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Une nouvelle m~thode de lecture de la rgaction pr6eipitante en 
M~decine L(~gale *. 

De 
Professeur 1tl. ltlVLLEa (Lille). 

Depuis 1946, nous expdrimentons, dans mort Institut, une nouvelle 
m~thode de lecture de la rdaction prdcipitante qui nous a donn6 des 
rdsultats que nous eonsid6rons comme des plus int6ressants. 

Pour la pr@aration de nos anti-sdrums nous avons donn6 la pr6- 
Idrence ~ la technique de Dalla Volta qui consiste s injecter dans le 
pdritoine du lapin une suspension de globulines obtenue par prdcipitation 
ehimique au sulfate d 'ammonium et ~ l'aeide ae6tique. Cet antigone 
ainsi pr6par4 peut se eonserver longtemps sous une couche de toluol. 
Pour l'usage nous injectons 1 gr d'antig~ne r~duit en poudre et 6mulsionn6 
dans 20 em a de sdrum physiologique. Six jours aprgs, nous raisons une 
injection intra veineuse de dix centigrammes d'antiggne en suspension 
dans 5 cm s de sdrum physiologique. Nous saignons le lapin le lendemain 
on le surlendemain. Nous obtenons de la sorte des sdrums dont le titre 
prgcipitant est le cent millieme ]e plus souvent. Les pertes de lapins 
sont peu frgquentes. Les r~sultats sont sensiblement constants. Je 
n'insiste pas sur ]es pr6cautions techniques habituelles de la saignde et 
de la d6eantation du sdrum. Toutes ces opdrations doivent gtre faites 
de fa,eon absolument aseptique. Le s6rum recueilli est conservg en 
ampoules en verre neutre, scelldes, et plaeges s la glaeigre. Le taux 
pr6eipitant s'abaisse avec le vieillissement du s6rum, mais il reste, malgr6 
tout, parfaitement utilisable, comme je vous le montrerai tout s l'heure. 

La technique habituelle de la rdaction prdcipitante jusqu'iei employge 
en France consistait s placer darts un tube fin, une eertMne quantit6 
d'antisdrum puis s ddposer avee pr6eaution, s la pipette, au dessus de 
ee premier liquide, la solution de la tache suspecte dont le PH avait 6t6 
prdalablement vdrifid. I1 appara~t de la sorte vous le savez, un anneau 
blanc de pr6cipitation ~ la limite de s6paration des 2 liquides. Cette 
technique a l 'avantage de donner des rdsultats immddiats. Mais elle est 
parfois de lecture difficile. Elle est d61ieate. Enfin, la m6thode des 
strums pr6eipitants expose s des erreurs graves, car un antisdrum sur- 
tout  s'il a un taux prdeipitant dlev6 n'est pas absolument spdcifique. 
Sa sp~cificit6 est une sp~eificitg antigdnique et non pas une sp~eifieit~ 
d'esp6ce. 

* Vorgrag, gelegentlieh der Tagung der Deutschen Gese]Isehaft fiir gerichtliehe 
und soziMe Medizin in Mfinehen 1952. 
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C'est la raison pour laquelle nous avons pens@ modifier cette technique 
et ralentir la r@action. Nous avons appliqu@ s la M@decine L@gale une 
technique pr@conis@e par OuDIS, un @l~ve de l ' Insti tut  Pasteur de Paris, 
pour des recherches dans un autre domaine. Elle consiste essentiellement 

solidifier l'antis6rum. 

Ne you]ant pas utiliser les substances g6lifiantes pr@conis@es par 
OuDI• nous avons fair divers essais et finalement nous avons arr~t@ notre 
choix sur ]a gomme acacia. I1 faut n'utiliser qu'une gomme acacia trgs 
pure. l~ous raisons dissoudre & chaud 2 gr de gomme acacia dans 50 cm s 
de s@rum physiologique, nous alcalinisons ]6ggrement ce m@lange de 
far s avoir un p~ neutre. 

l~ous obtenons ainsi une solution ~ 4% de gomme acacia qui en se 
refroidissant se prend en masse. Nous obtenons ainsi un support neutre 
pour la r6action antiggne anticorps, support qui se pr@sente sous l'aspect 
d'une gel6e incolore, transparente, qui permet de ralentir et de fixer la 
r@action des sgrums pr6cipitants. 

Pour ]'usage, nous op~rons comme suit: Dans un petit tube ~ h6mo- 
lyse, nous versons quelques gouttes d 'un m6]ange s parties @gales de 
solutions de gomme acacia et d'antis6rum. La quantit@ de gomme 
acacia a @tg calcul@e de fa~on ?~ ce que m6me dilu6 de moiti@ par le s6rum 
pr@cipitant, le m@]ange reste demi-solide g d -2  ~ centigrade. I1 suffit 
alors de verser au dessus du m61ange g61ifi6, sans aucune pr@caution 
spgcia]e, la solution d'albumine & @tudier. On voit alors apparaltre, 
dans le gel, sous ]a ]imite de s@paration des deux milieux deux zSnes 
opaques trSs fines s@par@es par une z6ne claire lorsque la solution d'albu- 
mine plac6e au dessus est de m~me nature que celle ayant servi s pr6- 
parer ]e lapin. I1 suffit ensuit.e de replacer le tube ainsi prgpar6, & la 
glaci~re g -  2 o et d'observer ce qui se passe. Ces zones opaques vont 
en s'~paississant et en s'intensifiant. Revu le lendemain, ]e tube pr@- 
sente 3 ou 4 zSnes d'opacitg d@croissante et nettes. 

