MISEE AU POINT D'UNE RIEACTION
D'HEMAGGLUTINATION PROTEINIQULL POUR LA PESTI®

par R. NEEL et M. Bartazanrp.

La multiplicité des réactions sérologiques dans la peste et le
nombre considérable des travaux qui leur ont élé consacrés (1,2) mon-
irent qu'aucune d'elles n'est pleinement salisfaisante et que leur valeur
pratique est limitéz, en dehors des appiications expérimentalces.

L'agglutination, malgré les difficultés auxquelles on se heurte
dans la préparation de suspensions homogénes el slables, reste tou-
jours ln réaction de buse. La fixalion du complément, depuis I'emploi
de la fraction TA (8) comme anligéne par Chen, Quan el Meyer (4),
est devenue la méthode de choix, mais sa sensibilité n'est pas supé-
rieure a celle des autres tests, en particulier de V'agglulination.

Récemment Amies (5), puis Chen (6) on? monlré que 'hémag-
glutination de Keogh, Morth el Warbhurlon (7) élail applicable a la
pesle. Mais nous estimons, a la suile de recherches sur la valeur pra-
ligue'comparée de quelques réactions sérologiques (travail en cours de
rédaction) que celle méthode n'est pas encore enirée dans le dowaine
pratique et que, pour de mombreuses raisons elle est trés inlérienre
aux deux tecimiques précitées. D'ailleurs de par son principe méme
(adsorplion de substances anligéniques de nalure polvosidique), il
semble logique qu'il en soit ainsi, élant donné ce que nous savons de
la nature de l'antigéne pesieux.

Tous les {ravaux modernes ont en effel montré ¢ue les [rac-
tions purifiées, anligéniques et immunisantes de Pasteurella pestis sont
des protéines, parfois associées & une [aible proportion de polysac-
charides, selon le procédé adopté pour l'extraction et la jurification
(3, 5. 8). )
Cherchant a mettre au poinl, pour la déteclion des anticorps
chez les rongeurs résistants a4 la peste, une réaction de haute sensibi-
lité, nous avons pensé a uliliser Ia modilication apportée par Boyden

* Annales de I'Institut Pasteur — Janvier 1954.
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10 ARCHIVES DE L'INSTITUT D'HESSAREK

(9) & la réaction d'hémagglutination de Keogh. On sait que cet auleur,
grace au tanrage préalable des hémalies, parvient a fixer sur celles-ci
des antigénes de nature protéinique et les rend ainsi agglutinables par
les antisérums correspondants. Pour I'antigéne tuberculenx, Boyden (4)
(puis Grabar, Boyden et coll. - 10) a mis ainst en évidence une réaclion
d’hiémagglutiaation protéinigque plus sensible, mais d'interprétation plus
délicate que la classique réaction de Middlebrook et Dubos (11).

Nous disposions d’aulre part d'un antigéne pesteux purilié, la
fraction IA (1), dont le Pr K. I, Meyer avait hien voulu, lors de sa
venue 4 Téhéran, nous remeltre un lot importanl. Cet antigéne avait
de plus lavantage d'étre tolalement inactil dans I'hémagglulinalion
polyosidique comme Chen (6) I'a signalé el comume nous avons nous-
méme conslaté,

A - TECIINIQUE DE LA REACTION

La technique de la réaction est dans ses grandes lignes celle
de Bovden (9). Une seule modification importante v a été apporiée, le
remplacement de la sédimentation spontande des hématies a la tempé-

ralure du laboratoire ou a4 - 4° par une cenlrifugation modérée ct
courle.

1°) Malériel et Réactifs.

1) Verrerie - N'utiliser que des tubes a hémolyse de 10 & 11mm
de diamétre intéricur, a fond régulicrement hémisphérigque, lout
tube présentant des irrégularités dans la [abrication devant étre rejeté.
Cette double condition est nécessaire pour obtenir une bonne sédimen-
Llation et une réémulsion lacile du culot.

Ces tubes, en verre nculre, devronl ¢lre trés propres; aprés
immersion dans le mélange sulfo-chromique de Kuss, ils seront {rés
snigneusement lavés 4 I'cau courante puis bidistillée pour éliminer
oute trace d'actde. Llinobservation de ces précautions peut influer
-considérablement sur la sensibilité de la réaction. '

2) Eau distillée - Ne se servir dans la préparation des réactifs
el de Teau phyvsiclegique que denu |

istitlée afin d'éliininesr Tes tiraces
deocutvee qui poweraieat fausser la réaclion (12).

