poussiires )
S.H. ( plumes)
S.H. ( pollen )
S.H. normal

Agglutinationl)

I: io,ooo
I: io,ooo
I: ioo
1: 30,000

neg.
neg.
neg.
neg.

Pr^cipt.

1: 10

trace
neg.
1: 100

|ig d'N des
anticorps/
mL s^rum

180

env. 20
rien
sup. a 250

On voit que le serum anti-OV de lapin ( S.L. ), qui donne
une reaction de precipitation tres nette ( ring-test ) meme a
la dilution i : 100 et dont la zone d'equivalence correspond a
environ 250 [j.g d'OV, provoque une bemagglutination meme
au 3O.oooe. Les serums humains ( S.H. ) se comportent dif-
ferement : les n° i et 2 agglutinent au io.oooe, tandis que le
n° 3 seulement au iooe. Or, le serum n° i presente une pre-
cipitation assez forte et le dosage par la methode de Heidel-
berger et Kendall a montre qu'il contient 180 ixg d'N des anti-
corps precipitants, tandis que le n° 2 n'en contient que peu, de
l'ordre de 20 fig et le n° 3 n'en contient pas ou des quantites

' Le S.H. n° i n'agglutinait plus qu'au i : iooo et le n° 2 qu'au i : ioo un
mois plus tard.

" N'a pas ete dose d'une maniere precise.

3 Acta Allergologica V, i
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inferieures a la sensibilite de la metbode. Enfin, les serums
de sujets normaux ou sensibiiises a d'autres substances ont
donne des resultats negatifs, c'est-a-dire que leur serum n'ag-
glutine pas les G.R. sensibiiises par l'OV, meme lorsqu'on
utilise du serum dilue seulement au Y^.

Un fait qui nous semble utile d'etre souligne c'est la di-
minution rapide du titre des serums n° i et 2 pendant leur
conservation a la glaciere.

IV . D I S C U S S I O N

Nous n'avons pu reunir malheureusement que trois eas
d'allergie a l'ovalbumine, mais les resultats sont tellement nets
que nous sommes persuades que des reactions analogues se-
ront donnees par tous les serums de personnes sensibilisees a
l'ovalbumine. Nous esperons que tous les serums pouvant
donner une reaction de Prausnitz-Kiistner positive presen-
taient une reaction d'agglutination positive avec des erytbo-
cytes sensibiiises avec l'antigene bomologue car il serait eton-
nant que seuls les serums de personnes sensibilisees a l'oval-
bumine donnent des reactions positives. Cependant, les resul-
tats obtenus avec des serums d'animaux byperimmunises mon-
trent que suivant la nature chimique de l'antigene ( proteide,
polyoside ) sa fixation sur les erythrocytes se fait dans des
conditions differentes : ainsi l'ovalbumine ne se fixe que sur
les erytbrocytes traites au tannin, tandis que le polyoside de
la tuberculine donne des titres plus eleves lorsqu'on le fixe sur
des G.R. non modifies; enfin, avec le polyoside typbique O on
n'observe pas de reaction d'bemagglutination ni avec des G.R.
non traites ni avec des G.R. tannes. Dans des recbercbes en
cours nous essayons, d'une part, de nous rendre compte si la
metbode d'bemagglutination « passive » peut etre employee
dans tous les eas d'allergie et, d'autre part, si suivant la nature
de l'allergene on est oblige de modifier legerement la tech-
nique de cette epreuve.

II faut cependant noter que si l'bemagglutination « pas-
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sive » est de 20 a 100 fois plus sensible que la reaction de
precipitation ( epreuve du disque ), nous ne connaissons pas
les limites de sensibilite comparees entre la reaction de Praus-
nltz-Kiistner et Themagglutination, et, d'autre part, nous ne
Savons pas encore si tous les anticorps susceptibles de donner
une reaction cutanee peuvent agglutiner des erythrocytes sen-
sibilises. Un fait semblerait demontrer une difference entre
les deux reactions : l'hemagglutination peut se faire aussi bien
avec les serums frais que chauffes, tandis que Ton admet
generalement que la reaction cutanee doit etre pratiquee avec
du serum non chauffe. Cependant ce fait n'est pas necessaire-
ment du a une difference entre les anticorps donnant une reac-
tion cutanee et ceux reagissant in vitro. On sait, en effet, que
le chauffage du serum a 56° a pour effet la formation de com-
plexes entre des constituants du serum et, en particulier, entre
les fractions euglobuline et albumine. II est done fort pos-
sible que les anticorps inclus par le chauffage dans un com-
plexe ne sont plus susceptibles de reagir in vivo tout en con-
servant leur propriete de participer a une reaction in vitro.
Si cette hypothese est exacte seules des differences d'ordre
quantitatif pourraient intervenir entre les deux types de reac-
tions.

Cependant, certaines observations plaideraient en faveur
de l'existence de differences qualitatives. En voici un exemple,
tire d'un travail publie il y a plus de 20 ans ( 3 ) . Les auteurs
ont pu constater la presence d'anticorps dans le serum d'en-
fants sensibilises au blanc d'oeuf a I'aide de la reaction de
fixation du complement. Les concentrations en antigene ne-
cessaires pour observer des reactions positives sont beaucoup
plus faibles que celles qu'il a fallu utiliser pour titrer un serum
d'un enfant accidentellement immunise par des injections de
blanc d'oeuf, ce qui semblerait parler en faveur d'une diffe-
rence quantitative, l'immunserum etant plus riche en anti-
corps. Mais, cet immunserum n'ayant pas donne de reaction
de Prausnitz-Kustner, les auteurs pensent qu'il doit exister
aussi des differences qualitatives entre les anticorps de cet
immunserum et ceux des serums d'enfants allergiques ( 3 ).
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D'autres observations peuvent encore etre invoquees, mais
aucun argument ne nous semble decisif pour etablir une diffe-
renciation. bien tranchee et nous esperons que de nouvelles
experiences permettront de preciser la question.

CONCLUSIONS

L'experience montre que des serums de cas d'allergie a
l'ovalbumine provoquent l'agglutination d'erythrocytes de
mouton sensibilises par une solution d'ovalbumine apres un
leger tannage. Une appreciation de la quantite d'anticorps
dans le serum est obtenue en operant sur des dilutions de ce
dernier. Deux des serums examines donnaient des reactions
positives meme a une dilution au io,oooe; un de ces serums
presentait une reaction de precipitation tres nette et contenait
180 Mg d'N d'anticorps/ml. Un troiseme serum n'agglutinait
les G.R. sensibilises qu'au centieme.

La metbode est tres sensible et specifique; il est probable
qu'elle puisse etre appliquee a d'autres cas d'allergie en utili-
sant des antigenes convenablement choisis.
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