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- TRA "AUX AI,rIENS. 

La digestion enzymatiql' .... ,1 :-,lasmas antitoxiques, principe 
iou1amental des pUl'if;"'ntions ind,l~l.· ;ks modernes est connl.c d"PLiS 

très long~p.JTI :'}~. 

Le brevet de hlHAY (:lI) datant de 1\:)(13 ~v~;t déjà attiré i'nt
tentiüli des cherclll:ul.'5 SUi la métllÙdt! Jt! puri.ficatiun des antiiuxines 
par les enzymes. Cependant ce Lrevet n'a pas eu le retentissement 
souhàitahle; c'est ((ll'en elTet les travaux de PICI{ (6G), de l\IELLANHY 

(44), de ScmlIDT .\: TlJLJTSCHI:'\SKAYA (1)3) étaient peu encouragcants 
puisqu'ils montraicnt quc les anticorps ét[!ient rapidcment déh lli~s par 
la pepsinc ct cependant moins rapidcmcnt par la trypsine. Les travaux 
de BElIG & KELSEH (3) puis de BElw (4) da!lS le bul de purifier l'anti
toxine tétanique par acLion peptique furent infl'1lclneux paisquc la 
destruction de l'anticorps semblait se produire à la même vitesse que 
celle de la protéine; cependant l'anticorps petlt résister, sous certaines 
conditions, à une digestion enzymatique comme l'a montré ROSE:\'lIEDI 

(74). Il faul se rendrc compte qu'à cettc époque la réalisation de telles 
expériences était très diJT1cilcs. POPE (57) dans son premier mémoire 
e-xplique I-JOurquoi, à son avis, les lrUY3UX anciens n'avaient pas l~té pris 
plus sérieusement en considération. Il y avait d'aborcl la dilllculté de 
contrôler le plI de la digestion; puis le defaut d'une méthode simple 
de titrage de l'activité antitoxique. Les titrages, in vivo, pratiql1és Ù 

celle épuque ne pennettaient pas d'entreprendrc les expériences en série 
par suite de l'emploi- d'un trop grand nOllJbre d'animaux. L'introduction 
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de la méthode de floculation de RAMON (73) en 1922 a fourni aux cher
cheurs un moyen simple, rapide et suffis2.llIment précis pour le titrage, 
in vitro, de l'activité anlitoxirJlIC et a permis d'entreprendre les nom
breuses expériences nécessaires pour préciser les conditions expéri
mentales de la digestion enzylll~tique. 

Vers H130, la purification des antitoxines était SUl'~out faite par 
fractionnement au sulf'lte d'ammonium. lIOEHCH (51) montre que les 
E'~1~:C-'bu!il1es (p;écipitées entr~ ° ct :m 0/0 de sulfate d'ammonium) :'t 
les albumine,> sont exempt·?:, rl'api.iccrps, tandis que les pseudob!ohu
lines (précipitées entre i\3 c~ 50 "/0 d~ sulfate d'ammonium) constituent 
le 5u[1p01't de 1'(ll1titox~a('. C\::,t cl'~prè~ ce i ... j'!cipe que l'on 01'iea(ait 
le~ recht:rchc~ (.ï2) et un se cl)~.Itentait, pcar la purii\c·lt~"n, d'isoler le:> 
!N:l1dogloi,~!i~~es du séruiTt. f:ejlellclant les choses él~üent heaùccili' 
1)111S ~,J11,:.r':1I':';~!>. Pour (11::~luC sérum ;\ ,:Ill'ifier l\lolmcll traçait la 
\.:ol'rhp de précipitation d.~ l'an tiloxine en fom tion de la cOllcentration 
';11 !';111fate d'ammonium (,'1.; 'l','il ;~~)pcl!c l,' ('spectre a,.~iloxÏlH> l,rùtéinc»)} 
. ( se ~laçait dans les conditions les L1~il"'ur~s pour obtce~" un ren
deml.n. ct une purilication d( éeptables Ccp;ndant certains sérums se 
l'.eta1p.nt très mal ù la puril~cntioj], l'~\ntito,"ine ((ant [lll;sente également 
oans les euglobulines. 

Des essais de purification avaient aussi été ten 1.I~S par adsorp
tion. Des expériences sur l'adsorplion de l'antitoxine diph1t:ïique avaient 
ét!i l'ailes dès 1893 par ARO~SO:>J (2) et pl \l!; tard par :.L!\~;CJ!ALL ,\; 

\VELIŒI\ (4;~). Mais c'est le irayail fOlldalllClllal de \\'lLl.ST.\]·:rfER sur 

la séparation et la purificatit)Jl des fermen ~s par allsorpL;o II Il ui incil,\ 
de nombreux chercheurs à l'appliquer aux ,;il; i~uxilles. 1,;· "l"'! l:ode F:,l 

basée sur le fait qu'il est possible de S(!lHII'I>i' l'antito,,;;l' i: d sénim 
par adsorption sur alumine on kaolin COmlh'l'·:i,d. API,"':' ',';,,: :',Hl l';t!;, 
titoxine passe en solution. Ces méthodes (1~~\(!lnpp6c;s ;' ; ; .1:;1.1\1\ oS: 
Sl'IEGEL-ADOLF (la), TASllMAN & PO;-:OM.\" Cl'{). \\ !.IGLEH ,': ! L ,';:!U (:lt), 
A. HAl'\SEN (22), nécessiteut la ddermin:,li,;l1 des cundi:' :!' "filin\:1 
d'adsorption ct les rendements u!JleDus SOllt cr"::; rarialJk-:, "';". [~r.();:~

SITZKY (38) sc basnnt sur la techlllque de FnAè::,:èL (17) :ld:-,(,,~.:. :-;1 S(~nnJl 

antiLétanique, dilué avec 3 \'ol:lII:cs d'cau, :';·i;· ~,';îOlill i: ; :; ;~ ~: .. "'-Frf:. 
lIIJe agitation de () heures li b \c;;ilpl!l'atUl'e (L: ;~.)J.1n).lojh·: j~ "i;:èvl~ :" 

],aolin par œlllrij'llgaliol1. L'0111l;();] de l'nnl:!,),i1:" est fni"..: , ': 1 ;i.;; - !.'.~ 

en s'inspirallt de b métho<:(:: d,~ l·'oDon, i~!.:,7';'f.D l::' SCi';\:';': li (i.~: 

pour la sépantLioil des pel'lid;,:;,.>~ dc la lt-'ï:;,~. Le Fè:;'il':<' :.:i,; L', 

SuspclJsion tlalls lIne solulion (;(~ ~~.:ycoco1i[; Ct: .. ,"Ieu;: ;, l':' :l., ]l;li (,.: 

ln SOlide. Apn\s U.i~e agilatio~l ri:: ;; heures ;'1 .: ••.• :a SI)'; 'jCd' Cè.: ;':;l:\':

fug{:c ct amenée Ù l'II 7,4. La ~;,.'l.!liol\ esll·;\'L~i;.' d\l:~:dl:I1··'.: !-o,llorh,,'1 
~\ 10"1,,). L'auleur Gl'lient uue :'!'~;;('.üne li:',:,;!: ;·lOOl'iu< c' ,"'~ l,:, ';'" 

lklllcnt de [)()";, .. :>.'p~udaIJ . ., ,', '~'0\'Jlli;,:; .1; ~.,;. ~":gl.,;' .. ".,:.1.;1 "c:· 
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(':,t pas rh, ):":)~'~ p:mr ],6j~:[id" dPll' ;'è l'(!ndemc]":! l''; [ irrégulier; de 8 
il ;)li "/0' 

elle ~,l;l:':~ métho:,l.:: t";~nplo.\'·:;.' p:I;' '.'ox 1.:,';';CS!TZRY (:lS) est 
hasl~c snr i:l l'~'l,cjpitalion d,,;.; j)~:c,;,;,"),:jl'!,lllilles 1;;': le sulfate d'am
mOllium, <Î;;!1~:.~r.' et élect"[)-~tlll·;)lil!;·;l:!('.l. P:lr noUe '1!,~lhode 1':Il11cul' 
arrive à lIIH: :t;,tdoxinc liti':ll't i.l5 nii)!:, U,-l U plI!" 'ur; ;.;, :n'cc un n'Il

dement de "iCi, jO!o, 

Faii;OI~'.l ressortir <lIW 1':\11;(';::' i;1Ontre n;;(~ l'antitoxine téla-
nique ne perd. p:s son nclivilô ;'1 des rI: (:(~ 3,1' :'t \:,'] :\ 21-?4°, pend:ml 
8 jours. 

LI!s J;lI;lIJodes que 11')W' n;;;·;))') ,';'cxanw,'!J' l'(,l'mettent d'ob
tenir toes sérllllls ],5 fois t'ilVir:Jil pl.,,,; ':":,r:., ~,lt 1!lltiioxi!,es. LC'.' tnl
vaux. de PAHI'E\'1'.JEV (5H) el c]e J'n;'" C,! ,\ ïO), (!:,:~ )Jons allolls eXfl
miner maintenant perrnel!( 111 d~ ï()1I:,-";' hC'allCOl1p ]Ji,''; Jr;j'1 !!l punfi
cation: il ft ;) fois environ. 

Déjà en H13;j l~'i l:t1lOrntoiru :,;')LlILE ("11) S:gll"I,:J,C"I~ une :né
I.hocb de purification des alll:~J\inc~; ;,:", ~~":l!\'SC <:;,:~ii'e suivie ù\.u.Je 
précipitation, ulLrnfiltration ct dialy.,,:, ; , lJU])]icaticJ1 d'une réf{.,mee 
p",ru(' dans le même journal (cité r;' l'E (ü7) par 1.: «Council of 
Phar;n~ey NNn» tr::lite d~ la même' ';l ;;011. Ces arLÏelcs sont-ils en 
rappo!'t avc:.' ks brevets (le l' J\ HFE."''!.' :;;-,', ha"l'lillant aux. laboratoires 
LEDERl.E? - C'est vraisembbhle, mais llOUS n'aYlll1S 1':''; pu éluc.ider 
ce point n'ayant pas la possibilité de CGlIsnlter ce joml1al. Quoiqn'il 
cn soit le travail des Laboratoires LUll':lU,E a dOllné aux chercheurs 
une impulsion nouvelle. Quel était e:,;lclement la méthode dc PAH

FEl'i'TJEV. Nous n'avons pn lire que la S('lllC publication de \VEIL, PAU

FENTJEV & BOW~IAN (105) LraiLant de la valeur antigéuirlue de l'anti
tox.ine purifiée. Ils donnent dans ce mémoire le principe de leur puri
fication. «Les protéines d'un sérum aJlli\oxiqlle peu\'Cnt êLre digérées 
par un excès de pepsine jusqu'à un point où 70 - go % des protéines 
sont rendues incoagulables par la cltalcur. La dige!ition peptique csl 
conduite pendant 4 il 24 helll'cs à 37° cl :\ un pH compris entre 4 & 
4,5. L'acide seul, à cet inLer\'alle de pH, détrnit les anticorps, mais la 
pepsine exerce une protection contre celle nctioll. Le resle protéinique, 
après dige!>tion, est séparé des produits de la digestion par dialyse cl 
précipitation par le sulrate d'ammonium ù 50 %

, Le précipité dissout 
est dialysé, il contient l'antitoxine. Il est traité ensuite rar une sus-
pension fraîchement préparée de phosl'h:lIe de cakimll dans le but 
d'éliminer la pepsine résiduelle.» Avec une telle lllélliodc PAHFEl\'T.JEV 

arrive à une anliloxine diphlérique (Globuline lIlodifil'c) titranl 
5.400u/ml; le dcgrè Ile pureté du sérulll ohtCllU est de :2.0°/". 
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PAPPE:'\HEI.\IEH & n()Br~SON (54), dans leur étude sur la réac
tion de flOclllatif)(1 de RAMON, ont employé un sérum purifié selon le 
hrevet de PARFE:'-:T.JEV; 30°/0 de cette préparation sont spécifiquement 
pl'écipitahlcs pal" tl toxine. 

