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REACTIONS CUTANEES DE TYPE IMMEDIAT
PROVOQUEES DANS LA TUBERCULOSE HUMAINE

PAR LE POLYSACCHARIDE III EXTRAIT
DES MYCOBACTERIES

PAR

Michel MENKES*

INTRODUCTION

L'allergie ä la tuberculine a ete jusqu'ici la seule qui ait ete mise en evidence dans

la tuberculose humaine ou experimentale.
Koch, ä la suite de l'inoculation de bacilles vivants ä des animaux dejä infectes,

obtint des reactions locales inflammatoires differentes de Celles de la primo-inocula-
tion. II les provoqua aussi par l'introduction de bacilles tues par la chaleur. De meme,
l'injection intra-dermique de filtrats de bacilles tues determinait un granulome
inflammatoire localise qui devenait frequemment necrotique des le deuxieme jour.

Depuis Von Pirquet [1], l'allergie produite par l'introduction intra-dermique
de la tuberculine a ete la methode couramment employee afin de detecter le contact
d'un organisme vivant avec le bacille de Koch.

Le caractere fondamental de cette hypersensibilite tuberculinique, ainsi, d'ailleurs,
que celui de toute hypersensibilite de type retarde, est de ne pas pouvoir etre transfere

par le serum d'un sujet allergique ä un sujet sain. Mais eile peut l'etre au moyen de

cellules du type histiolymphocytaire ainsi que l'ont demontre Chase [19], Metaxas et

Metaxas-Bühler [20],

On a longtemps admis que les bacilles tuberculeux morts peuvent sensibiliser ä

grosses doses le lapin et le cobaye ä la tuberculine, mais que cette sensibilisation est de

faible intensite, irreguliere dans son apparition et peu durable [21].
Mais Coulaud, en 1934 [2], demontra que l'on peut, par une injection unique

de bacilles tuberculeux tues, enrobes dans de l'huile de paraffine, conferer ä un
animal une hypersensibilite intense et prolongee ä la tuberculine, Freund et coll.,
en 1937, confirment ces faits [3], ainsi que N. Rist [12] et A. Saenz [14],

* Travail de la Clinique medicale de l'Höpital Saint-Antoine, Centre dTmmuno-pathologie
de l'Association Claude Bernard, Paris (Dir.: Prof. R. Kourilsky).
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N. Rist [31-32] et N. Choucroun [15] penserent que l'huile de paraffine n'agis-
sait peut-etre pas seulement comme un facteur special de diffusion, mais qu'elle
devait extraire certains produits bacillaires, qui se propageraient dans les tissus

pendant la diffusion de l'huile. Partant de cette idee, N. Choucroun demontra, apres
extraction chimique de l'huile de paraffine mise en contact avec les bacilles, que
l'allergie tuberculinique pouvait etre induite par des constituants chimiques du
bacille de Koch, sans participation des corps bacillaires. II est necessaire d'utiliser
pour cela deux substances, toutes deux contenues dans l'extrait huileux: d'une part
un complexe proteinique, d'autre part un lipopolysaccharide insoluble qu'elle
designa sous le nom de PmKo [4-5].

Ceci a ete confirme par S. Raffel en 1950 [6], ä partir des cires d'Andersen.

Asselineau, Choucroun et Lederer [8] ont montre que le lipopolysaccharide
PmKo contient de l'acide mycolique, des acides gras et un polysaccharide ainsi qu'un
heptapeptide, compose de trois acides amines (analine, acide glutamique et acide a, e

diamino-pimelique), Asselineau et Lederer [22-25] ont etabli que la structure
chimique du lipopolysaccharide PmKo est identique ä celle de la cire D d'Andersen.

(Graphique I).
Ces corps sont done des peptido-glycolipides, insolubles (P.G.L.), ils ne doivent

pas etre designes sous le nom de lipopolysaccharides, qui est reserve aux substances

Graphique I
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solubles, extraites des « Salmonelles» et des bacteries gram negatif. Seuls, en effet,
les peptido-glycolipides insolubles ont la propriete generale de provoquer
l'hypersensibilite retardee vis-ä-vis des antigenes protidiques varies qui leur sont melanges.

Cette propriete a ete reconnue, avant meme que les produits insolubles aient ete

cxtraits du « Mycobacterium Hominis ».

Les premiers, Lewis et Loomis en 1934 [16] avaient signale le phenomene qu'ils
designerent sous le nom « d'irritabilite allergique» chez le cobaye tuberculeux.

L'injection de globules rouges de mouton, par exemple, provoquait chez eux l'appari-
tion d'un taux d'hemolysine beaucoup plus important que chez le cobaye sain.

Ce furent surtout Dienes et Schönheit [53] qui montrerent que si l'on injecte de

Fovalbumine dans la paroi d'une caverne tuberculeuse evolutive, au lieu d'obtenir
une sensibilisation de type immediat, ä Fovalbumine, il apparait une sensibilisation
du type retarde ä cet antigene. Landsteiner et Chase, en 1940 [17] obtinrent la
sensibilisation du cobaye au chlorure de picryl par la voie peritonale en melangeant
le chlorure de picryl ä des bacilles tubercules tues, en suspension dans de l'huile
de paraffine.