La hauteur des anneaux semble variable et ]eur intensit@ d'opacit@ 
va en d6croissant. Les jours suivants d'autres anneaux se forment encore 
tonjours plus bas dans la z6ne des anticorps et la hauteur finale du 
prgcipit@ devient ainsi consid@rable. 

La conservation en glaci~re emp~che route alteration microbienne 
eC facilite l 'apparation des zSnes opaques. 

I1 semble que l 'on pnisse admettre avec OuDIZ~ qu'il existe dans le 
s@rum humain autant de substances antig6niques que nous dgcelons de 
z6nes opaques darts l'antis6rum, leur r@partition 6taut fonction, sans 
doute, de ]a vitesse de diffusion respective des mol@cules supports des 
antiggnes et des anticorps. 
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Cette rdaction peut  6tre photogralohide. En outre en mesurau~ la 
hauteur  totale de la r6action et en connaissant le temps d'aloloarition 
des bandes on loeut alopliquer la loi donn~e par  OUDIN: 

h 
Vt~ ~ constante. 

En rdlodt~nt l 'op~ratiou sur lolusieurs lectures dtag6es dans ]e temps, 
on loeut obtenir une courbe dont l'asloect rdgulier lorouve l 'cxacti tude 
de la rdaction. 

I1 serait trolo long de reloroduire ici t o us l e s  schdmas d'exlodriences 
entrelorises s part ir  de cette rdaction. Vous trouverez le ddtail de ces 
recherches duns le rapport  que j 'ai  rddig6 pour le Congr6s de Mgdecine 
Ldgale de Bruxe]les en juin dernier qui sera loublid in extenso, dans 
les Acta Medicinae Ldgalis. 

Je  vous donnerai simplement les conclusions auxquelles nous avons 
abouti rues dl~ves et moi. 

La concentration du gel en gomme d'acacia a une certaine impor- 
tance. Celle-ei dolt 6tre comprise entre 4 pour cent et 5,6%. ~ous  
avons toujours utilisg la solution ~ 4%. 

La consistance du support  varie avec la temlodrature ambiante.  
Les anneaux aloparaissen~ plus r i t e  s la temlodrature ordinaire. 
I1 se forme alors imm~diatement un premier anneau louis des rio- 

culats tombent  au fond du tube, et le gel s'oloacifie lorogressivement. 
La temlo4rature optima est celle de -2~-4 ~ Le retard d'aloloarition 

de ]a r6action varie de 30 secondes s 8 minutes. Les anneaux prennent 
lorogressivement leur aspect dgfinitif. 

La  quantit6 d 'antis6rum mdlang6e au gel est imloortante s consid6rer. 
I1 y a intdr~t s lordloarer un gel aussi concentr6 que possible en anti- 
sdrum. Ce qui nous loaralt le plus maniable et dormant des rdactions les 
lolus nettes est un m61ange s parties dgales (20 gouttes de gel, 20 
gouttes de s6rum). 

L'dtude des r~actions sur gel de dilutions progressives du sdrum 
gtudier nous a permis d 'obtenir  en maintenant  l 'observation un temps 
suffisant des rdactions positives alors que delouis long~emlos la rgaction 
ordinaire sur antisdrum liquide n 'dtai t  plus positive. La mdthode utilisde 
a donc le mdrite sulolol6mentaire de rendre la rdaction plus sensible en 
met~tant en dvidence un lor6cipitg infime qui passerait inapergu en milieu 
liquide ordinaire. 

Nous avons 6tudi6 ~galement l'influence des loh~nom~nes dits de 
zSne dans ]a r6ac~ion lordciloitante. On sait en effet qu 'un exc~s d'anti-  
g~ne ou un exc~s d'anticorps es~ capable d'emp~cher la rdaction. 

I1 y a soit inhibition de la rdaction, soit redisso]ution du lor~ciloitd 
d~s sa formation. 
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L'exp@rience nous a montr6 que nos essais, qui correspondent s la 
pratique mtdico-16gale courante, se situent donc, sinon exactement au 
point d'dquivalence, du moins en dedans des deux ztnes muettes de la 
rtaction. I~ous ne risquons donc pas de rencontrer de phtnombnes de 
ztne dans la gamme des proportions utilis@es par nous. 

Nous avons eniin dtudi@ la sp@cificitt. Pour cela nous avons op@r@ 
comme tousles  exp@rilnentateurs ~ l'aide des rgactions croisges. I~ous 
nous sommes aper,cus alors que nos s@rums anti-humain, anti-bceuf, 
anti-mouton, anti-chevaY anti-porc @talent rarement sp@cifiques, c'est 
& dire qu'fls donnaient presque toujonrs un anneau de pr@cipitation. 