Cette nlt:thode de purification a en un grand retentissement 
et a incité les chercheurs à reprendre les recherches sur le traitement 
enzymatique des ,mtiloxincs. 

MODEm' ,'~~Ù'FF ('i:>, publient le 5 Mai 1938 un travail SUl' la 
désintégJ"~ti(ju proi,':;;lylique,h SL-UTL ar-ti(lillhtérique. Ces aub~ilrs re
prennent les exp(~ricTlccs de PA .'.FE.n'JEV cu clÎeduant la digestion pep
tique à 1111 pH compris cntl'0 :'1 et 4. sur mi sl-rum dilué au 1/2, avec 
O,:;'i~ de pCJr,inf'! l)\:l"lnnl 21 hCUîCS à ,~,: .. ;)()o. L'adSOIj;tion "'''~ faite 
e.:.:.",uih.: s\.a!' ~.11Osj\J;r"e de ~akillm. 

;~,"':.,,~; (:::q i~ 2,} .)· .. :!l ,;n:18 pl,h!:::- IlJlC nole ,snr l'a clion de 
:a 11:?w,il)û et Üè \'::,·;,ic cillurhyùriquc Sl!r l'rl;ltitoxine diphlériqùc. La 
,1i~:l's(iou esL hâll! ,: ::',,;", !;j~ ;!,:2 d O,l .... :n (;e pcpsi~;~,. Cci. a'.~t'Llr n()r'~ 

p.c ,1,,'lS lm Sl'l'lll:l dilt,é Ll1it~ioxine (''''t l'lus st:~ble. . 

Cepel1ilu,i 11!1 bit e.'Térilllenhd Il').l\'ean d'ulle gr:11lde impor
~;lllcr pratiqne a l':( [JlIbli. 'k 21) Jllln 19::': 1,1:11' POPE (G7). Dans cette 
TI '.lte prélim in:1 i "(' ~; tP' i:l déO;~n,l,:gration dcs protéines pal' les enzymes, 
il mo;ilre q\H:' !.!. ";,;'iilOlysil1e l'st capfllJlc ,1(' produire lIlI ehangcmenl 
clans la mol(:cllic ;;::clld(l~lol)l[lillique l\iltil.n:\ique, Il se p)'oduit uue 
dl;é;illl(~gr<1Liol1 (fi "',JI1[lOSl'S protéiniquc:> ~ly;1f~t des F\1111'i(~lés phy
sje;ucs d chiJ[1i·Fi.:~; ri ilTél'en tes. Cette adin;; )J'csl d'ailh:,:j'~; pas limiLéc 
à 1<1 filll'inolysi,!,;, ld,lis e~'t (~()llnée par ll)1.J','S les' CIJZyl:l~":; proiéoly
til!,-!,'" ci' TiOl;ll,,!~""J; ri\]' 1:\ pcpsine. Dl~S l~);:·,) la lIlél!l{)(~,' de dl~l1atu

r;dl\'j) par LI ,.;,;. ,v!')' était Ikl~üll\'crtc et s't·!,!, J é\'~lél) C("I1!~ ,~ lIne mé
tl,r,,~I: i,Hlu~il'jd\~ (l,; c.llOi\. pour la pllriJicdi'Jll des aniil:':-',lC;'. 

POPE "C;)!!I"~ (lue l'(·;-:,~yme COll);!! j~, protéiJlc':;;,.'ei!iquc en 
~lt(';\',,',,:ecs (l<' i:,,:i" ;11;~; ~)('!il.c (l/2 :l li.i:" :",,; (lror,·i,~;.,."; :'llilIliqllc~, 

(ll·~<:!.i.:·!il!enL ~I' ._';··<\'r(~ cl l"I (le st.nt)~liL~·) d., .. ~ la fCII'J"!' il;~li;llp, d(l 
r'_,:~ti((,~:illC ct ;L' ~.:1 rO!':ï~I,' St·ji1d(~e p<ll' !~~··dr(.\~.\lse C!1';\ I!L-;!iquc :;oni. 
f.~~',l, :.:<,-!s. L':~; ,; -:1 ~;ll)jL."·\...' d ... · renzy]r1(~' Il:··::,,~1<·.~~ l'nn~.<·(}';·~l:"·, ,-"ln deux 
f.·:i:.,:~,.,~t\:"; p:"·.l 'it~~ ... ~:·.,·.,,~: l:~ ~:'J"'i{)u non it:~lii ,;>,!,tC csl ~·'~·l.:··,~ih'~c pnr 

1.: ~:: :.llJ~.ir t'li1 ~,.';",")I ;.l'-'i~ .-! ... ~1~·.:~J·'.,lY'e ct (.ra~·!i.~!',. :,)~_:':~H!, lr j'IÎ)! ~~.,~~ reSLi!IL 

sz.:;" . .';~' ,::!.;·itl~ ;'~'·Lj;~"jql!('.. 

".1 

LI.! r:-li" 1:., :·,dStl:L;~iIL \'is ft 'vis ';,li ,'I .··:'Jnnl~n;_' I;:')~ . ·.~~:sl \~;~

:~ l~: :'c: :': .. (;.' '.'1~;. ~':l~ (-Idsorb{':!~ "., ~~ .. ~,('l d',: :!I;. ~Jl,,'. j! J~' " 

.{~I'",-t;i\: ~~l n:\,décul,-~ ;~ ~~I'; !,' ';I:":"'~; c:: :", 1_',., ~':lti;(!:l:~ 

~ ::r :. ":i'Jil (~I.~ : •.•• ,." -~:l!, L\~,ns (';'Pe no~e 1';'('<::::- ,~,jn~ ,j,l();'i: . l ÎII:," L 

;""i,"·~ion l,! .t~;;;.'. ,,;C·IJi.i)~I'~·;· •• {)cux l()ï,;'>~ '~;tIX 1 (1. (~1::';~ C,;"') 
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chaleur après digestion partielle enzymatique furent remis Je 23 Janvier 
Hl:\\) pour la pllhlieation. 

Ces dcu); mémoires onl mis au point l~ principe (!l~ la purifi
cation des antitoxines: digestioll :1 pII 3,2; température 2\1 ù iJO° pen
dant ao minutes; plasma dilué au 1/3; avec 0,25 % de pepsillc. L'ad
dition de toluéne ayant le cbaufTage est destinée ù entraîner Il's lipides 
par les protéines coagulées ft 55° ct pH 4,2 en présence de 15°/0 de 
sulfate d'ammonium. POPE note qu'avec le Na Cl utilisé COlllllle élec
trolyte la filtration, après la (h\naluration par la chaleur, e~l lente, le 
précipité formé étant gélatineux; par contre avec le sulfate d'ammo
nium la filtration est bien meilleur':! sans Inedilier les résultats. Par 
cette m{thode POPE :iITive :, (!LS ~.erums antitoxiques titrant If,; u/mg 
N A une concentration finale en protéines de }()% le prodnit obtenu 
montre un coeiJ1cieut de conccn~:-ation de 8 à 12 fois, un cOllTtcii-at 
de purification ùe 5, et un relHiemcl.t Je 60~;~. 

p()!:]; n"te I1n~ !(;:; CllcvrllX qui sont immunisés rapL!~ment et 
'-l.li ùunn(;l!~ .:_es SU"G1l1S de titre éi( vé sont plus aptes ft fOlll'llir nnc 
t,mne purificaEnn_ ~~S variations (1..- l'i:11l1ll111isallon d'un cheval à 
hi~tre peuvc!'t proùuire de!' ~I"grl\s lrès 'v:>ri:>l;les ,le digestion et .les 
p..'··te!'> imprévisiblc~ d'~ntito'(il'c. 

La trypsiue peut remplaccr la pepsine pour la diL~e~I:OlJ, mah. 
èl'JY.: faibles concen trations -' où dIe I!st emr,k~'éc i! faut (létpIlIT" 'Il.. 

préala);}I' par la chalcur, le «f~ct::ur ar.iitrypsique» du sérum ou faire 
la digcstion tr J l' ti(lue à pH 4,0, La papaïne peut également être 
employée. 

En 1939 et 1940 SANDOR (76 à 83), ~loDI-mN & Ih;FF (47 à 50) 
appliquèrent les principes édictés par PARFE"TJEV ou POPE ct confir
mèrent en tous p:>ints les expériences de ces auteurs, Toutefois les 
cinq facteurs intervenant dans la digestion: concentration en proté
ines, concentration en euzyme, plI, température, temps de ri~aclion 

sont dil1'érents. l\IoDlm:"l & HUFF par exemple adoplent pOUl' ia diges
tion: sérulll non dilué, 0,4 % de pepsine. pH 4,0, tcmj1érature 4fjo pen
dant 1 heure, La tllermocoagulation étant faite il GO° pcndant 20 mi
nutes en pr~sence de 5 % de Na CI ù pH 4,3-4,4. Le coefIicient de ruri
fication est de l'ordre de 5 aYPC Hn rendement de 50 %

, 

III - CAHACTEHES PIIYSICO-ClIDIIQt;ES: 

Il est capitnl, pour hien appliquer ces méthodes de digestion 
suivie soit d'adsorption, soit de thermocoagulatioll, de bien comprendre 
le mécanisme de ces actions. La (~igestion molli lie les caracll'l's d'ad
sorhahilité et de coagulabilité des divers constituants prot,'iniques, 
mais comment le fait-clIc et quelle en est l'incidence sur la purification 
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obtenue? Les tcchniques moderncs d'électrophorése et d'uitraceutrifu
gation ont apporté des éléments nouveau:.: que nous allons exal:Iiner 
maintenant. 

PAPPE:'\lIEDIER, LU;l:DGREN 8: 'VILLIA~IS (57) ont montré les pre
miers, (lue les pseudot-(lobulines antitoxiques purifiées sont homogélles 
il l'électrophorése et il l·ultracentrifugation. La mobilité de la fraction 
nntit0xiqnc (~st intermédiaire entre celle des gamma-globulines et des 
beta-glohnlincs. ;):*\ dans le sérum antitoxique non purifié apparaît 
Ulle DOtH'elle fraction dan" '~dLe région. \' I.N DER SCHEEr~ & 'YYC:;'WF 

(r\; ,! lÜ:.!) ont désigné c:e nou\ ':":,1 composé i'ur T. FELLr Si::::n~ & 
COGHlLL (1-1) ont égalemcnt en'cel ,tt: ' .• ne étude physico-chimique def. 
"écums de chcvnux normau?\. e' imt~nmisés. KEKWICK & RECOIUJ (,'H) 
on~ llivatn: (!u'il ex;~tnit d\èuX typcs d'Hl:~;toxines rhcz un chcval 'lll
mllni~~\ int,;-, !,-... ;>~!lbiremellt pm de ]'anatoxiilt: diphtériquc ~~uriHée 