Freund et coll. constatent que, sans bacille tuberculeux, le melange paraffine +
lanoline est un bon adjuvant pour obtenir, avec un antigene quelconque,
l'hypersensibilite immediate, mais que la presence de bacilles tuberculeux morts est necessaire

pour parvenir ä la sensibilisation de type retarde vis-ä-vis du meme antigene [26-30].
S. Raffel [33] pensa que, dans le melange: tuberculoproteine + cire D (qui

etait necessaire pour obtenir l'hypersensibilite tuberculinique), la cire D agissait

comme un support adjuvant de l'antigene et que, s'il en etait ainsi, on devait pouvoir
obtenir, par le meme moyen, une sensibilisation de type retarde avec d'autres antigenes

que la tuberculo-proteine.
Dans une premiere serie d'experiences, Raffel [33] put, en effet, creer chez les

cobayes un etat d'hypersensibilite retardee au chlorure de picryl, en melangeant cet

antigene avec des cires D. Les cires utilisees furent les cires d'Andersen. Dans un
deuxieme travail [34], S. Raffel complete ces experiences en utilisant un autre

antigene: Fovalbumine. II demontre ensuite [35] que si l'on utilise des bacilles
tuberculeux delipides, on n'obtient pas l'hypersensibilite retardee, mais seulement une

hypersensibilite immediate.

Kabat et coll. [37-38] en 1947, obtinrent la production d'une encephalomyelite
allergique, en injectant ä des singes rhesus du tissu cerebral heterologue ou homo-
logue, melange ä des adjuvants contenant des bacilles tuberculeux tues.

Byron H. Waksman confirma et continua ces travaux [39-40], II obtint egalement

par ce procede d'autres manifestations iso-allergiques, telles que, par exemple,
l'arthrite allergique [41].

D'autre part, en rempla?ant l'adjuvant contenant des bacilles de Koch par le

peptido-glycolipide insoluble extrait, il provoqua egalement l'apparition de l'ence-

phalomyelite allergique experimentale. II employa ä cet effet les cires purifiees de
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Raffel, le PmKo de N. Choucroun, ainsi que les eires D de Lederer; cependant ces

substances, pour etre actives, doivent etre presentes en plus grande proportion que
Celles qui sont contenues dans la masse de bacilles morts necessaire pour obtenir la

meme activite immunisante. Waksman montra egalement [36] que l'hypersensibilite
cutanee de type retarde aux extraits homologues de tissus nerveux peut etre induite

par le melange de l'un de ces peptido-glycolipides avec l'extrait tissulaire.
La decouverte paradoxale du concours necessaire d'un constituant peptido-

glycolipidique insoluble pour que l'allergie tuberculinique puisse se developper
incita N. Choucroun, R. Kourilsky et P. Gresland [7] ä rechercher quelle serait la

reponse d'un organisme sensibilise par le bacille tuberculeux ä l'introduction intra-
cutanee de ce constituant.

L'intradermo-reaction fut positive et la reaction inflammatoire locale qu'elle

provoqua se deroula comme celles qui sont caracteristiques des hypersensibilites
retardees. Une telle reponse allergique ä un constituant bacterien non proteinique
n'avait jamais ete observee.

L'analyse de cette reaction d'hypersensibilite cutanee, qui presente toutes les

apparences d'une reaction du type retarde, a demontre les faits suivants:

1. Le phenomene est specifique. Aucun des 55 enfants indemnes de toute conta¬

mination par le bacille de Koch [9] n'a reagi positivement ä l'introduction intra-
dermique de PmKo.

2. Les sujets allergiques ä la tuberculine le sont egalement au PmKo [9],

3. A des doses provoquant des reactions equivalentes chez des sujets allergiques
(5 y de PmKo et 3 U. de Tuberculine I.P.48), la reaction intra-dermique au
P.G.L. PmKo est generalement d'intensite plus forte que la reaction tuberculinique
dans les tuberculoses anciennes devolution torpide ou prolongee. I! en est de

meme dans les tuberculoses ulcero-caseeuses de plus d'un an [10]. Au contraire,
dans les tuberculoses recentes ou aigües, la reaction tuberculinique est la plus
forte [10]. L'evolution vers la stabilisation ou vers la guerison, s'accompagne d'une
reaction cutanee de plus en plus forte vis-ä-vis du P.G.L. PmKo [10].

Par le meme procede d'analyse comparative, il a ete demontre, dans des cas

d'allergie faible, tels qu'on peut les observer au cours de certaines tuberculoses

chroniques, au cours des pleuresies sero-fibrineuses ou chez des sujets ages ou
debilites, que le P.G.L. PmKo permettait, mieux que la tuberculine, de reveler

l'hypersensibilite retardee au bacille de Koch [11],
Dans un travail tres recent et non encore publie, J. Ejden et R. Kourilsky [42]

chercherent ä savoir si la detection cutanee d'une hypersensibilite ä un antigene
determine est, ou non, modifiee par le melange de cet antigene avec le P.G.L. extrait
du bacille tuberculeux. Pour ce faire, les auteurs sensibiliserent une Serie de cobayes

avec de l'ovalbumine, de fagon ä obtenir uniquement une sensibilite de type immediat.
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Ensuite, ils introduisirent dans la peau des animaux, en injection intra-dermique, le

melange ovalbumine-PGL en faisant varier la concentration respective de ces deux

substances et en comparant l'effet avec celui de l'ovalbumine seule.