1l

3y Produils chidnugues - purs.
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4) Lau physiologique - A 9 pl1.000 de chlorure de sodium.
5) Hémalics de moulon - Prélévement aseplique et conservalion
a 4 4° en solution d'Alsever modifiée (13), & raison de 100 ml de sang
pour 120 ml de liquide conservateur. Uliliser aprés 3 jours el jusqu'a
2 semuines,
- Solution d'Alsever:
Glucose . . . . . . .. . 2,05 g
Cilrate trisodique . . . . . 0,80 g
Chlorure de sodium . . . . 042 g
Eau distitlée . . . . . . . 100ml]
- Ajuster & pIl 6,1 avec une solulion d'acide cilriiqque & 10 °/a.
- Stériliser a 1153 pendant 20 minutes ou par filtralion,
6) Solulions salées tamponnées-

Ne l: Eau physiologique . . .o 40 ml
Solution de PO4 K2 4 0, 13 \I .. 28 ml
Solulion de POs Nag H a 0,15 M ¢q.s.p.  pH g.4.
Ne 2: Eau physiologique . . . 40 ml

Solution de IOs K1z a 0, ).; \I .o 12 ml
Solution de POs Nag 4 0,15 N q.s.p. pH 7,2

7) Solution d'acide lannique - « Acidum tannicum pur. lev. -
Gorlitz ~ Deutsehland». Solution en eau physiologique a 1 p. 15.000,
a préparer exlemporanément, les solutions diluées ne se conscrvant
pas.

8) Antiyéne - « Fraction TA - Lol 278-53-8-Hooper Foundalion,
Universily ol California - 10 Novembre 1852». Solulion en cau salde
tamponnée a plf 6,4 titrant 0,750 mgjml ou 1 mgiml. Dissoudre soi-
gneusement. Cenlrifuger el décanter pour avoir un liquide anligénique
clair, & peine opalescent. Ne pas utiliser de tube en maticre plaslique
pour la centrifugation.

9) Sérum de lapin normal - Aprés inactivalion, faire une solu-
lion au 1,230 en cau physiologique,

10) fmmunsérums - Inaclivation 12 heure & 56°.

20) Technique de la Réaction.

1) Lavage des hémalies - Aprés séparation du liquide conserva-
feur, laver trois fois & l'eau physiologique. Centrifuger a 2.000 t/ix
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pendant 10 minutes. Remeltre les héaties en suspension en solution
salée tawmponnée a pH 7,2 au taux 2,5 °/,.

2) Tannage des hématies - Mélanger un volume de suspension
globulaire ¢l un volume de solution lannique fraiche, Agiter ¢t laisser
en conlact pendant 10 minutes a Ia température du laboratloire. Laver
une fois dans la solulion salée tamponnée A pIl 7,2, Cenlriluger A
1.5300 t;m pendant 3 minules. Remetlre en suspension en cau physio-
logique sous le volume initial.

3) Sensibilisalion des hémualies tannées. - A un volume de la
suspension d’hématies tannées, ajouler 4 volumes de la solution de
fraction LA, Laisser en contact 15 minutes a la température du labo-
ratoire. Laver une fois dans le sérum de lapin dilué au 1,230, Centri-
fuger 2 1.500 t'my pendant 3 minules. Remeltlre en suspension dans ce
mdéme sérumn sous le volume initinl. On a ainsi une suspension globu-
laire & 2,5 °fo.

N. B. - Signalons que la tempéralure ambianle, au cours de
tous nos essais oscillait entre 25° et 32e,

Il faudrait recommencer les opéralions précédentes si au cours
des manipulations on observait une hémolyse méme légére. Cette éven-
tualité ne s'est cependant jamais présentée au cours de nos nombreux
essais. :

La suspension globulaire sensibilisée ne se conserve ue peu
de temps ct aprés 21 heures a4 - 4° on nole [réquemment un trés
léger degrée d'hiémolyse.

1) Exdeution de la Réaction - Répartir dans les tubes a4 hémo-
lvse les dilutions croissantes de sérum a tester, sous un volume de
0,5 cc. Ajouter la suspension globulaire sensibilisée & raison de 0,05
cc. (1 goulle) par tube.