(avec Il!! ''\:'1'lemp.n r , ..... " élevé). rn('i·~.:; .. :1I1C'nt faislt!\~ l''2!TIarquer q.Je 
Il: s~nlP' .... ~L()':ùlue ':'l'Jlluit n'esl :-.·l:'''~~'lI1CLi~ oJ~'lérelit de ceiui I.!)i<!nu 
il part;; de ciIevau.\. immunisé!', :IV(cC l'a!'la~ùxint: brute. Cc!: dc\''\: .::om
~~osé:, <lS~lJCi>~'3 Hlt:, gamma ct bcL.~ L;I')cnlipcs ont étés isolés par é~.;c

lrophÙl"~se, ils ont d~s earactèro>.; :!i[1":~reni5 ~ Le rapport de l'act;-,'ité 
;n ~'i'".' dé'tel",Jiné par h~ t(~~,t '" + ~l l·nr.tjviié in vitro mesurée par la 
111éthoùc dt: floculati ù l1 de HAMO!'i d,.; c~s dl!uX types d'antitoxi!~<; !;ùnt 
différents, le rapport est de O,!) pour la fraction antitoxine hda-globu
line ct 2,0 pour la fraction antitoxinc gamma-globuline. Ces deux an
iitoxillcs ont dcs dill'(~ren('es dans le temps de floculation, l'antitoxine 
gamma-globuline se comlline plus rapidement à la toxine que l'anti
toxine heln-globulinc, cependant clle serait moins stablc. La qUllntité 
d'azotc contenue dans le l10culat avec la toxine esl différcnte égalc
mcnt: aYel~ l'antitoxine lIeta-gloLulillC le flOCldat il la cc,n:>Ïitutiou 
(TA 2)11 tandis qu'awc l'antitoxine gamma-glohuline la comtitution 
serait (TA !) Il. La proportion de ces (leux anlitoxin()s Y;\fie au cours de 
l'iIllll1unis:llion, la gam!lJa-glohuline est produite d'ahord etatteint unc 
yalcul' :\ Jll'Il près f!:;(' ~1\1 cours de l'ill~ll1unisaLioll. 1\p1'('s une immu
:lisntioll ph,:; poussée b \Jeta-globuline augmcnle jllsqu'à atteindre 
,:.)°/0 'dl; l'J~:li des 1'1'ol0:11":';; tundis <{nl' les allml1lillcs subissent !lne 
Laisse l:-~':: i"~p(Jrta!1le, Cl'lk rrne[!()11 l)(ola-globl1lill(~ ('~,;i. identiq1le ù la 
i';':-~cliojl Ti:" ":\:-; DEn ~', :; iEH. L\q(:clro!,hon:'se de ~("J'Ull\S de chcY<luX 
j~:~!HHiji:~,'···~ :~\'\~e l\in:'.:(I\ji·\_~ tétanÎlp;e i~!~l'lIJc (~t~/delllcnt 1'exi:-;lcllt'C des 
dl'llX t~i~' s ',;';\'lliLoxi.:t: ll·{;"liiJlle. ,\.u jloint de Y\1(' physieo .. chil\1ique 
'Tc; ~-:I::::':!::l'" ont un i"i;!; lIlolt'!,':til::irc de 18i.OI]IJ, Clle const<l1\k de 
.,' 11]\\('''::.:;01. <;::~.1I':1 dl' ',',J. ct une c:;::,',I;:ilt(~ de di;rll .. :ioll D. 107 de :l,riO, 

',;, ',',"b llIni!1i"ILdlt el' qne dC\IVllllenL ces fr:lctions api'ès la 
. ,si;,,;, :",! '·,;nc. \';,s ;;LlI SUlEl:i, ,1: \VYCIWFl' (UD,102) par une 
"L: {,L·:.; ,ii ':"c(·ti'jtJt: :l!;,):1lrel~l (j'I:~ !e composl_~ T sc tiausl'orllle 



PtnlFlCAT:ù:'; I:ES l'LAS~IAS A:-iTlTOXIQlIES 81 

l'::' ia ùigr.,l·"';l [!çptique cn IHl autre composé de mobilité plus faible 
q,l~';~ ùéph,:c :,C.''':C les gr!i!1lna-glolmlines. PETERIIIANN & PAPPENHEll\IER 

(:,~i) t;!ildicnt ::~ iropriétts physi:::o-chimiques des antitoxincs non traitées 
rt dig(~rées. IL ('nnfirmcnt le travail de POPE puisque le paids molécü
lai ;'(! (le l'an li i !}):iue non purifiée est de 184.000 (poids moléculaire 
d'uue globuliue normale) ct que le poids moléculaire de l'antitoxine 
purifiée par (li~~e~lion est ùe g({.OOO; la molécule protéiniqlle a bien été 
c1iY~c par la digestion en deux parties égales; une partie active et une 
antre inac.tiYC. Le point isoioniqlle de l'antitoxine (83) digérée est pH 
7,0 alors que }J()ur les globulincs non digérées le point isoionique est 
5,8 à 6,0. CeUe augmentation <1:.; point isoioI1iq"~ prouve que SO'.!S 

l'dTel <le la pepsine, il y a eu ,!épar!, d::. r'.lIlctions ionh;él!s. 

L'effet de la chalet', a jté éludiée par él~ctropllOrèse 1,.11' 
VA:'1 DER SCHlmn (100). Les cempos~!) prllt~iniques d'un ~érum chauffé à 
65° sc lr[t!isfcnil.::nt en un seul ";fJ::lposé !i.l'''ill une m.'.!)!!i~'; éiç;;l;ù!" __ ~l~

tique i,d~.Qtiquc à cel!e .j(S b,:;la-bl~l~~I;"e~. n ... ··". k sP"un',. <lltoxiq'.le ce 
U,JllYea:" cOlllpo"é s., wrme égal Cl. tut au dépend de~ b'l.mma-~!Obulhie!:. 
KRF..ICI, ~.\IITII & DIETZ (39, 40) ont fait !'\\lssi des obsen.-:.i:JliS se"l
blabks. Bien que KLECZKOWSl~' (35, 36) nit tr;l\"f.illé 3Y':'C les anticorps
lapin, il montre qu'ils forment dt>s {'J;"p!exes par chauffage al'ec 
d'a:jll'es protéines non spécifiques. l"'f c"Il!plcxes peuvent se combim" 
t l'anligène à des Gegrés ,·r.1'illblcs clépe">:'lf de la nature de la ~i'O
téine :::!on sptc:;;que présente en solution p(,Jl(i;nt le ChFl!IT::.~e. Si la 
combinaison se fait avec les euglobulines la floculation avec J'antigène 
a encore lieu; mais si le comp!cxe se forme avec l'albumine les anti
corps ne floculent plus avec l'?ntigène, mais peuvent encore se com
biner à lui. La formation de ces compkxes est influencée par la présence 
de sels. Ces conclusions peuvent-elles s'appliquer aux anticorps anti
toxiques? - Il est impossible actuellement de répondre convenablement 
à celle question. 

MELVIN COll:"< & PAPPE~HEDiER (9) ont montré qu'il existe une 
identité d'action entre l'antitoxine de cheyal et celle de lapin. En effet 
celles-ci peuvent être chauffées quelques heures à 5üo sans perdre leur 
pouvoir précipiLnnt. Il n'en est pas de même l'Ota' l'antitoxine humaine 
et celle de cohaye qui chaulTées à 56°, seulement pendant peu de 
temps, ne précipitent plus avec la toxine. II y a donc une diITérence 
très nette entre l'antitoxine humaine et celle de cheval, et il serait 
très intéressant de connaître d'où vient cette dill'érence. 

LEVINE (42), dans un récent article, a s(\paré deux groupes de 
protéines antitoxiques: l'un précipitant par clw.uITage à 57° pendant 
1,5 heures en présellce de 30°/0 de sulfate d'ammonium; l'autre pré
cipitant entre ~-l0 cl 50°/0 de sulfate d'ammonium. Le premier groupe 
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contient des gamma et beta 2-globuaues, le second surtout des betn 2-
globulines. L'auteur trouve que les gamma-globulines antitoxiques ne 
sont pas supérieures, au point de vue thérapeutique, aux heta-globu
lines. Lcs protéiiles étudiécs sont des mélanges et de pIns le chaulTage 
à 57°, en présence d'albumine et de protéines inertes, donne naissance 
à des complexes. Ceux-ci Il·ont certainement pas les mêmes propriétés 
que des protéines électrophorétiquement {Jures. 

~v - DlSSOCIA'l,QN DU .·',O(;lll,,\ T TOXI1';E-ANTlTOXINE. 

Le produit final lllp'~r~ U'CSi pas entièrement précipitahle par 
1;:1 t()xhse, il contient encore des l)rotéiilf~S ine~ies. L':;nlitoxiI~e purifi';e 
l10clib j_!llS iapidement 'Ille J'antitoxille brute et p'::iit ~P, c,')mbilH'I' ft 
.:-'reo;que de .. ~~ fois plu!': dt; i0)'.Înl: que l'aDtitoxine non purifiéc de l~l;'J:le 

tt''''!et'l" eii 'CO~0. Nou: ~O::1;i"~S amenés mai:ltL'nant ù rader du trailcmen.:· 
e!':,.':-anatiquc (lU f10el::at toxine-:llltitoxinc. I)'.)I'E <'\: HU,LEY ('if)) ont 
puLliés les premicrs (2:': jù.!',·;:r la:lv) j"'...rs expént:IlO'S SIl: ~dte q.I(,~· 
tiO'l. Le floculat !oxine-~lI1tiloxine (plU ifié ~ar trailcl'1t~;ll t:'!7;ymatiqlle) 
e~~ LlVé deux fois avec Ull~ :;oluLion plJ(~n.)l~e saline, et Hnc fois à l'eau 
disElléc. Il est remis en !".i:mension dnœ' !'cn" dislliléc ct SOli mis à UIlP 

digestion peptique à lJH :3,0 pendant 30 millutes il H~O. ])nns ces condiiiuiJs 
70°10 dp, l'Hntitox.ine sont libérés. Ln solution est lIeulraliséc et [rae
tionnée au sulfate d'ammonium. Les ~lltClll'S obtiellnent une antito:-;ine 
titrant 13.) unités antitoxiques par mg de protéine. SA:-:nnn (77) présente 
le 25 l"I:1.1's 19:'m un tra-vail sur la même qëlestion. Il cil'cclue la tii~(es

tion des floculats toxine-antitoxinc diplIlérj(IlIc' pnr 1:1 pepsine il ;)1)0; 

pl-I 3 fl 4 pl'lld~lUt 3 jours, TI ohtient. !i"CC un renel(,Ill:::,IL de 25 Ù ;i,(\%, 

dcs proléines antitoxiques titrant 60 ù P,) unités p:n ;II~\ de jl!'oiiil't', 
Le rendemcnt est sans doute diminué pdr Illle di~;l''';;\:1 :ilus pü~,::.:,,~\:; 

cependant le travail de SA~;!)OH coulirme ceini de PO')~é c( lIE.\I.E\. 

NOHnlfioP (5.!, fl5) purifie lanlj~()~;ll1e dipL'~"":,;l1C en dir;(;~;i:l. 

le floculat toxille-antiioxinc par la lrYl·,.i!l;" ~\ pH :.t,:J, c\ [ill\S t!;~,' !'.: ,;
cipitaLlon fraclionnée par le snlfatc d'~,tl"U:)Il!llll1, :1 ()!"i,,'l.! dt'> :"('~

parations f}lll sont au moins \lO"/o pr'}";l'it:1i,ks p;i' ::. '~o:;jnc. Ll !',:iC' 

lion préci[,ilahie entre 1;:\ et 1/2 salnmiii'!1 r,~;; s111Llt; d :''';'IIOllilll:. L, ,ii 
homogène:'! la fois ;\ l'('!;'dropbol't:,,(, ,1 il ru Il!':: , , l<îi[':Jgntjr1r; '!;i: r-.: 

n'ayait pDS llIlC sollll'i:il:' conS[;ü:1C. :;r,i:TlIHOI' '<'!,'r,.1 IW" (. ":li: 
îr:1clion d'~.-:;llit()xinc cris:;:lli,il'~e CIl fi:;,": ;\ .. :'~Ul'S cl .':' ·1·:1ill lille é(';':' 

hilité eU\l::Llllf". Les [i('()!);'iL'i.>; ph,'s;,:<,·'<':",i'jli(,<' d·::l;,c l'r;Hi:"]I',: i 

éll) IlICSl1r'::è~ 11;1\' HO'fll::,': (ï:::). Le poii/',; 1!:":':Clllaili' t:,; 'X.;)'V), l.. (> ": 

lanl9 de séJi:llcnlatloll (-',C; '.,l la con'-LI';'.·: ,j" ditTt,:,j,.:·;; 5:;, In l;ii:: ','" 

titre 70n liiijl(·;~., }l::ll- ~nt> d':·~/,()lc pd;i~·:.!!f~'d' '.!l iu _ , 'Il' (Il- --:-{!q :. !1' 1 

L1 digest:(,,) lrypticjllC, l":1i::~iC la d::,~::<ic):' l'~'[lt;r:';' é(,.]·~ 1;1 ~11(;;"" .:',' 
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::!1iiloxi.:.;·' .. ;) i1\(Jïécul{:~: de taille moitié. PETERMA!'\N (GO, 61) a moniré 
{P'C la j:::;)i::!'~ eoupe :lll';S! l'untitoxille diphtérique en deux fragments 
l;r;;i 11X. ,:. . ;', :,.".rllcnts ilCl.1YCJlt être coupés encore en deux par une 
digl;:,Lioll /:,,: ~irillonf'/2 et un de ces fragments flocule encore avec 
1;1 toxin·? l';;l \>:IDIA:-;:-; &. P,\I'PEXJJEDIEII (:iH) BHlG~IAN (5); DEUTSCH, 

l'ETFIDL\\\:, ,\~ \\'IJ.LLDIS (JO), sont arrivés aux mêmes conclusions. 
La llIéLbu;lc dc STEI\:\BEHGEII & PI\ESS~IAN (91) pourrait aussi être 
appliquée pnl1i' outenir l';\illiLoxine pl1l'L'. STEHNBEnGEH &. PETEI\,MANX 
(D2) ont vériiÎ,~ que celle mélhode ne modiliait pas la structure molé
culaire de l'aplicorps. Ces IJl~thodes de dissociation du floculat toxine
nnliloxine qui permettent d'arriver à EI1C~ pureté maximum de l'~mti

l.ox i!li! ~le pc uven t élie en;: lk, .:rées illd usLriellement, luais n(\us les 
a" ms citées enr clles sont d'un très grand intérêt au point dl' vtle 
tJH~orique. 