Iis nous montrerent que la cire D (en l'occurence le PmKo de N. Choucroun)
a un effet-retard sur la reaction cutanee.

Alors que celle-ci atteint son maximum d'intensite 3 et 6 heures apres l'injection
intradermique de 25 gammas d'ovalbumine, la reaction cutanee au melange de 25 y

d'ovalbumine et de 20 y de peptido-glycolipide PmKo, atteint son plein developpe-
ment 24 heures seulement apres l'injection.

** *

Les donnees que nous venons de passer en revue sur la biologie des cires D
peuvent se resumer ainsi:

1. Les cires D sont necessaires pour obtenir la sensibilisation ä la tuberculine, mais
elles doivent etre associees ä la tuberculo-proteine.

2. Elles peuvent remplacer les corps bacillaircs du « Mycobacterium Hominis ou
bovis » dans leur action d'adjuvant.

3. Leur introduction intra-cutanee chez les animaux de laboratoire tuberculises, ou
chez rhomme infecte par le bacille tuberculeux, provoque une reaction inflam-
matoire specifique, evoluant apparemment comme celles qui sont caracteristiques
de l'hypersensibilite du type retarde.

4. Injectees dans le derme, avec un antigene protidique auquel l'organisme est

sensibilise, elles prolongent la reaction inflammatoire d'hypersensibilite immediate
declenchee par l'introduction de l'antigene et la font evoluer sur le mode retarde.

Un probleme immunologique difficile se trouve ainsi pose: Quelle est
l'hypersensibilite specifique detectee par l'injection du peptido-glycolipide? Jusqu'ici seules

des proteines antigenes solubles, d'un poids moleculaire important, sont connues

comme etant capables, apres sensibilisation de l'organisme, de mettre en evidence une
reaction inflammatoire d'hypersensibilite retardee. Or, la cire D du bacille
tuberculeux est insoluble, son poids moleculaire est faible, environ 52 000, et eile ne

contient precisement pas de proteines.
Pour R. Kourilsky [18], trois hypotheses peuvent etre formulees pour expliquer

ce phenomene: 1) le peptide contenu dans les cires D joue le role de detecteur; 2) la
detection s'exerce vis-ä-vis d'un Systeme antigenique non protidique mais poly-
saccharidique; ce polysaccharide fixe au lipide etant vraisemblablement l'antigene:
3) la molecule peptido-glyco-lipidique insoluble se comporte comme un antigene et

peut induire l'hypersensibilite retardee qu'elle revele.
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Le röle du peptide a pu etre elimine par nos travaux [70]; en effet, les cires D
extraites de mycobacterium bovis Marmorek et Dupre ne contiennent pas de peptides
mais permettent tout de meme de detecter une reaction d'hypersensibilite cutanee

identique ä celle provoquee par les cires D habituelles.

Role des polysaccharides

De nombreuses etudes ont ete faites sur les glucides du bacille tuberculeux,
depuis 35 ans dejä [43-44-45-46-47-48]. N. Choucroun [49] decrit une reaction de

precipitation entre un polysaccharide, separe par hydrolyse du complexe lipopo-
lysaccharidique PmKo, et le serum de sujets tuberculeux. Cette precipitation peut
etre constatee de fa?on soit qualitative, soit quantitative, par la methode de Heidelberger

[50] en faisant un dosage colorimetrique precis de l'azote, contenu dans le

precipite. R. Kourilsky et coll. [51-52-54-55] ont etudie par la methode de Heidelberger

pres de 800 serums tuberculeux et non tuberculeux. Leurs conclusions sont les

suivantes: 1) la reaction de precipitation est specifique; 2) cette specificite souffre
toutefois une exception: il existe une reaction croisee avec la lepre [56-57]; 3) la
reaction est positive dans 56% des cas de tuberculose dite tertiaire en activite;
4) l'anciennete de la tuberculose est le facteur principal qui conditionne Tapparition
et le taux des anticorps circulants antipolysaccharidiques. lis ne sont decelables que
six mois ä un an apres le debut de la maladie. Leur taux diminue lors des poussees
evolutives. II est nul ou insignifiant lors des primo-infections; 5) les anticorps peuvent
persister de nombreuses annees apres la guerison de la maladie; 6) il n'y a aucun
parallelisme entre le taux des anticorps circulants et le degre de l'allergie tuber-
culinique.

P. Burtin [58-59] a etudie grace aux methodes immuno-chimiques d'OuTCHER-

lony et ä l'analyse immuno-electrophoretique les differents antigenes du bacille
tuberculeux, et specialement le polysaccharide extrait des cires D.

II identifia par ce procede deux polysaccharides extraits des filtrats de culture
et des autolysats de « Mycobacterium Hominis ».