Nous avons cherch@ s'il n'existait pas entre une rtaction homologue 
et une r@action h@t@rologue des diffgrences darts le temps d'apparition 
des anneaux que le ralentissement de la rtaetion mettrait mieux en 
gvidence. Cette id6e a pu @tre v@rifite. I1 existe en effet une marge tr~s 
sensible, en moyenne une vingtaine de minutes, entre l 'apparition de 
la r@action dans le tube homologue et dans les tubes htt@rologues. Mais 
dtant donnd qu'fl n ' y  a pas une constance absolue dans les r@aetions il 
nous semble imprudent de nous baser sur un tel test pour affirmer qne 
le s@rum @tudi@ correspond exaetement s l'antis@rum de base. 

Nous avons alors optr@ autrement. Pr tparant  nos r@actions sur 
gel @'acacia (strum anti-humain par exemple et. dilutions au millieme de 
s@rums divers h@t@rologues et homologues) nous avons effectu6 nos lec- 
tures s la fin des 24 premibres heures dans certaines s@ries et & la fin 
du 4 ~ jour dans les autres. I1 est certain que nous avons, ]&, un proc@d@ 
beaucoup plus stir, le tube homologue pr@sentant ~ la fin dn 1 er jour 
et mieux encore ~ la fin du 4 ~ jour un aspect trbs diff@rent des anneaux 
des tubes htt@rologues. 

De ces reeherches qui demandent encore beaucoup de travail pour 
6tre pr6cis@es et raises en application, d@oulent un certain nombre de 
conclusions prdliminaires. 

La sp@cificit@ scientifique rigoureuse d 'un antis@rum est un fair de 
hasard. Mais contrairement ~ ce qui a 6t@ dit parfois, l'extr~me sensi- 
bilit@ d'un antis@rum n'est pas incompatible avec sa sp@ificit@. Iqous 
pensons, en outre, @rant donn@ les difficult@s de mettre en 6vidence ]a 
sp@cificit6 par les re@rhodes anciennes, que l'dtude de la r@action pr@- 
cipitante sur anti-strum g@lifi6 est susceptible de nous apporter des 
@lgments nouveaux soit par l'appr@ciation du retard dans l'apparition 
de la ztne d'opaeification, soit dans la lecture de la r@action en pr@sence 
d'une dilution donnte dn s@rum antigSne, soit enfin darts la eombinaison 
d'une lecture tardive en pr@sence d'une dilution plus ou moins 6tendue 
de l'antig~ne. 

l~ous pensons en tout c a s q u e  lorsque l'on passera s l'application 
pratique de ces re@rhodes ce qui nous para~t souhaitable, on ne pourra 
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se contenter de faire une seule r6action dans un seul tube entre un anti- 
s6rum humain par exemple et une macdration de la tache suspecte. I1 
faudra systdmatiquement pr6senter la macdration de la tache si l'abon- 
dance du matdrial le pcrmet, au moins aux anti-sdrums courants des 
animaux domestiques. C'est davantage par la comparaison des rdaetions 
prdcipitantes que par l'dtude d'une r6action d6termin6e que l 'on aboutira 

des conclusions correctes. A moins cependant que l'dtude exp6rimen- 
tale des anneaux supcrposds ne permette des prdcisions diff6rentes. S'il 
est vrai comme certains auteurs Font soutenu que chaque armeau corres- 
pond s la prdcipitation d 'un antig6ne spdcial, il ne paralt pas impossible 
que l'on ddnombre dans les antig~nes d'une dilution d 'un s6rum inconnu 
des groupes antigdniques et m4me des antig6nes sdpards. 

I1 peut devenir possible, m6mc, de les identifier soit par l'aspect et 
l'gpaisseur de l'anneau, soit p]us simplement par la place qu'ils occupent 
dans le tableau de la rdaction, comme on identifie actuellement des raies 
spectrales. 

Nous ferons remarquer enfin que l~ mdthode reste valable avec des 
antisdrums vieillis ayant perdu une pattie importante de ]cur valeur pr6- 
cipitante. C'est ainsi qu'un sdrum anticheval prgpar6 en Septembre 
1948 nous a donn6 en Mai 1952 les tr~s belles rdactions que je vous pro- 
jette ici. 

Cette m6thode, bien que nous la travaillions depuis sept ans n'est 
encore qu's son d6but. N6anmoins elle nous parait offrir ~ la M6decine 
L6gale un champ d'applications tr6s vastes qui s'amplifiera encore an 
fur et ~ mesure des progr6s de l'immuno-chimie. 

I1 est certain que lorsque nous serons capable de fraetionner de 
fagon rigoureuse les globulines et les 616ments de eelles-ci nous trou- 
verons plus faeilement les moyens de perfectionner nos techniques. D6s 

pr6sent, celle-ci nous est apparue de nature s offrir aux chercheurs 
nn immense champ de travail. 

Prof. M. MUnLER, Institut de M6decine L6gale et Sociale, Lille (Frankreieh), 
Boulevard P. Painlev6. 