" - CA il ~ r. :.!lES IM~ILNOLvGIQLES, 

Un cie" i 'l1Dcipr..nx bul d'une Lonne purification des antito~iL'.es 

~st d'obtenir un i''''".! ... it 'Il]) .5Jimine 1,:,,,, réi:.:'tioDs sériques, Les sérums 
Jluri.liés pal' ,~;['estion répc·'Jn':t biell fi "aile cc:--diticn; mais i("ur 
alJl~géllicité subit une allérati"ll n:arquée. \\'EIL, PARFENT.JEY &: bOWMAN 
~ 10:1) l'avaienl déj:l observé. COGHlLL, FELL, CnEIGHTOl\ & BilOWN (7} 
~:!;1Jlillent la spécificité par' d;gt.:;tioll dn p:asll1a a!ltitoxique avcl! la 
laka-dislase (obtenue à partir d'A.sper1}illw; 01'!Jzae ), Les conditions 
de la dige~!iol! ;:~nt: plasma dilué au 1/3 - 5 g d'enzyme par litre de 
piasma - pH 3,8 - 37" pendant :1 à 5 jours. Le filtrat est ensuite ajusté 
à pH 7,0 et l'anlitoxine est précipités p~r le sulfate d'ammonium; la so
lution obtellue est ensuite dialysée. L'antitoxine obtenue a la même 
constante de sédimentation ct la même mobilité électrophorétique que 
l'antitoxine non traitée, Sa te!leUr en polysaccharide a diminué, Cette 
antitoxine ainsi traitée a perdu heaucoup de sa spécificité pour le sérum 
de cheval. Elle peut être injectée aux cohayes sensibilisés an sérum de 
cheval sans l'apparence d'aucun symptôme anaphylactique, La molécule 
antitoxique, d'après ces auteurs, a été modifiée très peu mais suffisam
ment pour changer sa spécificité. Iüss, SCHEI\AGO &. WEAYEn (3:~) 

mO!1trent qu'une digest!on avec la pepsine ou la takadiastase ou la dias
tase du malt cOllduit à des antitoxines diphtériques antigéniquelllent 
semblables, Ces trois enzymes peuvent pnrilier le plaslIla antitoxique 
et aussi rendre la molécule antiLoxique résistante à la chaleur. Les 
auteurs pensent que le procédé de purilication des antitoxines par les 
enzymes est essentiellement protéolytique. Donnons les caractéristiques 
de la digestion peptique el]'ecluée: plasma antidiphtérique Illel'thiolaté 
an 1/10.000 - dilué au 1;2 - 5 g <le pepsine pal' litre de plasma - phénol 
0,25 % 

- pH 4,0 - ;·no pendant 2c1 heures- chaufTage 1 heure à GO° et pH 4,0. 
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Mais le trllitement par la chaleur :-lfTccte le caractère antigénique des 
antitoxines digérées, Le tableau 1 emprunté à ces auteurs fera com
prendrecette question assez complexe de l'antigénicité .. 

TABLEAU 1 

Caractères Anligéniques 

Fiasma 
ntilisé 1 

--1 

____ -.,...-,... !~;~l~tions aVt;C pbsrna 

1 Normal 1 ~nlllal AntitOXi'1CIAHtitOXineIA " '."_ 
pour " , , ' d .. '" . l'" 1·~r:·ltO.\.llîc 

::or:'dhi!i,<;el' In(H1 (lgcrel ~5ere 11~geree ( Igerce d'" 
le: anL"a"'X 1 non 1 :lu;l }Wl\ 1 non 1 llge:;~ 1, .~',l~{fé_ chal.111~é~,_:I!:::ufl'ée 1 \.l',ll1ffée 1 ~~:~ 

--- .. i 

IN:: .a l :!! 
don digéré 

'1 nC~1 chauflé 

;'0~ '.,:al digp!'é 
. non char.tlé 

Antitoxine 
non digérée 
non chaufl'ée 

Antitoxine 
digérée 
non chaulIée 

+ 

+ 

+ 

+ 

(1 

+ 

o 

+ 

1 
1 
1 
1 

-+ o 

+ o 

+. o 

1 

+ + 

Antitoxine i 

u 

o 

digérée + 0 + \1 1 

_c_.b_la_l_l_if_é.C ___ --'-____ --=-______ .. ___ .. ___ -.. _._ .. __ J_ ............ _ 
La comparaison ('ntre les lWi);;[';Ués jlnl:),-",,1:~giq'h'~ ,;';': ;,;. 

rnm par;fiC> par digestio!l ct un ~e''il!.l ji'lri1ié r:,i :::,'.Ci!i·:l;::;,,;; ':. iC 

le snl!'''le d';!!ll1l10:1iun1 a ('·té faite p;l~' Ci.E:;;-':Y c~ J C.,'.' :;,I.i:'\-.i(,:. :' \~"' 1), 

Le sérum purifié P,1\' di,~~stion c"t ;>i·,~!1:·hf~ plu" ;·'ri\:c'rncn;,';l,:·;~ïl·: 

plus IClJlellh~i1t et. a un pIns graud :"l"'l ,!t:;nlp~,!l: :C" , 

S.\NOOR, LWlET.\\TH & NH:Of, (,:;1') mOlli·,",: ';::'i! cl. >"', " 

bahle qu'une dilTércnœ puisse cxistLr .. '\l pOlut ,~i' ",:," I],.C'·::",: .r ,,', 

A. entre les ~étllmS h),llt~, ct les sérnnl.!:: 1".:)·;[j(~S, L\.~ " ::IJ!.'S '.'i,' ': ,,' \ :. 

l'uLsel1r,e d'anticorps L,.; (\I:-riens d,:;1., l,:.) t:::i':;::1:' ',;":'<l;,,~,',:,,] ',: 
ùe cr..e\'21 el ils eon;:l1:enl qU'CI! :;"~":':, dc ;'i"~l::" !('" ,,' ,~ 
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thér:11hlit;:)i"'~S de clJ:~\'::ux ne par;:Î:,se:!t contenir aucun autre anticorps. 

lI\Y!'LEY (':::;.1) indique qu';:u cours de la digestion peptique il 
se prd!: \!i 1 une déll :!luration avec cOllservation des propriétés anti
toxiqili'i, lii::is un ch<'t1!.(clllent de sprcificité ct une acquisition du ca
ract(~lL L{i.,··.rologue même pour J'c5pl\ce qui a fourni le sérum, 

VI - l'taUFlCATIOi\ l'AH FI\ACTlON;';E:tIENT PAR LES ALCOOLS A FROID. 

Les méthodes modernes de fractionnement par l'éthanol à froid 
ont été l1ppliquées, aycc succès, pour la purification des sérums anti
toxiqucs. II ne nOlis est priS possible actuei i sl11cnt à l'Institut Haû 
d'appliqm'r ces méthodt's: &lIais d,?s (lue ia construclion de la ch,lIuh:-t! 
froide fi - 5° sera termill(:t, le!: n~chcrcbe,> seront orientées da~s celte 
voie car, ;: notre avis, cc .ont les méthodes d'avenir. 

C:.\lITH 8: CrmLot:(;H (~-:,,,,), en lliilisa:1l i:- méthode moderne de E. J. 
Comi et collaborateurs. (dl pour le fraetionrelp..:::nt du plasma hUll~ctlH j)!1:" 

l'éthanol à froiù, out isol':, à partir ;1\11. niaSTl1a ,1i:li"\"";:':'i!!::, irois 
tê.mposés: un\! gamma--glohuline eOlltcmw dans la fn,~i;::,n II, l!!~'! 

T-globuii!!c eünit'liue dans la fnlclio.l III, ('t ulle hoisième fl-~C

tion très importante COlÜêllue daiiS :a fractioil IV; par dialyse celte 
fraction hcta-pseudoslo!lllline riche en ael:yjte antitoxique peut être sé
paré\! de la fraction alpila-glol.t:!he Iiclle en lipides et rléponrVl~c 
ù'adivité antitoxique. Les fraction:, gai. nua et T ()îi~ des ùifr{>rl~,H'ès 

dans leurs propriétés physiqucs: SOlllhiliU, point isoéleetrique, mohilité 
électrophorétique, spectre ù'absorpt:on (SmTII & COY) (87) ainsi que 
dans leurs propriétés chimiques: acjdes aminés (S~IJ1'H, GfiEE:'Œ & 
BAHTNEn) (SG) (SmTII'& GREE:\E) (S!1). Ln précipitation spécifique n'a 
jamais été satisfaisante Jlour l'évaluation de la puissance des anti
toxines. Les auteurs pense'lt que l'explication réside dans le fait que 
le sérum contient ces trois types de protéines distinctes associées à 
l'activité antitoxique et difl'érentes dans leur capacité floculante. Il est 
de plus bien connu que la protection peut être cOllservée par des anti
corps qui ne floculent plus (HonsFALL & GooD;';im) (30) (TrLEIl & 
SWIHGLE) (95); ou qui ont un temps de floculation considérahlement 
augmenté (I\HCEGEI\ & HEIDELHERGEH) (-10 bis). 

GJESSING, LUDEWIG & ClIA:\CTIl': (19) HESS & DECTSCH (2!1) onl 
indiqué que la séparation correcte de proLéines bien définies, pOLIr un 
animal donllé, demande des conditiolls spécifiqucs cl que la méthode 
décrite pOUl' le plasllla humain ne peut s'appliquer aux plasmas 
d'autres animaux sans modification. DECTSCB & \'\ICIIOL (12) cn appli
quant une modification de la méthode de fractiOllnement à l'éllw.nol 
froid séparenlles gamma-globulines en gamma l-glohulilles ct galll!nH 2-
globulines. Le rendement de la précipitation des frnclions antitoxiques 
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est très élcvé. Il est douc possible en étudiant convcnablemcnt les 
facteurs d'un bon fractionncment d'obtenir un rendemcnt pratiqucment 
théorique. C'cst c~ qu'ont fait \VITTLEI\ &: PILLmlEI\ (10-1) en étudiant 
la précipitation de l'antitoxine tétaniquc par le méthanol à basse temp 
pérature. FOWELL &- .JOJl:-.'so:\'''''(Hi) ont éealement applhIué la méthode 
de fractionncment à l'éthanol aux plasmas antitoxiques digérés par la 
p~psi!l(" Il est certain lpJe la comhi!lf1isoll des méthodes de digcstion 
cnyzm~tique (et vraisemblablcment ayec un extrai~ l, .. ncl'éèltique hicn 
plus économique que la pcps:ne) ct lIes méthodes de ;ractiomi:'l1lent 
!)ar !'eUifll101 à flOid lle"!\cttl'ont d\~1)len·ir des sérullls antitoxique;: 
i-yant dcs co~fficients dc purification et de concentr:1 lion satisfaisJnl!', 
mais a\I?C un rendement hcaucoup l.lt..iS élevé fIl'':' par lcs mUhs.,es 
llHit,striclIcs ndue;;"s d,! ûigest!·Je Cl C",,·,";oco;,gt!latioll. 