- Témoin Eaun physiologique + hématies tannées sensibilisées.

- Témoin Sérum normal 4+ hémalies tannées sensiblisées.

Placer au bain-marie a4 37° pendant 10 minutes.

Cenlrifuger & 1.000 t/m pendanl 5 minutes (cenlrifugeuse de
rayon 12 cim). Rappelons que avec une aulre centrifugeuse, la force
centrifuge est direcltement proportionnelle au dinmélre el au carré de
la vilesse,

3) Leclore - DAjA au sorlic du bain-marie, dans les tuhes

Coitement positils, Taszlutination des hivmnties est visible a Uail na,

- Dreguidee dectare o DdGnisionner Lo calol pare ueljues se-

sue le foneg da tube,

, teoculot se

innds dren
5 { SN
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tranchenl suv le fond clair du liquide,

Duns les tubes négatifs et témoins (o), la réémulsion du
culot est plus dillicile et les hématies se renmellent en suspension de
fagon homogine. .

Avee les tubes présentant des degrés intermédiaires de posi-
Livite (4 4+ -+ a 4), la grosseur des agglutinals va en diminuant ¢l en
méme temps le liguide de suspension devient de plus en plas trouble.

Les agglulinals rdsistent parfailement 4 une agitalion forle.
La leclure se fait 4 I'wil nu et on peul controler, les lubes faiblement
positifs en employant la loupe x 3.

- Deuxiéme lecture : Placer les tubes sur un portoir et laisser
sédimenter sponlanément & -+ 4° pendant 3 a4 4 heures ou une nuil,
Lire alors Ia réaction par appréciation de la forme du culol, soit diree-
tement a 'a'il nu, soil anu miroir concava,

Dans les tubes positifs +4 44+ et + 44, les agglutinals
sont ramassés au cenlre du tube,

Dans les tubes positifs 44 el 4+, on a un aspect du type
virus mince couche globulaire avee présence, de fins agglulinals,

Dans les tubes négatifs el t¢moins, la sédimentlation se fail
en forme d'anneau cl en pastille. )

- Celte deuxieme lecture contréle la premicre; elle est pour
confirmer la positivité du type +.

"N. B. Les planches 1 et 3 illustrent parfailement I'exposé
précédent, ‘

B -RESULTATS

Dans une premiére séric d’essais, nous avons testé par les
deux réaclions d’hémagglutination proléinique et d’agglutinalion (nous
en donnons la technique dans nolre prochain lravail ):

1) des sérums de lapins faiblement immunisés.

2) des sérums de mdérions ayanl résisté a la contaminalion
expérimentale.

Les résullats oblenus sont condensés dans le Tableau 1.



‘ul'ur comparée des Réactions (' Hémagglutination protéinique et d' 4('r11utmulmn

Leclure directe par agilation aprés cendrifuyalion.

TABLEAU 1

' Hémaggiutination protéinique Agglutination
:
foerann by 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
b= 130 o0 | 2o | o0 | 100 | soo | 1600 {3200 0| 20 | 50 | 100 | 20 | 00} 400
i !
1
il ! 3 4 4 | 4 4 4 3 2 1 | 2 3 4 4 3 2 1
!
Lo b 1 4 |3 3 2 1 3| 4| 2l s 2|1
i
|
g & 3 2 2 1
|
Moz 4 4 3 2 1 3 2 1
!
vooolos 2
;‘
4, 3,9, 1: indiquent Pintensité de la Réaction @ respectivement ++++4. +++, +4, +.
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On voit done que les litres oblenus par hémaggiulination sont
au moins ¢n movenne cing fois supérieurs 4 ceux déeelds par agglu-
tination, de plus un des sérums est seulement 4 & 'hédmagglulination.

Parallélement 22 sérums normaux d’homme, de lapin, de

cobave et de mérion ontl toujours fourni des résullats négatils A des
dilutions de 1/2 4 1/5.

Daatre parl dans une série d’essais, nous avons rvecherch¢
I'évolution de Ja réaction d'hémagelulination proléinique chez deux
lapins n’avanl recu par voie intraveincuse, qu'une scule injection de
bacilles pesteux 12V, cullivés a 370, a4 la dose de (L,25 ce d'une é¢mul-
sion & 1 milliard de germes. e Tableau 2 résume les résultals
obtenus,

TABLEAU 2
Lvolution de lu réaclion a la suite d'une seule injeclion

intraveineuse a deux lapins.