L'un est identique au polysaccharide I de Seibert [46]; l'autre provient de

l'hydrolyse d'un peptido-glyco-lipide. Pour ce dernier, l'auteur propose le n° III,
terminologie que nous adopterons, un troisieme constituant, probablement poly-
saccharidique, etant peut-etre le polysaccharide II de Seibert [62-63],

Dans la tuberculine brute, seuls existent les polysaccharides I et III (P. Burtin).
Sorkin et Boyden [47] etudiant la reaction de Middlebrook-Dubos, ont isole

des filtrats de culture de bacille tuberculeux une substance thermostable, l'hemosen-
sitine a, qu'ils considerent comme etant pratiquement identique au polysaccharide I
de Seibert. P. Burtin [59] etudiant les polysaccharides extraits du PmKo de

N. Choucroun et ceux des Cires D de Lederer et Asselineau, conclut k leur similitude.

Ces polysaccharides III peuvent avoir des reactions croisees avec les

polysaccharides I de Seibert, selon les immuns-serums utilises.
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L'activite biologique du polysaccharide III a ete etudiee, par G. A. Voisin et

Fr. Toullet [65] grace ä l'etude de la permeabilite vasculaire [66]. Par cette methode,

ces auteurs mettaient en evidence une reaction du type immediat au polysaccharide III.
lis obtinrent meme, dans certains cas, des reactions du type Arthus [67], ce qui
concordait avec la presence d'anticorps circulants et precipitants decelables par le

ring-test.

MATERIEL ET METHODES

I. PRODUITS UTILISES

Nous avons utilise plusieurs peptido-glycolipides insolubles, de differentes

provenances et de differentes souches: Cire D de H37Rv Sr (fraction B 70); cire D de

souche bovine Marmorek (fraction A, soluble dans 1'ether); cire D de la souche

« Mycobacterie Bovis Dupre » (fraction S); partie hydrosoluble de la cire D totale,
H37 Rv Sr(nonpurifiee); fraction hydrosoluble de la cire D de «Mycobacterium Phlei».

Ces produits nous ont ete fournis par l'Institut de Chimie des Substances

naturelles du C.N.R.S. (Gif-sur-Yvette) L

Concurremment, nous avons utilise les produits suivants fournis par l'Institut
de Biologie et de Physico-chimie-biologique: PmKo de la souche H37RvSr; fraction
hydrosoluble du PmKo 2.

Autres produits

Hematies de mouton non tannees, fournies par l'Institut Pasteur de Paris;
antigene de Middlebrook-Dubos prepare par l'Institut Pasteur; tuberculine IP 48,
ä 3 unites (lot 336); ä 10 unites (lot 182); adjuvant incomplet (Difco).

II. Technique des intradermo-reactions

Toutes les injections sont faites sous un volume uniforme de 0,1 ml, en intra-
dermique, sur la face anterieure de l'avant-bras. Nous utilisons des seringues de 1 ml
graduees au 1/100 de marque Becton-Dickinson et des aiguilles de 4/10 de la meme

marque.

III. Lecture et notation des epreuves intra-dermiques

Toutes les lectures ont ete faites aux memes temps: 10 minutes — 4 heures —
24 heures et 48 heures apres l'injection.

1 Nous tenons ä remercier tres vivement de leur obligeance le Professeur Edgar Lederer,
professeur ä la Faculte des Sciences de Paris, Directeur de l'Institut de Chimie des Substances Naturelles

du C.N.R.S., et le Docteur Jolles.
2 Nous sommes redevables de ces produits ä l'amabilite de MIIe Nine Choucroun, Directeur

de Recherches au C.N.R.S., ä qui nous exprimons nos vifs remerciements.
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On apprecie le diametre de l'infiltration et le diametre de l'erytheme avec le pied
ä coulisse. Chez l'homme, les donnees sont exprimees de la maniere suivante:

0: infiltration de moins de 3 mm, erytheme de moins de 5 mm,
± : infiltration de 3 ä 6 mm, erytheme de 5 ä 10 mm,
+: infiltration de 6 ä 9 mm, erytheme de 10 ä 15 mm,

+ ± : infiltration de 9 ä 12 mm, erytheme de 15 ä 20 mm,
T-4-: infiltration de 12 ä 15 mm, erytheme de 20 ä 25 mm,

+ + +: infiltration de 15 mm et plus, erytheme de 25 mm et plus.

IV. Technique de detection des anticorps circulants
AntiPolysaccharides iii

La recherche des anticorps precipitants a ete faite par ring-tests, dans des tubes

en verre de 5 cm de long et de 0,5 cm de diametre.

L'antigene, le polysaccharide III, a ete utilise ä des concentrations de 1,5 ou
10 7/0,1 ml.

Les anticorps hemagglutinants ont ete mesures par la technique de Middlebrook-
Dubos.

ETUDE DES REACTIONS INFLAMMATOIRES CUTANEES
PROVOQUEES PAR LA FRACTION HYDROSOLUBLE DES

PEPTIDO-GLYCOLIPIDES CHEZ LES SUJETS ALLERGIQUES

Nous avons utilise, d'une part, les fractions hydrosolubles des cires D, et d'autre

part la fraction hydrosoluble cxtraite du PrnKo.
Nous devons rappeler ici que les travaux d'AssELiNEAU et Lederer ont montre

que le polysaccharide (poids moleculaire 5000) contient D arabinose, D galactose,
D mannose, de la glucosamine et de la galactosamine et que dans la fraction hydro-
soluble, il est lie ä 1'heptapeptide par l'hexosamine (se reporter au graphique I).