~ous avons Yll <l"e nO!1 sClll,'''''',,:' la l,"psinc. mnis all"';' 
ù''''I'.[I'es èJlZ)'H!.3S tcl!e~ ,::,c la li:) '!nol)sine. la trYJ><;i!~(~, la papaïne, la 
tl~f.sta~e ùe .l'A.spel'gilli;' OI'!J=ae, la ll:Hsl;,-;e du ;Hull '~I:lÎent capables 
df' pr,Hoqucr la scission de la Illolé:ul() ;)lotéiuiqw: antitoxique (,t lie 
rend!'':) 1111C des fractions résislantf' il :~l ,~jla}Pl~!", :téccillment iJ,:::t·; & 
Sn·:n:.:\'s (ï~) ont publié dcs ~t'i\,!l.:S cOlllplémentaires :~ll\' les cnzyIlH':. 
qui ont la propriété de couper la. l\1ol(l'ule antitoxique, Ils conlirlllcllt 
que l'action dc la pcpsille est bien optillll::n ;\ pH B.~) et 3ïo ou ù pIl 
3,2 à une telllpérature plus basse. Cn optimum se1l11,bille a été troll
vé pour tontes les autres cllzymcs cX;llllinées. A p:1I"1:r dn panCl'l;;iS de 
hœuf on de mouton ils préparcnt lIll exlr:lit enzym~lI i,.p:e, particl:l"lil.'lll 
purifié, dont l'optimum d'action est aussi l1:111S l'dt..: rL:;ion de pli. L~l 

trypsine cl la chymotrypsine cristalli~;l"~s Ollt lIlle l":.i!,!:' ;lclj\ill~ ~l 1.I! 
S.H, due fi la présencc d'une autre C!lZ.'·!ilC cOlll,',!',!IIi::ul CCS CI: '.' illes 

crislallisées. Lcs auteurs émettcnt l'!JY)1()tl!i~sc lJli'2 i'l'ii~:yJlIl' né,"'; .,', i,; 
et responsable de la coupllrc de la !Il'.,U·Lille Hnlito.';; [Ill' 'lpp:nli·:·[ .:i! 

groupe cathépsine et l.'sl prés cnte dalls l()::I(~s les c;;o:,":'::,; ex,1,,;i::i(.~;, 

lhns un antre IlH~m()ire POPE et ('l~ll:ll)()r:itl'I;r:; (;:) Illonl'l.'!,.i 1):·'" 
la complcxité du pl"obl(;lill~. Par (les eX'l,,"i l,'nces cie diil:l:.in!l Ù t,',)\I": ':, 
g,\[atine ils pr()uyenl q..:" k:.; ;;ltrals (~<. l,,~i!1e di!.!,' .... ; :'l'i'~ CUii')": ""1,' 
au moins 2·1 nntigèllPs C:l qlic les :~iil;'[:\jJ1es l;i,·iL·:,,,, par (]:,-,'.' ::' .. " 
pcplique contiellllcnt lc~; "l!iil'()J'p~ e');':·:'I'<:lHlau:.'·, i..: !:r0cil'ilc :·.~<l·;· 

1ique résall:lIIt ÙC radio!: 1:·xine··i:l:1:ic::·:"c ne cv;;:;::": ((C:lle l.::': ,.",;1,'
ment en toxil!c et antilll-;:!H', m,lis '1'.:':;:::5 52;:;::' j.::: ,11lli1-li1"'-,,:,-:, 
eorps p~'{~~pilent égnL:;~\:c!]!_. Tl en l'~;·:.i-d~f· i'~:~ è.~::::~ ;~: :::l:l~hcf:,' ,~., 

eulêllion d,~ nA~.lO~ la p:j'~'(~p;t:,tion ~')lt(~i.!jl;~~i0c ,i.e l>.\; :l'!~tigèl''~~~ l:. 

tieor}!" !Jl'U; 1)}'Ocluin: lli1i~ ,~;',torsj,lll .l~, ~·;·.1,iŒu1L [";; 1"'!ppOII ;', ,:'." 
ql:e J'on c;)l:cndrait :r,cl' .;\ t~)xjl)C Pl;:',; ,:. !'an~i:;;:,:l," '·\..:;·;"·"l·,:!:~L~:·; 



PUnTl'lCA';'lO/Il DES fLf.SI.!AS ANTITOXIQUES 87 

Les dü::,,"; d'azote (:'1 i1ùculat Ile l'l'l'mettent ùonc pas de connaître 
rigOl)l":~I"::~"llt le dt',;r.; (le purci{: soit dc la toxine soit de l'antitoxine. 
i':OIlS :. \"J~,,: d(j:1 Yll (j1I\~ S~IlTH et collahoratcurs (SG il 89) avaient isolé 
trois ~I(:j;('();':'" ditl'~I'(';'I<; dans l'a!!liroxine diphtériquE'. I! est ]H·';)b2.b!e 
que des "l:i'~!ratjons de plus en plus Hnes permcltront d'isoler encore 
d'aulre~ rr~(èLiollS. i\J::is Cil ce qui 110115 concerne nous retiendrons seule
ment le fnit qne les sérums antitoxiqlJes purifiés pal' ùigestion enzyma
tique COll tiennent bien cette multitude d'anticorps et que la purification 
ne diminue en rien lcs propriétés thérapeutiques de tcls sérums . 

• .. 

Nous donnlJn.... sous forme cie schéma, le!> i.~J.i,~(·,:;:~les mé
thorl es illd:lstrielles de pUfifi~J.tion dcs sérums an~:tC'xiques Jon~ !I.~US 
avo'1~ eu connaissance: 

1 - TECIi;-:IQUE DE JIA",;" !'.:-': (26). 

(Institut d'Etnt des sérums de Copcnllélo .. cj. 

10) Enlèvement de la fibrine et des facteurs antiproféolyfiques. 
Le sang est recueilli dans une solution tampon à pH 5,5, avec 

addition d'HCI et de hentonite à 2%' Pour chaque fraction de 8 litres 
de sang prélcvé par cheval l'auteur ajoute 22 litres de solution tampon, 
4·50 ml HCI N et 1280 ml de suspension de bentonite à 2°/u. La dilu-' 
tion initiale du sang est ellviron au 1/4. 
- Après ccnttifugation la fibrine est éliminée et la dilulion du sérum 
est environ 1/3,5. 
- Une deuxirme précipitation à la hen lonite est eITectllée pour enleyer 
complètemcnt la fibrine et surtout les facteurs ~ntiprotéolytiqucs. La 
teneur en bentonite à ajouler est dMerlllin~e par Ui1 essai préalahle. 

2°) Digestion peptifJ/lc. 
Après filtration, la solution parfaitement claire est amenée à 

pH 3,2 par HCI N/2. 
- Pepsine 2 uni lés li S P par ml de solution. 
- Digestion il 20° pendant 18 heures. Après une heure de digestion le 
plI est réajusLé à 3,2. 
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3°) Adsorption sélective sur gel d'alumine. 

La digestion enzymatiflue terminéc le pH est amcné à 6,5 par 
addition de soude 0,8 N. 
- La protéinc non spécifirlllc cst ensuite aùsorbée sur gel d'alumine. 
Filtration sur Scitz EK. 

40 ) Ultrafiltration. 

Sous h,!Ul:lle sur bO:lgic5 spc('iale~ recouycrtes de colloc!ioll 
~ acétique 1°i~). 

50) Précipitation des ~,lolJlllir.N· spécifi'llies. 

ear le sulfate d'nmn.onin1l1 à f),) /0' 
- Filtratic'l "ur filtre-prc<,se. 

VU) Dialyse. 

uans des ~lt~es è~ ee1Jop!lane cnnt.·~ de l'efl.~1 ('Ol1r:mt.> I~endar,; 
;? hruTes. . 

70
) Résultats obten'J.s. 

Le coefficient dG CCilcentration aér-;;I1d du ti tre d8 dppa rt,.:~ 
est de l'ordrc dc 5. 
- nClldcment: 70 à 80 0

/ 0 , 

- Electrophorèse: Un scul constituant protéiniql1e de pc'i.d~ molécu-
laire 100.000. 

(Institut P,lslcl1r de {l,ni'\). 

10
) Dif/es/ion pep/ique. 

Dilution du sérum :111 1(2, 
- Addition de Hel dilué pO~lr ~;rncner je rIl·.1 :-),2. 
- Pepsine 1/1000, 3 g par )ill'r. (!e sérum. 
- Tcmpératnrc: ;n",5: 30 mitll.lt!'s. 

20) Tht'/'nlo-coagulatioll ;:i:,',?clive. 

Après la L1:r5l~stion aju't:.!l' 0,10
;." d" t"'Ul':i~ ei 

d'ammonium. 
-- Le l'B est n.mc:lé f; 4,25, 

~ J ,_, ' 

" !(.' 

··-Température: iiS",5-57° pour ;",; :)'~rums dn';':,,·~ltéliq,.;, ,l: ... t :':'-". 

à (i;")O unités ct Di>,;"; pour lC'i";::.::ne antj!(.!;;·'>l'cs tit!';,;: L" ~ 'd,; 

- Durée: 1 help,'. 
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.;,) Sépan:/i';!1 !Jar filtmliull des protéines coagulées. 

Sur Iilln>:\:',::,,;:~ (12 toiles iiltrantes, surface toble filtrante ·1 m 2 ). 

- L:''':l~' dl1 préci],i[,:: i,lar une soluli')D de sulfale d'::tmmonium J4°i~. 

1;") Chall/F'ut' à m'i° et à pH 8,0 en présC/lcc de kaolin et charbon. 
- Lc fil: r~li est alJlC;H~ il pH 7,0. 
- Addition de b pour 1000 de kaolin lavé, chauiTage. 
- Db; que la tempéralme a atteint G5u ajouter 5 pour 1000 de charbon 
végétal. 
- T,(, l'fT est amcné ft 7,8 - 8,0 el la temr-én~ture est maintenue ~a rr.;
nutes ft (i8n • 

- Le liq~lide est fiJlré S,]I' !lItre-presse (;~ toiles). 
-- Le préciI)it~ e:;t layé avcc dq sulfat", (l'ammonium 14 0/0 , 

5") Précipi/a/ioli .'Jar le slllfate cJ'a·nr .... ,onium et filtra/ion. 
Addition de 18 à 2U% de sulLlt':! r:l.'n:.tUn:miuil1, l~ pH étant a~ •. ,. 

ii" a 7,3. Après un rcpos de 1 à 2 heures iiItration sur !~;tn>-presse 
(3 tol~~s). 

- Dessicalioll légère du pl'écipit~ sous air comprimé. 

6°) Dialyse. 
EiTectuée dans des sac~ en cellop!:!:u:!e :::""''; iltiitation. 

- Durée de la dialyse ilO heures ellyiron. 

70
) Filtratioll stérilisante. 

Addition de' n,Solo de NaCI. 
- De 0,0015°/0 de bicarbonate de sodium. 
- De 0,3"/0 de tricrésol. 
- pH amené à 6,5. 
-- Le sérum purifié est chauiTé à 54°,5-55° pendant 1 heure 30; l'opa-
lescence qui apparaît quelqucfois est supprimée pal' action de gel de 
phosphate tri calcique à pH 7,7-7,8 el chauiTage jusqu'à 500

• 

- Filtration. 