14t 1

LN

. 1
Sérum —_— |- —| —
2 4 § 16| 50 | 160} 200 | 100 ] $00 | Toen] 3200

Lapin 1

1° jour
5 jour 4 1312 |1
8 jour nflnf] 3[4 | 3] 2 1

12¢  jour nf{ nff nfynf|-3 (41413 2]1

Lapin 2 -
Ie jour
5° jour 3 12 1
8° jour nf| nfl 2141442 1
12° jour nf| nf) nfynf| 3 ]41]4]|14 3 |3 1

nf: non fait, 4, 3,2, 1: indiquenl l'inlensité de la Réaction :
respeclivement + 4+, ++-+, +4, +.
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Ce lablean montre done a la fois Ia précocité et Ia sensibi-
lité de la réaction, alors (ue la dose injectée élail faible.

C - DISCUSSION

Les considéralions suivantes nous ont guidé dans la mise au
point de la réaclion.

1°) Tilre de la solution tannique,

[Hlant donné les différences dans fa préparatien et la purifi-
catiou des acides tanniques de marque différente, il esl nécessaive
de rechercher la concenteation” oplima de Pocide lannique choisi. Avee
Iacide tannique purifié que nous avens emplové : aAcidum tannicum
pur. lev. - Gorlilz - Deutschland », le laux.de 1 p. 15,060 nous a donné
les réultats les meilleurs; c'est celui que nrns avons adoplté,

20) Tilre de le solulion sensibilisanle,

Les taux de 1 mgml a 0,750 mg/ml de [raction IA donnent
des résultats du méme ordre de grandeur. A des concentralions moins
¢levées, la zong de posilivité baisse sensiblement, cependant on a en-
core une hié¢magglulination appréciable avec 5 mmg/ml d'antigéne.

Le lableau 3 résnme nos expériences.

TABLEAU 3

Influence du lilre de la solution sensibilisantle.

mg/ml de 1 1 1 1. N 1
fraction TA 100 2030 100 800 1600 | 3200
1 mg/ml SRR ST S ) IR S TR T AR

70 mmgint deid | e A e +

Ay inmgfml e e g -

Sl L Lo - 1
Jamghnd G




HEMAGGLUTINATION PROTEINIQUE 17

Des doses {rés faibles de fraction TA provoquent done encore
la formation d’agglutinats, La formation d'agglutinats, observée excep-
tionnellement par Boyden (9) ¢l jamais oblenue par Borduas et Grabar
(14) est probablement due d'une parl & la spéeificile et & Iz pureté
de Vauntigéne ulilis¢, puisque nous les abservons avec la technique
par sédimentation primilive employée par ces auteurs, d'autre parl au
facteur centrifugation comme nous le verrons plus loin. (Voir planches
"1 el 2). )

Quel que soit le méeanisme de la sensibilisation (formution
probable d'un complexe acide lannique-protéine), on a intérél a ce
que les opéralions de lannage et de sensibilisalion soient soigncusciment
excéculdes, afin d'éviler des réaclions non spécifiques, élant donné e
comporlement parliculier des hémalies fanundes el sensibilisées, liés
différent de celui des hémalies normales.

3¢} Influence du tannuge el de la sensibilisalion sur le compor-
temen! des hémalies.

Le tannage excerce une aclion inhibilrice sur 'hémolyse ot
Fagglulination naturelle des hémalies, aclion qui est encore renforcée
par la sensibilisation.

1) Hémolyse - Le Tableau 4 monlre Paction gu'exerce le {an-
nage cl la sensibilisalion sur I'hémolyse des hémalies de mouton par
un sérum nenf et non inaclivé de lapin.

TABLEAU 4

Influence du tannage el de la sensibilisation sur U'hémolyse.