1. Nos premiers essais (Tableau I) ont ete faits avec une fraction hydrosoluble,
non purifiee des cires D de H37Rv. Les fractions ont ete comparees ä Celles du PmKo
(5 gammas). La fraction hydrosoluble fut injectee ä la dose de 10 gammas. Toutes les

injections intradermiques ont ete faites sous le volume de 0,1 ml.
Le type de la reaction est immediat. Elle est nette 4 heures apres l'intra-dermore-

action, dure 24 heures, est faiblement perceptible ä 48 heures; elle a completement
disparu ä 72 heures.



PAR LE POLYSACCHARIDE III EXTRAIT DES MYCOBACTERIES 543

Tableau I
Reactions intradermiques provoquees chez les tuberculeux allergiques,

par la fraction hydrosoluble (F.H.S.) non purifiee des peptido-glycolipides de la souche H37Rv

F.S.H. (10 gammas) PmKo (5 gammas)

Nombre Noms

4h 24A 48* 72* 4* 24* 48*» 72*

1 Tou ± + 4- ± +
2 Cor ± _L — — ± -1- — —
3 Lcm — — — — ± — + ± + ±
4 San — — — — 4- + ± + ±
5 Cib ± — — — -r + _L

6 Tib _L + — — ± rt + ± —
7 Bru ± + + — _1_ -t- + ± + ±
8 Cui + -f ± + _L ± — + ± + +
9 Ne + + ± + — -r + + + i10 Bil + + + ± ± — + ± + ±

Totaux + + 1 1 1

2 1 6 5

+ 1 4 1 1 6 1 2
4- 6 1 2 5 3 1

2 3 7 9 4 1 2

La comparaison avec celle qui est provoquee par le PmKo montre une evolution
inverse: la reaction est tres peu importante apres 4 heures; nette ä 24 heures, croit en

intensite apres 48 heures, et se maintient encore ä la 72e heure.
Elle est positive chez tous les sujets, tandis que la reaction ä la fraction hydro-

soluble est negative dans deux cas. L'intensite de celle-ci a ete faible. Les reactions

assez marquees (+ ±) n'ont ete constatees que chez deux malades.

II etait toutefois necessaire d'eliminer la possibility de reactions irritatives non
specifiques provoquees par les fractions hydrosolubles, meme purifiees. La separation
des differents constituants des mycobacteries est en effet une operation delicate, qui
peut laisser subsister des traces de produits irritants, en particulier des lipides.

L'experience fut done refaite avec un polysaccharide purifie provenant de la
souche H37Rv (fraction DP 70). Un essai prealable destine ä appretier l'importance
des reactions non specifiques eventuellement provoquees par cette preparation, meme

purifiee, a ete faite chez 9 nourrissons dont les reactions intradermiques tuber-
culiniques ä 50 unites de tuberculine IP 48 etaient negatives.

Le Tableau II montre que le produit contient effectivement des substances

irritantes non specifiques, dont Paction s'exerce assez faiblement 4 heures apres
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Tableau IL

Reactions irritatives non specifiques par !a fraction hydrosoluble (15 gammas/0,1 ml)
des peptido-glycolipides chez des nourrissons non aiiergiques

4 heures Diametre 24 heures Diamdtre 48 heures
Nombre Noms apr6s de l'6ryth4me apres de F6rythdme apr£s

l'injection (en mm) l'injection (en mm) 1'injecton

l Zit -4- 5 _L 3

2 Pey _L 5 + 7 —
3 Bev -!- 5 in 5 —
4 Tri ± 5 + 5 —
5 Gou 4- 3 4- 8 —
6 Per — 3 — —
7 Ber + 7 10 —
8 Zen + 10 - 10 —
9 Bon 4- 7 3 —

Totaux + ± l 0

+ 2 3 0

± 6 4 0
1 1 0

l'injection mais beaucoup plus nettement apres 24 heures. Par contre, elles dis-

paraissent toutes ä 48 heures. La dose utihsee avait ete plus forte que chez les adultes:

quinze gammas pour 0,1 ml.
Seul l'erytheme a ete mesure; l'infiltration etait tres faible. Le diametre de la

zone erythemateuse est de 6,6 mm apres 4 heures; 5,6 mm apres 24 heures. Les

dimensions extremes sont de 10 mm.
En injectant ä l'adulte une dose moindre (10 gammas au lieu de 15) et en ne

tenant compte que des reactions importantes, dont le diametre soit superieur ä 10 mm,
on peut en principe eliminer les reactions non specifiques.

L'experience fut done repetee chez 20 sujets tuberculeux et les resultats furent

compares avec les reactions inflammatoires declenchees par la cire D totale1

(Tableau III).
La fraction hydrosoluble provoque une reaction immediate dans tous les cas,

sauf un.
Toutes les reactions, sans aucune exception, sont maxima 4 heures apres l'injection.

7 d'entre elles n'etaient plus perceptibles 24 heures apres. Vives ou faibles,
elles avaient disparu tres vite. (Graphique II).