8°) Ré:;ultats obt'!J1us. 
8 à 110/0 de protéines pour les sérums antidiphtériques 

titrant 1000 u/ml. 
- 5 à 8 a/a de protéines pour les 5érums antitétaniques titrant 1500 
ulml. 
- Rendement: 50 à 55 % pour les sérums antidiphtériques et de 40 à 
45 % pour les sérums antitétaniques. 
- Electrophorèse: Une seule fraction. 



90 AnCHIVES DE L'INSTITUT D'HESSAREK 

III - TECHNIQUE ANGLAISE DE HAmlS (27). 

(Laboratoires WeIl come). 

1°) Traitement peptique. 

Dilution du plasma au 1/3. 
-- Addition de Hel dilué pour amener le pH il 3,2. 
- Pepsine 1/2500, 5 g par litre de plasma. 

T~~1!pérature : 30°; 3t) min lite;:;. 

2') Dénaturatioll thermique. 

P::ndant le traitprnent j)cpti::Iue aJOl:ter O,! % de toluèlle (":d
culé sur le Y;}iu'n~ lobl). 
- P. la fin de la ùigestion aj,.,ul.:. 0,2°!" c..::- PYl"f·ïJ~.ùsl'bate de sodiuI'-. 
puis lô::1tcment 13°/0 de sulfate d .I~nmonium. 
- Le pti' doit .être 4,3; ch:"ulflcr à 55' ail"·; !.'1JlllC::if!!.t (!'.:e possible ei. 
!<Ïi~'l~r 1 heut'c il cett!' ;f!lnpéra~ ... ~e • 

• 'I~) Filtration. 

Sur filtre-presse du liquide elH'r)T(. chau(! (50°). 
_. L~Yage du filtre a'lCC une s~hl;jnn de ~ulfate u':llJllUoniuŒ::" ji:°lo• 

,~o) Précipitatio1l de la protéine anlifo;riquc. 

Le pH est élevé jusqu'à (j,8 par addition de solution (le pyro
phosphate de sodium ù 0,2°/0; la cCllceillration cu snliatc d':lIl1illoninm 
est amenée à 30°/0 pour les plasma:; de titre r:tihJ.:~ et Ù. :)2~/o pour 
les plasmas de titre élevé. 

5°) Filtration. 

Sur filtre-presse pour séparer ln pl'otéin~ :':':"'d;quc, I..'~' ;.~:·:I.:::lU 

protéiniquc est désséché :\ l'air compri.mé. 

Go) Dialyse. 

Dans des sacs de celloph;;I1e: pour éli;i~.;j;. " i'è sn!Ld_' <1';;lil

monium. 
- Apl'l's la dialyse l'eK!r;lit sec doit ,'lï':; :1-:: l'en]:':.' ,1.: '.:i!oi,,,!lj !' .. ''':,''1111 

est trop dilué on peul Ip l'ol1cellir~r 1):11 !lilr8;i}t::; il: .:,. 

,/uj ConstitutiuJI dll lot. 

Isololliser av\'-: dll chlol"i:r:' .1.; '(ldill!'" ""),,.~{.: ant 
bicarhona!c de sodiull!. Ad,:ilion ù\.~ O,~~;:i':., tri..:r~>;'. 

- Ajuster le pH entre f),O ct 6,5. 
- Stériiiser sur LOllgie:' n'l nitre Sei t". 

8") n:ml/als [J!>!",llls. 

C0·~nieienl. ;lu j.:l!"ificatio;: ('''. :"'i\lre 1> 0 
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- Rendement HS%. 
- Titre maximum 100.000 u/g. 

IV - TECHNIQUE AMt:H1CAINE DE lIIlCHIGAN (*). 

(l\1ichigan Stale Laboralory of Health). 

10
) Digestioll peptique. 

91 

Dilution du plasma au ]/3; ajouter 0,8% de NaCI pour éviter 
la précipiLation des protéines insolubles dans l'cau. 
- Addition de Hel ](J"/o pour amener le pH à 3,2. 
- ... Pep~inc Difco ]/10.000; 3.33 g par litre d,: mélange. 
- Tempéralure: 23°,30 Ill;Eutes. 

2'») DénllturatiOJ~ Ihermiqlle. 
Après ia ùigestifll1 ajuster ie pH à 4.2 aY~c de la sow~é' "J. 

Ajol'tcr 10% de sulfate [\'::>mmonium et 0,2",'" de toluèllC j\ ·,neL.;r r. ln 

températl1re de 5()0 aussi ra~)idement ·p'.c ~Iossihle .:i. ll1:Jintél1lr c .... ··.; 
l.o-;mpc;rature (;)·1' - 5{jo) pendant 3 heure:> avec agitation COli~;I!'1P., 

3°) Séparation }JIU' filtra lion etes proléines coagulées. 
Sur fi!Lre-p\e~s(' l~vagc d~l Fé(:ipit~ avec une solutiDn de 

sulfate J'ammonium à 10%' 

4°) Première précipitation de [' ant :to:r:ine. 
Ajuster le pH à G,R pnr nddition de soude N et addition de 

sulfate d'ammonium 2Go/n (dans ccrtnins cas peut être amené à 32%)' 
- Filtrer sur fil Lre-presse. 

50) Dialyse. 

Le précipité est mis dans des sacs de cellophal'.e ct dialysé 
contre l'cau courante pendant 48 heures. 
- Recueillir le sérum et ajouter 0,5% de phénol (phénol dissout dans 
l'éther à parties égales). 
- Dosage de l'exirail sec. 

6°) Dépigmelltation par l'alllil de potassilllll. 
Diluer le sérum dialysé pour avoir un extrait sec de 3 0

/ 0 , 

(*) L'un de nous H. M. C. remel'cie bien vivement les Docteurs G. D. COMMINGS, 

Directeur et H. D. ANDERSON, sous-Directeur, ainsi que Mme J. GLASSEN, Chef du 
Service de Production, de leur très cordiale hospitalité dans leu. laboratoire du 
<Michigan Departement or llcalth> et de 1I0US avoil· autorisé à publier leur t""h
nique de purification des plasmas antitoxillUCS. 
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- Ajouter 100 ml d'une solution d'alun à 2°/0 par litre de solution. 
- Ajuster le pH à 6,8 avec de la soude N et laisser reposer une nuit. 
Eliminer le précipité par filtration. 

70 ) Deuxième précipitation de l'alltitoxille. 

Mesurer le "olume du filtrat et ajouter une solution saturée 
de sulfate d'ammonium pour nmcncr la concentration à 37 %

, Laisser 
reposer U[!C nuit a ia temppraturc du laboratoire. Eliminer If! précipité. 
~h~~l_'~er le "olume du IiltJ';t~ et ajouter UI1C solution :,!iuîée de sulfale 
ti'::\nmûnium pour obtenir ur;e c:'I'c-:nlralion <l~ 60 0 io. 
-- Agiter conti~-uel!ement pend:'..1t ;iJ minutes. 
- Ajouter cr.3uit? nne ~nl'.l~i..:r. s!l.turép. de sulfate ù'ammOl~ill!11 ~;()ll!' 

ob~ "mr c"e con~cnü alion (1(> :;3°/". 
'- La~3ser ,cjloser !1l1e nuit i:.. la telLipéralure ~l~ laboratoire. Filtrer
néss~cher k "i\t~a ":.:.s pr<~in:.: r,lIlÏtoxiq ~:.;:; :! 'r ~t ~Jil1lilier Je ph:;; 
pO",,;I~!r. '.1(> ,,,,draie ~'alllmonium ,~ :â pn'ssr hydraulique. 

8°) Diù.!!-I~'!. 

Comme au paragraph-: 5. 

DO) COllstiilLiIOIl dll lot. 

Ajuster le pH fi 6,8. 
- Pbénoler pour que la conccntration finale soit 0,5 %

, 

- Dosage de l'extrait sec; dilucr si nl'cessairc avec 1:; ?':aCI 0,5 % cOlite-
nant 0,5 % de phénol pour obtenir un cxtrait sec de ISo/v. 
- Stériliser l'antitoxine par nItration. 

CHOIX DE LA TECHNIQlJlo: ADOPTEE V>-: ff:AN. 

Nons ayons été ~~ujc1é dans 110li"L' :.:1~njx P;!f ::~,.;.' :!](·':Llri('~· _'~',.':)

tenir un sérum purifié n;Jlùndant fll1" !\01'll1eS d, :;- .c -arLI:l'. ~ , c 

Internatioualc (6:.!). 1\'0115 voulions :ll'{-,ir <\':<llcllle,d ': --~-c!1l('.i;::;;, ,'e: 
purification le plus ë1e\è possible toul Ci; lllaint('p'; :. ,"Ud,'I:1_:"L ;~ 
un taux :lceeptable. Dt! l'Jus !lons :";011:-; l'l:~ limité,", J:,,,: 1 -,- cb.:' ,,,CO 
Ie manque de maténel i'l d(! produits ':l'!'~:;!'Iues C,);)' ,- ,::ks. 

I.J~I Inéthode d~~lH)Ïse, b:1sf~e ~.ur L.~ priJlc:r""; ..i;gL'~!.;!,;i 

d'adsorption, nécessiit! llfJ{' Illlra!ilLr:ttinn ,::,';1 nt' "!):,: '-'" il:'!' l' ,,;;,: ',' 
d'clTecll1cr :tdllcllcml'ilÎ ;\ l'insLitut l~·'i-éi. (:"1'8ntl::nl_ -,_"',' .!:dl:·.:L . 
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séduisante; (':11' Il' rendement est très élcyé ct le coemcient de purifica
tion satisfais::Jll, (pour l'exemple du sérum antitétanique, cité par HAN
SE:\' (2G) rent!eI11l~nt : 85,a"/o: titre du sénul1 208 u/mg. N). 

Ln 1l1{·lhor!{, françnisc nécessite du charbon vtgélai !Juur la 
dépigrncntatiOlI. Celte méthode n'a pu être appliquée avec succès, car le 
charhon dont nons disposons à l'Institut ne permet pas d'obtenir une 
honne dépigmentation et le sérum obtenu était trop coloré. 

Nous ayons donc du surtout étudier les méthodes anglaise et 
américaine. Des petits lots de 15 litres de plasma ont été traités par 
les deux méthodes. II serail trop long de relater les résultats expéri'Tlcn
!.anx obif'ill!3, mais ù'uGe faç(l~ Ç!1~!1pr:'!e les mëthodes de digc~.iion et de 
thl:rmocoagulatioll américa;~\C ('lI anglaise arrivent à peu près au mêrde 
ré"ullai (coelli ~i(,llt de purir,'~\ t:on, rendemeni~. Mais si 011 Cl.otir:.:.!e 
if. rnéthode américaine en pratilill:ll1t l:i techn;~':e dt: dppigmel~tatjO(1 ::. 
l':~!:tn décrite i;:':- \V,t.r·5\'·C'i<r>, (103) et rcr!"cdionnée par le ,(Biologie 
:':'Odll~tS ~cdi()r. "f ::Jé i\liehig~ii1 n,.p:-:~ ~".':!nt of Heallh» Ic séJ~'Hn ob
tenu cst bien :noins cùloré que }lar i.l 'méthode anglaise. Nous 8,(.ns 
dOllC choisi la mClilOd::' ~rnérl":til1e à r:c.;l pré:.; i'l ~:::t"nso. Dans le but 
ccp~nd3nt d'eCl,~lOmiser de W [lep!>iiie ia IIIg~stion a ~té f~it(' :our dei; 
pl;- .. m:~s dilués sculemcnt al. 1/:2, la dénaturation thermiql1e étant faite 
'"ep:::lldant après dilution au 1/~~ De plus le manque de sulfate (î~m:no
ni'.1;n pur nous a obligé ~;·!illser lIn o;;ulfalt; d'ammoniulll technique 
(puretè g~%) dont les résultats ont été iùentiques à ceux obtenus avec 
du sulfate ù'~IP1!j10i~ium plus Fur. Nous avons ,'érifié qne les sérums 
obtenus n'étaicnt pas pyrogèncs malgré l'cmploi de ce sulfate d'am
monium impur. 