Dilution I 1 1 1 1
du sérum 9 4 8 16 )
H. normales | 4+-++ 44+ 4+ 4 4
H. tanndes +4+ 44 +
I1. sensibil. +

Des résullals analogues ont élé oblenus avee des sérums
d’homme ou de cobaye. L'inaclivalion des sérums peul done éhre
supprimée dans cerlains cos, quand on opére avee des séruns dilués,

2) Agglulination, - L'elel juhibiteur s'excrce aussi sur Pug-
glutination naturcile des hématies par les sérums non saturés. comme
Ie montre le Tableaun 5.
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TABLEAU D
Influence du tannage et de la sensibilisalion sur

lagylulination naturelle.

Diwion | L | L | L | L | L
du sécum 9 1 S 16 49
. normales | ++++ +++ ++ +

H. tanndes

1. sensibil.

Sigcnalons que les hémalies tannées peuvent quelquefois pré-
senler encore un certiin degré dagglutinabilité qui se traduil, avee
‘des sérums positifs ou ndégatifs, au cours de la cenlrifugation par la
présence de fins agglulinals ou au cours de Iz s¢dimentation lente pri-
mitive par une agglutination du ixpe virus, aspect que 'on retrouve
si 'on remplace les sérums par de I'cau physiologique.

Les hématies tannées et sensibilisées, en présence de sérum
négatif non saturé (ou en eau physiologique) se comportent toujours
comme les hémalies normales dans ce méme sérum saluré,

La saturation des sérums n’'est donc pas nécessaire, ce qui
évite une opération supplémentaire, au cours de laquelle la perte de
sérum peut étre appréciable, surtout quand on opére sur de lrés pe-
tites quantités, comme c'est le cas pour le mérion.

4°) Influence de la cenlrifugation

La misc au bain-marie préalable (10 minutes a 37°) nous a pa-
ru rendre la réaction plus sensible; déja au sortir du hain-marie, on
ohserve une légére agglutination visible & 'ecil nu dans les tubes for-
tement positils.

Nous avions utilis¢ la centrifugation dans I'hémagglutination
sidiqqua pestense sans aucun avanlaze apprécinble, sinon celui de
Ly vapidite, Falre tewps, Suchel (13) a appliqud cette wéthode 2 1a ré-
action de Middlebrook et Dubes et n'a ohlenu que des résnltats super-
posanles & ocenx de Inowdthode leute,

.

e condre la centvifgotion dous Phémesdationtion nroléi-

o opestonse ooans actinn i

sreatvics considémble quiose traduid,

s lenle, poavs

cappart L réection pac st
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1) la formation d'agalutinats dans un plus grand nombre de
tubes, le Tableau 6 en donnant un exemple:

TABLEAU O
Comparaison enlre la centrifugation el la sédimenlation lenfe.

dction de la cenlrifuy«lion sur la formalion des agglulinats.

Serum L 1 1 1 1 1 1 1
(Planches 1,2) 100 | ooo0. | 400 | s00 | oo | aw00
Centrifugation Rt ol o I S o I o B s ++ +
Sédimentation ERETEIN IVRTIE R +

2) corrélativement Pobservation d'agglntinals (iméme avee un
sérum faiblement positif) dans une zone ot par sédimentalion primi-
tive on ne nole qu'une agglulination du type virus.

3) le renforcement considérable de la cohésion des hématies,
une agilalion sévére ne dissociant pas les agglalinats formds au cours
de la cenlrifugation, alors que cenx oblenus par sédimenlalion primi-

“live le sont aisément.

La lecture de Ia réaction se trouve ainsi facilitée. llle se fait,
comine nous l'avons vu plus haut par:

1) unce premicre lecture par agitation immédiale au sorlir de
la centrifugeuse.

2) une deuxiéme lecture, aprés sédimentatlion secondaire, qui
sert surlout de vérification pour les lubes faiblemenl positils.

La lecture, aprés examen du culot aprés centrifugation (cen-
trifugeuse horizontale) ne donne qunne idée approximalive de la po-
silivité; nous ne l'avons pas relenue.

Les planches 1, 2, 3 illustrent parfaitement loules les considé-
ralions précédentes. '



PLANCHE 1

w

Hémagylulination par Lenlrifugation.

A3pel

t de la réaction aprés lecture immédiate par agitation, puis s¢dimentation sccondaire

A 4 4° Sérum L 1.

S L T TR T

i ’ I ...~ , 3

< 2y Qo e
Ry .. \_\"-J
i

i 1 1 1 T 1 1 1 Témoin
L 440 800 1.600 1.3200 6.400 12800 25600 normal

Zoug de réaction positive avec agglutinats. Zone de réaction négative.