1 II eut fallu normalement utihser la cire D totale extraite de H37Rv, ä partir de laquelle
la fraction hydrosoluble avait ete preparee. Des raisons materielles nous ont conduits ä utihser
le PmKo, nos recherches precedentes nous ayant montre l'identite des reactions de ce compose
avec la cire D H37Rv.
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Tableau III

Reactions intradermiques provoquees chez les tuberculeux allergiqnes,

par la fraction hydrosoluble purifiee (F.H.S.P.) Dp 70 de H37 Rv

Nombre Noms
FHSP (10 gammas'0,1 ml) PmKo (5 gammas/0,1 ml)

4h 24h 48fc 12h 4h 24* 48^ 12h

1

2

3

4
5

6

7

8

9
10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Hou
Mai
Gra
Rea
Wer
Bas
Kos
Med
Jac
Web
Pot
Kro
Lern
Fer
The
Sad
Ere
Lee
Horn
Cho

+
±
+
±
+
+
+ ±
+
+ +
+ ±
+ ±
+ ±
+ +
4- -r

+ +

lllllll

1

1
1
1
II
1
1
1
1
1
1
1
-H

1
1i-FI

-H

4t

1

±

±

±
+
+

±

±

+

+

+
±
+
+ ±
±
+
+ ±
+
+
+ +
+ ±
+ ±
+ +
+
+ ±
+ ±
+ ±
+ ±
+

+
+
±
+ +

+ +
+ +
+ +
+ +
+ ±
+ +
+
+ ±
+ +
+ +
+ +
+ +
+ ±

+

+ +

+ +
+ ±
+ +
+ ±
+
+ +

+ ±
+ +
+
+ +
+ ±
±

Totaux -( +
+ ±
+
±

6
6
5

2
1

0
1

4
7
8

4
16

1

19

0
0

4
4

12

1

9

7

2
1

10
3

3

1

3

6
4
3

1

6

Douze reactions etaient encore notables apres 24 heures. Toutes, sauf une,
etaient en diminution importante, sur les reactions immediates. Huit d'entre elles

avaient disparu avant 48 heures (Graphique III).
Chez quatre sujets, les reactions depassent 48 heures, l'une atteint 72 heures

comme dans les reactions d'hypersensibilite du type rapide (Graphique IV).
L'intensite de la reaction immediate etait forte 12 fois sur 20. Le diametre de

l'erytheme depassait 10 mm, limite extreme des reactions irritantes provoquees par
une dose superieure de polysaccharides (15 gammas) chez le nourrisson non allergique.
E ne s'agit done pas de reactions inflammatoires banales.
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L'evolution des reactions ä la fraction hydrosoluble est tres differente de celles

qui ont ete induites par le P.G.L. PmKo. Huit reactions seulement ont debute plus
ou moins faiblement apres 4 heures; mais apres 24 heures, toutes sauf une etaient

positives, dont 10 fortement et 13 apres 48 heures.

EMS A F H S

PmKo PmKo

ClRAPHIQUE II
Evolution des reactions intradermiques a la fraction hydrosoluble

du PmKo (dix gammas I en fonclion du temps

A) Reactions immediates transitoires

Graphique III
Evolution des reactions intradermiques ä la fraction hydrosoluble

du PmKo (dix gammas) en fonction du temps

B) Reac'ions prolongees ä 24 heures

A 72 heures, dix reactions fortes etaient encore lisibles. Parmi les huit reactions

precoces, deux seulement disparurent ä 48 heures (cas Bas... et Kos...).
Les six autres reactions s'accentuerent progressivement ä 24 et ä 48 heures. Une

seule ne depassa pas 72 heures [3] (cas Gra...) et une autre etait nettement affaiblie [2]

(cas Kros...).
Toutes les autres reactions etaient encore fortement indurees et rouges ä 72 heures

(Graphique VII).
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Graphique IV
Evolution des reactions intradermiques ä la fraction hydrosoluble

du PmKo (10 gammas) en fonction du temps

C) Reactions prolongees au-delä de 48 heures

FHS —
PmKo..

FH S _
PmKo.

+ +

+ ±

12h Tf-nss

Graphique V

Evolution des reactions intradermiques au PmKo
(cinq gammas) en fonction du temps

A) Reactions faibles ä debut immediat durant moins de 48 heures

Mises ä part ces huit observations, le debut de la reaction ä la cire D est plus
tardif que celui des reactions immediates provoquees par la fraction hydrosoluble.
Cette dissociation est bien mise en evidence dans les graphiques suivants (VIII et IX).

Si dans certains cas (Mab. Rea...), les reactions sont d'une intensite comparable
(aux doses utilisees), il y a en fait dans la plupart des cas une difference importante
(Graphique IX).



548 REACTIONS CUTANEES DE TYPE IMMEDIAT PROVOQUEES DANS LA TUBERCULOSE HUMAINE

FHS

PmKo _

FH S _
P mKo

Graphique VI
Evolution des reactions intradermiques an PmKo

(cinq gammas) en fonclion du temps

B) Reactions a debut immediat prolongees au-delä de 48 heures

Graphique VII
Evolution des reactions intradermiques au PmKo

(cinq gammas) en fonction du temps

C) Reaction ä debut immediat et d'une duree prolongee
au delä de 48 heures

Graphique VIII
Evolution des reactions intradermiques au PmKo

et ä la fraction hydrosoiubie

A) Debut
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La fraction hydrosoluble des cires D H37Rv permet done de provoquer une
reaction cutanee du type immediat chez les sujets allergiques. Quoique cette substance
soit irritante ä forte dose chez le sujet non allergique, l'analyse des reactions ne laisse

pas de doute sur l'existence d'une hypersensibilite immediate.

FHS
PmKo «...