V(lici dOllC la technique que nous pratiquons actuellemcnt: 
(sous réserve de modifications ultérieures a!>portées par lcs recherches en 
cours). 

1 - TECHNIQUE POUR LA PURIFICATIO~ DES PLAS~IAS.ANTIDJPHTERIQUES. 

Le matériel dont nous disposons actuellcment nons permct de 
faire dcs lots de 4x 15 liLrcs de plasma. La digc>stion et la dénaturation 
thermique sont faites dans 2 cuves, cn acier inoxydable, de 50 litres à 
douhlc parois pcrmcttant, par unc circulation d'cau froi(le ou chaude, 
de maintenir la tcmpérature au dcgrè voulu. Commc nous faisons un 
lot le matin et UB lot l'après-midi nous pouvons traiter GO litres de 
plasma. La digestion et la dénaturation thermique sont cependant faites 
sur 15 litres dc plasma. 

Pour comlituer nos lots, nous groupons les plasmas antidiph
tériqucs en trois catégorics: 
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- 300 à 500 unités/ml 
- 500 à 800 unités/ml 
- 800 à 1000 unités/ml et plus. 

Pour les plasmas antitétaniques nous faisons deux catégories: 
- 200 à 500 unités/ml 
- 500 à 1000 unités/ml 
- Un let de GO litres de plasma est ainsi constitué, il est filtré sur 
plmicurs épaisseurs de gaze ce qui permet de divi~('l' les gros amas 
(1~ nhrine et d'en ~lillliner une ~j.:litc partie. Un échantillon c::;t pï::levé 
peur !t.: tiirage de l'activii~ d dosage d'az:)t~, (;;ur le sérum). l\~)US \ "r_ 
,CIlS dans chat;:ue (;'.I\"C 15 liLres de plasma et ajoutons 15 lill'es d'eau du 
l'ùbinet; (e~u dl~ forage profond ln\;; pll~'e U!'}Togèlle {Jùrtée à une tcm· 
pér,ltu!"c suI!h~~ntc pl/ur Gu~ le i'H~lü!Jge &"flit aux enYir(\l1S de 23r.. 

l Q
) DigestioJ/ peptiqlle. 

A'IX 30 litres de cc n<;~\l1g\: VH1S ajolltO:1~ r',o"/u ,;0;: S::CJ : .. ',it. 
2r!Qi-i. Le !;ln e~t e,:snite w.':.:né ;\ :3,2 pal a.I'c!i;jr~ .. :.;.,1,0 .: acide chlo
ryJ.!'iqll~ i;. 10"/0; il est mesuré n\'t~~ i1!1e éleetl'ode de h,'Te ct une élnc
trofie nl ~alomel (KCI s~turé). Un :lg;t;;k~.J' électrique \'st fixé sur la 
t:uve, il ,"st mis en marche }Jendant toples :l'S opérations cl" digesti.,.l 
et uC ùenaturation thcrmi'p.'è. :';e--..L> ujrJL:.tul1S CliS'1:i.e lOOg Cil' i1cp:;;ne 
Difco (1/10.000). La digestion est poursuivie pl~ndant ~O minutes en 
maintenant la température à 2:3°. 

2°) The'nlocoagl/lalioll sNccfinc. 
Nous amenons le pH à 1,2 par addition de soude N ct ajou

tons 15 litres ù'eau du robinet chaude ({)Oo) dans lesquels EOLIS avons 
mis dissoudre du suLlale d'all1mcni~!::~ P0'-!" n"1r'll1~r la C(HiC,.';li,'ntlon à 
10°/." soit (CIl tenant compte du ...-olume d'tICI '.:L de ~aOl [ ,.joutés) 
4 Kgs. 700, Nous versons dans la cuve 0,20/Q di: :,jluènc ~();: ~I~ ':11. La 
température est déjà li 320 em'iroIl; nous 1':lmêUO;ls il ;iG--i)ij! (:11 1O-1:ï 

minutes par une circulation d'eau d1<lude :\ il)' d mainil'l",i':", i:t lem
pérature 3 heures ft 55°. Les deux lots de li) 'litres dr :)1:1,:1:1:1 SOl1t 
conduits parall<'~lel\ll·llt. Les no jili'(~S rle prr"]':t1':1,i,m sont :"i,o :\ filtrer 
il clIHIH! sur Uit filtre-presse (li l:jill'~, SU!'!>!'.: ~;ltrnIltc ~V Il''')' An 
déhut de l'nprè~--li1idi la filtrl1liQt~ ,,,;t lenni,~,:(~, ;Jl'l1X ;l~'~l ,;; lot,; de 
15 liln.:;; de plaslIll1. sunt prép~;:''':'; c!, ~,ont mi:; ;', filtrer ~,;jr é' ;r!l~llle 

1iltrc--prcsse. A la fin de l'apn\~'iiiidi le filtl'e,,>;'~s:;e es'.. LI'-; ; ""c 20 
1i~res d't'ne solution de sulfate d';l:;'l[';Ol1iulll l': ],)"/0' J\()l,~, ;' "".\' '" ;:lor~; 

en\'iroll 190 litres d(~ !,olution jl;l,ï':li~"r,jel1l lillT;r;;~: la iilLi::: :l': "" trit 
tO~1j()nrS trôs bien l': condition (!e '" :,:'"dl'l' S('JIj~'l,12USelllCnt l, .. ' ;·r'ndi .. 
tiOIlS expérimcntnk; indiqlll;es. 



r'UnIFICATIO:-: DES PLAS~fAS ANtiTOXIQUES 95 
--------------------- -----------------------

30 ) l'i,:cipilatwn de l'antilo;rine. 

Le liquide est amené ù pH 6,8 par addition de soude N. Nous 
[I.t0u(uns alor~, \'11 ;lgitant continuellement, 26 % de sulfate d'ammonium, 
!;c~il '.:!1\'irc!\ :)'J Fgs_ (I~Ol!S t'é'!10!1<; compte d'_l "olume oc sOl!de ::1j0llté 

pour lequel 1l00IS calculons :16% de sulfate d'ammonium). L'antitoxine 
précipite; après une nuit de repos nous filtrons sur un deuxième filtre
presse (2 toiles, surface filtranle: 0,6 1l1 2 • Nous laissons hien égoutter 
lonle la nuit pour recueillir le précipité plus facilement; le gâteau de 
protéines est mis à dialyser contre de l'cau courante dans des sacs de 
celloph~De (diaIllètre 1"7/8, Visking cellulose sallsage casings). 

40 ) DéJliymenlalion. 

Après ,11) heure,> rle di;liyse ~JOllS détermlnons l'extrait sec cie 
!ri solution ct diluons jUSi!U'a nll exti"lit sec de :Jo/e. Le tj:Tdg~ (hl ~énllll 

anii l0_\.iq l.!e ;1 ce stade nom: ;~'''';llet ci e ('r,IllHl îlre li' :'~"rl ep~~!'t dl': onéra
tioJl!". !)rp('édeIlte~. -:'\rus .:.jO;i'(1\"; l'IIIi: !~'~~/'!11,;"t W:.; ",1 ,'" titre !l'Il.:'" 

S;J\'1iiOIl d'aillll~; '~0!" et ajusll), ,; le pH à b,S par a(~dition IL,~e de soude 
N en agitant cO!ltinlll-!ice-.ellf. La ya~irl'i(ln du pH étaut " 1" lin b.utale 
il y " li~lI d'ajouter enCOi'e plus 1~"t<:'l1ep: la S01Hi~ pùl1l' bien aJuste,
!e !l Ji à 6,8 (ml'sure électroméLri ~lr ,,' _ ': ons laissons déposer ;me nnit 
ei: !lécantons très facil'!ment la U_;,L ion. le m::ltin. Nous centrifl:g(;()"S le 
fund de la r1! v;.> et éiiminol's le précipl~:'_ 

5°) Deuxième précipilation de l'antilo:rine. 

La concentration de la solutioD est amenée à 3ï% en sulfate 
d'ammonium par l'addition d'un volume V/l,7 d'une solution saturée 
de sulfate d'amIl1onium (V étant le volume de la solution). Nous lais
sons précipiter une nuit, siphonnons la solution, centrifugeons le fond 
de la cuye, éliminons Je précipité ct notolls le nOll'\'eau volume V', La 
concentration en sulfate d'ammonium est alors amenée à 50% par addi
tion de 0,26 V' d'une solution s2tur~e de sulfate J'ammonium. Le nOl1-
veau volume est alors V", Après :JO minutes d'agitation nous amenons 
la concentration il 55% par l'addition de V"/9 d'une Golution saturée 
de sulfate d'amll1onium. N'ous laissons une nuit au repos, décantons la 
plus grande parLie du liquide ct HlLrons le resle sur toiles. Le précipité 
est llIis à égoutter ct à dessécher pendant deux jours à 37°. Le gùle~u 
protéinique est ensuite pressé entre les Loiles à 1.0110 Kgs/cm2 enyiron 
de pression. La dialyse de ce pr(~cipité est efTectnée, comme la prem ière 
fois, dans des sacs en cellophnne et conlre de l'eau courante. Au bont 
de 48 heures la dialyse est tenJ1im;e (tesL al! :\'cssler négaLil') et le sérum 
ainsi purifié esL prêt pOUl' le contrôle. 
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11 - TECHNIQUf: POUR LA ('VIUFlCATION DES PLASMAS ANl'1T~:TANIQUES. 

La technique employée pour les plasmas antitétaniques diffère 
eo deux points de celle des plm:mas antidiphtériques. 

1. Avant la digestion le plasma est dilué au 1/2 et nous ajoutons 
le ~aCI. Nous amenons le pH à 4,2 par addition d'une solution d'HCI 
à 10 % ei nous laissons une Huit à 37 n

• Le lendemain la digestion, la 
thermocoagulation séleeti"v<! et la précipitation de l'antitoxine est con
(luil:! C0mm~ pour!e'S ph-,smas ~nli<l~p!ltériques. 

2. Fou; la dépigmentr: t:O.1 1_1oa~ vl;!"sons 100 ml par litre d'!lne 
F.olution d'alun à 4°10 (au ,iet- de 2% J,our le plasma antidiphtérique) 
et le re:'te de la techniql!;:: ~st ~é\n!: ~!!:;'P2ement. 

•• 

CONTROLES ET NORME:; DE~ SÉRUMS 

ANTIT(IXIQUr:S PURIFJSS. 

Lorsque la deuxième dialyse des gérlll11s purifiés est terminée, 
c'est-à-dire lorsque la recherche du slllf.üc d'ammonium est négative, 
Oll ajoute du phénol en quantité suffisallte pour portel' la concentration 
à 0,5 %

, Un dosage de phénol est eO'cclué sur le sérnIn sortant de la 
dialyse par la méthode colorimétrique à la p-nitro3niline de l'BElS &; 

fiENEDICT (94). Il est en effet indispensable qne la teneur Ci1 Ilhénol n~ dé
passe pas 0,5 %, 

Le sérum est ensuite isotonisé pH ;1(ldition de!O ;111 par li!r~ 
ù'une solution stérile de chlorure de sodiulll :\ 20 % CùDl('Î1;-(nl 0,1 °io de 
bicarhonate ùe sodium. 

Le plI dn sérum est ensuite ajusté :t !i,5; un extï;;;! sec est C;1-

suite déterllliné sl\r 11111 (le sérllm par ,k~',if :llion d:1lh :L -..-ide pl)li~'-~":S 
.i~lslJu'à poids constant. L'cslr:lil sec ne doii p"s dép:!s~;::;' 'JJ '':0; sï! '.-!i 

ft:iit ainsi on dilllCraillc Sélïilll, pour le l':;::;-:::-,cr Ü U\1 C-'-';-:,it sec ([\:_, 
Viroll 18 010, aycc uIIe sO]lltinJl de NaCI ù /),,)010 e(lJÜ'~[::I,"_ 0,5 0 1.0 d~ 
pilénol. 