+++ ++ + o o o o

+ e+t

T



I'LANCHE 2

Hémagqglutination par sédimenlation primilive.

Mé

du laboratoire pendant une nuit. Sérum L 1.

E (8 8 Tt T i = e £
—c T e T na ——— -
A S A \
i4 ) Pt .
E_E ...',:; ;“}’ "\-” e’ st
1 1 1 1 i
200 1060 SO0 1.600 1.3200

Zone de réaction positive
type agglulinat. - du type virus,

Présence d’agglutinats aprés agitation:

+++ ++ -+ o

Zone de réaction positive

H
1

:? I
1 !
1.6400 12860

1
25600

me sérum que planche 1. Aspect de la réaction aprés sédimentation primitive 4 la température

Zone de réaclion négative.

3
RS
Témoin Témoin
sérum eau
normal  physiol
o o
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PLANCHE 3
Hémagglutination par cenlrifugalion.
Aspect de Ia réaction aprés lecture immeédiale par agitalion et
sédimentalion secondaire pendanl une nuit a la lempéralure du la-
boratoira.

Sérum L 2.

e CITTIT N gy ».._.»F,\'_'._-ﬁl_-;—:an.'u"\-ﬂm\._‘:,ﬂqr.‘.!!

R
i : ! !
‘v‘ N __\. ' ‘/_v.. '\{'
S e
1 1 : 1 1 1 1
200 400 800 1.600 3.200 6.400
: Réaction posilive Réact, L .
type: Aggl. : Vin{s douteuse Réaclion négalive

Présence d'agglulinals 4 la lecture direcle par agitation:
+4+ ++ +
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D — RESUME ET CONCLUSION

L'hémagglulination proléinique, appliquée a la peste, donne
une réaction hien supéricure aux aulres réactions sérologiques et en
particulier & la réaction d'agglulination.

Elle sc caractérise par:

1°) nne exécution fdacile, non” sculement parce que les incidents
techniques au cours de la préparation des hémalies semblent execep-
tionnels, mais encore parce que le tannage el la sensibilisation des hé-
maties exercent une action remarquable inhibitrice sur 'hémolyse
el Fagglulination naturelle des hémalies de moulon par les sérums, ce
qui permel, tout an moins, de supprimer la saturation des sérums a
tester.

29) une grande sensibilité qui parait due & deux causes:

a) lemploi d'un anligéne trés purifié, fraction 14, ne contenant
des polysaccharides qu'en faible proportion. On ¢limine de ce fait la
fixalion possible d'aulres substances protéinigues non spécifigues, la
réaction ne faisanl plus appel qu'a Fanligéne d’enveloppe immunisant
el spécifique. La partie glucidique, dont le réle dans I'immunisation
anlipesteuse est disculée, n'inlervient pas tout au moins directement,
non sculement du fait de la fixation tannique préalable. mais aussi du
fait que la fraction TA ne sensibilise pas les hématies dans la méthode
polyosidique classique. En pratique, Pulilisation d'un antigéne pur se
traduil déja par la formalion dagglutinats dans la zone de forle posi-
tivité (-F+++ el +++).

b) emploi de la centrifugation, qui renforce encore la réaclion
et permet lobtention d'agglutinats dans toute la zone de posilivilé
(++++ a +), a la place d'une agglulination du type virus.

Par voie de conséquence, cette réaction permet:

1°) la déteclion précoce de taux faibles d’anlicorps (vraisem-
blablement précipitines) alors que la réaction d'agglulinalion esl encore
négalive,

20y I'obtention de taux de posilivité en moyenne cing lois su-
périeurs a ceux fournis par l'agglulination.

Il serait intéressanl de pouvoir ¢tudier le comportement des
autres fractions antigéniques isolées a parlir du bacille pesteux:
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[raction IB, antigéne d’Amies, antigéne A de Seal ct leur sensibilité
dans ce type de réaclion.

La réaclion d’hémagglutination protéinique semble applicable
a4 tous les tests de laboratoire et, élant donné sa précocité et sa sen-
sibilité, ¢galement aux tests de clinique, d’épidémiologie et d’'épizoo-
logie. .

Institut &’'Etatl des Sérums el Vaccins d'Hessarek
- Institut Razi-et Institut Pasteur de UIran
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