FHS
PmKo_.

Ah 2Ah

'CT

Graphique IX
Evolution differente des reactions intradermiques

au PmKo et ä la fraction hydrosoluble

B) Intensite

Cependant ces fractions hydrosolubles contiennent, outre le polysaccharide III,
le peptide [68-69], Nos essais anterieurs nous avaient certes demontre que ce dernier
ne jouait apparemment pas de role dans la determination des reactions inflamma-
toires provoquees par les cires D chez les sujets allergiques. II nous a paru neanmoins
necessaire de contröler nos resultats en utilisant la fraction hydrosoluble d'une souche
de Mycobacterium depourvue de peptide, en l'espece, Mycobacterium Phlei.

La dose injectee a ete identique: 10 gammas sous 0,1 ml. Les reactions ont ete
observees apres dix minutes, 4 heures et 24 heures. Les resultats sont colliges dans
le tableau IV.

Les resultats sont partout identiques, avec une legere predominance ä 4 heures
de la cire D H37Rv. Le peptide est done sans influence.

L'examen du tableau V appelle les remarques suivantes:

a) Reactions provoquees par les polysaccharides.

1. II est significatif que chez tous les sujets ayant des reactions d'hypersensibilite
immediates au polysaccharide III [1-3-5-7-12-21] on puisse deceler, par ring test, des

anticorps antipolysaccharidiques precipitants.

2. Aucun de ceux dont les reactions intradermiques aux polysaccharides ont ete

negatives, ne recelait dans le serum la presence d'anticorps precipitants: il n'y eut
aucune discordance.
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Tableau IV

Reactions intradernnques provoquees chez des sujets allergiques
par les fractions hydrosolubles (FHS) purifiees de differentes cires D

contenant ou non le peptide

Nomrbe Nom

FHS Mycobacterium
Phlei (10 gammas)

FHS H37RV
(10 gammas)

FHS du PmKo
(10 gammas)

10' 4I, 24h 10' 4h 24*i 10' 4h 24*

1

2
3

4
5

6
7

8

9
10

Rog
Ree
Del
Cui
Mis
Thi
Bou
Rem
Gil
Sei

+ +
+ +
f-r

±

—

+ T
+ +
+ +

+

±
+ ±
±

1
1
1
1
1
1
1
1
+
1 j

-T
1

NIMM

—

Totaux 3 3 3

+ ± 1

T 1 1 1 1

1 2 3

6 9 10 6 7 9 6 7 10

3. L'importance de la reaction cutanee ne parait pas etre proportionnelle ä la

precipitation. II serait necessaire d'employer des techniques plus precises pour fixer le

rapport entre la quantite d'anticorps circulants et les dimensions de l'erytheme et de

l'infiltration.

4. Les reactions sont immediates et s'effacent tres vite. Parmi Celles du
polysaccharide extrait du PmKo, une seule a persiste 24 heures, elle avait debute ä

4 heures [20]; 3 sur 7 etaient tres attenuees 4 heures apres l'injection [3-7-21] et

3 autres avaient disparu [1-8-12],

5. La fraction hydrosoluble des diverses cires D se comportent de la meme fa^on,
soit comme antigene precipitant, soit comme antigene revelant l'hypersensibilite
immediate, avec des differences occasionnelles dans le second cas.

b. Reactions provoquees par les cires D.

1. Dans un petit nombre de cas, la cire D provoque des reactions immediates

dix minutes apres l'injection (3 sur 25) [5-7-12],
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Tableau V

Anticorps seriques et reactions cl'hypersensibilite
au polysaccharide III et au peptido-glycoiipide

Nombre Nom

Polysaccharide III
du PmKo

(10 gammas)

Polysaccharide de
la cire D (H37R.V)

(10 gammas)
Cire D (5 gammas)

Ring
test

10' 4* 24* 48* 10' Ah 24h 48Ä 10' Ah 24* 48''

i Dom + 4- + +- "T" + + + _L

2 Des -L- r
3 Roq ± — __ + + — — _ — -J- -t- + +
4 Bed + t- *1 '

5 Ric -f + 4- — — + + + + + — ~r -L + + + +
6 Vol ±
7 Del + + ± — — + + ± — — - — 4- _L

8 Cho + + + + + + 4-
9 Rem ± + + —

10 Roy ± + —
11 Lef — — — — — — — — — — — —
12 Gil 4- __ — — + — — — — — + ± + + +
13 Sei + ± —
14 Mon + —
15 Per + —
16 Mun
17 Cui — — — — — — — — — — "T ++ —
18 Thi
19 Bou + + ± —
20 Kil — + — + + + — — + + + + +
21 Mah — — _ — — __ — + + + +
22 Che ± + —
23 Lav
24 Mer + + —
25 Ocy

Totaux + + + 1

+ + 4 — 4 1 i 1 4 6

+ ± — — 1 2

+ 3 2 1 2 2 2 1 2 1 9 10

± 3 — 2 2 6 1

18 20 24 25 19 20 22 24 23 21 5 5

Ces malades avaient tous reagi d'une maniere aussi forte [12] ou plus forte [5-7]
ä l'introduction de polysaccharide, et leur serum contenait des anticorps antipoly-
saccharidiques.

2. Dans 3 cas seulement (1,9,11) la cire D a provoque une reaction inflammatoire
faible ä 4 heures; sans reaction immediate 2 fois sur 3. Cette reaction s'est prolongee
ä 24 heures et 48 heures.

Archives des Sciences. Vol. 18, fasc. 3, 1965. 39
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Dans le 3e cas (11), eile etait tres faible et a disparu ä 48 heures — Un seul de ces

malades (1) avait presente une hypersensibilite immediate au polysaccharide, disparue
ä 4 heures.

3. Dans la regie, la reaction ä la cire D n'est nette qu'ä 24 heures. A 48 heures,
eile est etale (cas 2, 9, 20, 24) mais generalement plus forte (14 cas sur 25); 2 fois
seulement (1, 11) elle a legerement diminuee — C'est done une reaction de caractere
retarde; tres frequente (21 fois positive sur 25).

Elle est manifeste, que le sujet ait presente (7 cas) ou non (14 cas) une
hypersensibilite immediate au polysaccharide.

4. Lorsqu'elle est negative (4 cas: 16, 18, 23, 25) aueun des malades ne presentent
d'hypersensibilite immediate au polysaccharide ou ä la cire D, ni d'anticorps pre-
cipitants.

Les deux reactions sont done distinctes. Cependant les cires D sont susceptibles,
de faire apparaitre dans certains cas des reactions immediates (ou precoces 10 minutes
et 4 heures apres 1'injection). Les problemes souleves par ces constatations seront
discutes plus loin.
c) Anticorps hemaggluiinants et reactions intradermiques.

Nous avons effectue des reactions de Middlebrook-Dubos sur 10 des serums

precedents (Tableau VI).

Tableau VI

Anticorps antipolysaccharidiqucs precipitants
et hemagglutinants chez les donneurs

Nombre Nom Taux des A.C.
hemagglutinants

Reactions cutarices

au PS | a la cire D

Tests de
precipitation

1 Kir + ± + +
2 Del 1/512 + + 4- + J

3 Dom 1/16 + + + 4- -
4 Thi — — —
5 Des — — —
6 Lah — + + 4-
7 Rog 1/128 h + + ± 4-
8 Gil 1/1024 r 4-± 4-

9 Mun 1/128 — — —
10 Ric 1/256 + + + 4-

Totaux 4-4-
-r±

4

2

3

5

2

3

7

3
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L'absence de parallelisme entre les anticorps hemagglutinants et les reactions

cutanees est evidente.

DISCUSSION

Le polysaccharide contenu dans la fraction hydrosoluble des cires D joue un
role important. Ce polysaccharide, etudie en 1948 par Haworth, Kent et Stacey [60],

par Asselineau et Lederer [64-23-61] est present surtout dans la membrane cellulaire

en meme temps que les amino-acides de la cire D. II est different des polysaccharides I et

II extraits des milieux de culture destines ä la preparation des tuberculines [48].
La specificite de ce P.S. Ill a ete etablie par P. Burtin [58-59]; le P.S. Ill donne

des reactions de precipitations avec les serums d'animaux tuberculinises ou avec les

serums de sujets tuberculeux [51-52]; d'autre part, chez les cobayes, il permet de

detecter une reaction d'hypersensibilite vasculaire [66-67]. Ces faits corroborent la
reaction d'hypersensibilite immediate cutanee obtenue dans notre travail chez

l'homme. Cependant, nous constatons que seul un certain pourcentage de

tuberculeux ont reagi ä l'introduction intra-dermique de cet antigene. L'explication nous
semble provenir de ce que la production des anticorps circulants anti P.S. Ill, est

lente et progressive. Les titrages faits par MUe N. Choucroun par la methode de

Heidelberger montrent que les anticorps ne sont decelables que plusieurs mois

apres le debut de la maladie, mais qu'ils augmentent progressivement au fur et ä

mesure de revolution [54-55]. N. Choucroun avait dejä montre [49] que ce P.S. n'est

pas un haptene, il est antigenique. En effet, l'injection du P.G.L. PmKo dans la
cavite peritoneale du cobaye ou dans les coussinets plantaires fait apparaitre dans le

serum des taux eleves d'anticorps anti P.S. III.
Nos experiences ont confirme 1'antigenicity des polysaccharides lies auxscires D,

en effet les injections intradermiques des fractions hydrosolubles provenant de

diverses cires D declenchent des reactions immediates ou precoces fortes chez les

sujets possedant des anticorps circulants, pratiquement nulles chez les non-allergiques
au bacille de Koch. Le comportement antigenique du P.S. III est different de celui
des haptenes [62-93], contrairement aux P.S. pneumococciques qui ne sont pas
antigeniques et qui ne provoquent pas de reactions cutanees [48].

CONCLUSIONS

La fraction hydrosoluble des cires D qui contient le polysaccharide III ou le

P.S. Ill seul, injecte dans le derme de sujets tuberculeux ou de cobayes rendus

allergiques au bacille de Koch fait apparaitre une reaction cutanee de type immediat
ou precoce. Cette reaction est specifique et caracteristique d'une hypersensibilite de

type immediat.
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Dans la tuberculose humaine ou experimentale, on peut done mettre en evidence

non seulement l'hypersensibilite bien classique ä la tuberculine, mais egalement une
reaction cutanee de type lmmediat grace au P.S. III.
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