Le srrulIl d'ahord ~hl'i!i(; sur Sei';: L ct stériL,.:' Sil!' SeiLz Li': 
est soumis ellsuilc il dil'ers controles: 

jO) Ti/l'fIge. (()2) 

Le serum al1lidiJlhl'~l ::1'1e es! titn': :\;',!, la ):il~li:n:~; de tlot.:uh
tion de HA\I(J:\ ct par illlr:1'>'iji')rénciiujj \-:-"i: le ('(\h!\c (I.r[100): i_; 
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sh'Ull1 antit,':::niqlle égalcment par floculation et par la méthode 
d'EIiHLICH. 

2") CO/icc!ltralio/l minilllum permise. 

Les !,]l:Irlllacopées di,'ergent sur ce point et lc tableau II ré
sumera le:; divers normes llIillÏ1ll3 adoptées. 

TABLEAU Il 

l 
Améri·· Interna-Ang!aise Française 
~aine lier.ale 

Pharn1acopées: 

]!);>fi 19~d hl49 Hl,JI 
1 __ - --7-----;'-----;-.---

1 ~;:;~'f:~ ,~; id i ph t :i:-
I 

';(:0 u i ml 500 ., ln. 1 Il ~oo ..,!m 1 1 <.",10 "lm' ! 

1 Sé!"ar:. ;.~·ltit6:dllique .l;:'\} II/ml 300 u/ml Il 1 
purifié 1 

a) usa:.;e prophylactique 11 OOu u/ml 18.~'JfI u/ml 1 

b) ",.ge thé.., l'cu tique 15.000 " {m 1 i 6.000 u{ml 

La pharmacol')ée internationale nous paraissant beaucoup plus 
adaptée aux n;sllllats ohlellus par purification enzymati<lue et ther
mocoaglllation nous avons adoplé ces nOïllles pour l'Institut Hazi. Il 
est bien ententlu que ces nonnes s'entendent pour un sérum ayant un 
extrait sec de IS%. 

3°) Dosage de l'a:ale lolal. 

Il est pr~lique sllr 1 ml de sérum dîlué au 1/10 avec de 
l'cau physiologique préparée :\\'ec de l'eau dislillée privée d'ammoniaque 
et avec du chlorure de sodium pur. Après deslruction slllfmique, la 
distillation est Ïaite dans l'app~lrcil cie PAII:-;,\S & \YAG:-;EIl et le titrage 
ayec une solution d'acide sull"nrique NjïO. 

Le dosage cl'azote est eflcelué sllr le sérum brut el purifié. On 
pent ainsi calculer le nomhre d'unités par mg. d'azote du sérum hrul 
ct purifié el ainsi connaître les coeflicienls de purification ct de concen
tration d 11 sérulll purifié. 

Coefl1eient de purification 
unités 1 mg N sérum purifié 
mlltés/rng rrsél~llll)rlit-' 
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Coefficient de concentration 

4°) Controle d'illilocuité. (62) 

unités 1 ml sérum purifié 
ulliléSflliI sérulIi-brut-

On injecte sons la peau de deux souris blanches et de deux 
cobayes 0,5 ml et 5 ml du sérum à tester. Ces animaux restent 5 jonrs 
'-'ou:; c.ontrôle et ne doivent présenter aucun signe. 

5°) Contrâle de s;":r;/ité.. (62) 

Avant la mise eu am)lG:::'!S ainsi l]L~':1près la répariit!0D on 
(~1]Sem;èl1Ce le sl\rum dans les mil" .'a)" usuels en aéro-anaérobiose. LeS 
~l!ljnH's conservées 10 jour,> '~I .)70 doivent rt~ster ahso!tllllcnt stéïil':s. 

6.' :.';n "'file de non p!JI''l!Jhlicité.. (65) 
D.., '~ntes Ir,~~~'l.ar:l1<ICOnécs ('~. <":i!l.ées (li::: n S;)I scnll' la i.,ll~lr-

1 HICOPppl :: ... cr":;,i!lC bdiqul; ce ·" .. t {!" 741) l'J1"'. les Stl,iil1;, j,;ous 
r'ôsur::'lms les prcl.:<oi,üions à pC;I,d .. :: ct k :·"o.<1c opÉratoÎ,\; :, siliHf' pOlir 
(lb,cni!' Line bOh!le vérification 'Ii! i,1 nO;1 pyrogéllicité des "Cr:".s 
purillés. 

Emrlllyer des lapil~" ~n h(I~:ne S?!.t-:) pesant 1500 g. ail llloin:; (') 
(ftll ont été lllainteI~Li" ~IU 1I1illim~.r.1 ~':1e ~emaine dans dl~S cOpJit!OIlS 

normales sans perle de poids, Ctiliser un thermomètre elin1l1ue reelal 
précis et délenlliner le temps nécessaire pOUl' qu'il atteigne son maxi
mum. Ne pas employer de lapins qui ont (!U\ déjù ntilisl'S pour de~ 
précédents tests pyrogéniqucs il moins d'ml repos de .j''; heures. Ll'~; 

animaux sont pincés dans des cages indiyidllelles, al! CdlilC et dans 
tlne pièce à templ\rature COllstante pendant :ln 'moins ·L~ ':'!:l~'es n\·~\lli. 
le lesi. IoJes ien11,éri_lLl1res SÜllt prÎ3c5 la v~~~!!c d~1 te~t e~ [.:'~ !:~i;i~n ."t·111f~

ment les anir.1aux qui ont une t~mpératlli'e cOll:prise 1."111 ;'" .~;:,:;., ct ;i~Ul·J. 

Le sérum antitoxique est rh:1llfTé à 37" "~ ll,1f' inj('c~i'):i : .. ':: \·eillP'.I:-.e 
rIe il ml par kg. de lapin (.):1) esl raite dans la veine df: l'.:' ;;::'. Prl'n(l;-f: 
la température 1 heure apl'l's l'injection ci. i,,~;\l'S les ] .. ;:: ;:'S(iu'i!:l 
heures après l'injection. Les seringues et Il'S ;~ii~iliIL"; u.::i', s doiy('!;: 
être rendues apyrogènes p:ll' t~kll!!ragc au fou;':\ '.!;',(jo Jl('n· 1:,:: .. : : ;J11I1l!tl·~;. 

Troi3 lapins s,lliI utilisés pOUi' chaque 11':''- cl telni-\'! ,;Jtlsi,lt;':(' 

cor.1I11e positif si 2 011 3 :lnilll[lW, JUonlrOi! :1·~.' t",l,;vatic!, ' .. !: ··:,:'érali"·'. 
de 1,10 au de5~;ll:; de la lcmpl!r:1tare 1101"11·;.\!(' ·::':,hlic Il";· :':'::1':(' :!,;. 
mal (53). 

Si le test est posiLif on peul hlj~Sll.· I;.'ii!ir l,' <. ,p:, ,:~; ;.,; 1>' 

trer sur ami,mle ou le traite;' ,1\1 décahu (:;) :i1.:jVj d'!!.'" ~~':;'~:l::\ ,,';.' 

Hltre SeÎtz EqJubiic S-ü peur [12 rendre :'1':,"' ,,~JlJc. 
---_ ... _ ....... _-_ .. _._ .. --... - ._._ .. 

C') La race des :~:)i:)s en 11":\11 t1~l1it 1'1us petit.:. Il. !J., ii\'OJ~~ di.,.,;»",,: ~., tl" lil. 

à l:~OO g. 
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Jr~li qlle Cl' ks: He soit pas imposé pal' ln pharmacopée inter
natioi:;' '(',;~')l!S y(·)'jli(l!l~ il l'Instilut nazi la non pyrogénicité de nos 
sérulll~, :,;,Lill:\!(lllC'-., 

.\ U:'C rl',:.;";~1j11(' nOllS dOlll:ons le sehéma d'une cxpéri('nc~ 
pour rH 1 li i lG.'; tne h;la Il iq Ile n" 31-5; cc sérum est apyrogène (tablea u III). 

TABLEAU III 

1 1 Température en degrés centigradcs 1 
1 LalJlI:s 

n° 

Poids 

en g. 

1111 
Avant 111 b. i :;;. h.--~ h.1 Elèva-I --II 

injecté:; l' illjCC,- 1 lbis<;(' 

___ ~ __ ~I ___ -+ ___ ~!-t-io-n--..,I:-a-r-r-( .. -~-!-I~-a-p-r-ès...l..a-p-r-(;<;-!!..-t_i_O_11_+-l __ ·_
1 

44 l1Î" l~OO Il 3.G i J9,f. ! ;'<1.1 1 39,00 :V~) l 'v,b t 

1 

34 b' s 1 l:';ü0 4,0 i iIB,Î 40,~ 139,~ 39,(~ 0,3 1 _. [' 

39 bis .!--_1_4_0_0_l....1_4_,:..._J_.-!I._3_9_,_5_.!.-4(_I,') i 39,:!--;m_,_4 ____ 0_,~_I_l....! _-___ 1 

,'0) Conservatioll dl's sérum J • 

!.c nom hre d'ull il':: interna tiu; '" T "S mises dans chaque ?'!lpcl:lc 
est nlsjQ~·P. ·!c 20 "/0 pour une validité de d\;t.:. y ans. Les sérums sonl 
conservés le plus possible à basse tempéralure; llhÎS c;} attendant les 
chambres froidcs à + 40 nécel'saires pour le stockage rationnel des 
~érums el en tenant cOlUpte que la température, en été, peut allein
dre 200 dans les sous-sols oil sont entreposés les sérums, nous avons 
majoré dc ~O 0/0 le titre indiqué sur les ampoules pour être certain 
qu'à la fin de la périodc d'ulilisation le nombre d'unil~s indiqué sur 
l'étiquette soil encore exact. 

8°) RéslIltats obtenl/s: 

Le tahlcau IV suivant résume les résultats que nous obtellons 
par cette Illélhode de purification. 

Nous faisons rcm:lrquer quc nos sérums SOilt de titre élevé. 
Ce résultat esl obtcnu parce <[llC le g,'ltcau (!c protéines est débarrassé 
par pression du maximum de sulfate d'ammonium, avanl la dcuxi(\mc 
dialyse. La pertc en uuites antitoxiques due à cetle pression est 
minime ct Ic gros avantage 'cst d'oblenir des sérums très concentrés 
sans avoir hesoin de faire une ultrafiltration. 

Au point de vue purification celle méthode donnc d'excellents 
résultats, puisquc le nombre d'unités par mg. d'azotc varic de 150 à :i50. 

La coloration du sérum purifié est très faiLlc, ccci est du il 
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la méthoùe de dépigmcntation à l'alun qui est excellenle. 
Les résultats ùu tablcau IV vérifient que les sérums de titre 

élevé permcttent d'ohtcnir une purification plus élevée. 

TABLEAU IV 

Sél'Ul11S alltidiphtériqt:cs 

1 

S{'rtlmS 

anti v': 'li! !'lues 

A B 
j ____ • A--+-_~L 
1 --~---+-- 1'--~~--7---~----
1 Sé,,, 111 iJru{ 

unités/ml J75';\U 1 

mg. N / ml 12,80 l:;~.,:~!O 1 
uniLé~ / mg. N :JO' ,", 

Sh:p."! Plirifié 1 
ii.lité.o 1 ml 
rag. N / ml 
ullit~s ! Ing. N 
Exitait scc 0/0 
coeITiciellt de puri
fication 
coelIicicnt de COll
centration 

1.200 
20,76 
lM 
15 

5 

8,5 

12,70 
liB 

4)) 

fj 

700 }~:i5 

1~,a~ 11,:lj 
57 , 

1 
4 flüu 1;, :iOO 
l ~.)' ,(,) , l, 1" ') 1 -t .,).:...':r 

~;,:-; :!,ji) 

1 10 l ,1,;)3 

1 ;) 7 

iiS5 
1:2,81 

3.200 
li ,3D 
28;\ 
hl 

6,2 

4~'1 

12,8 

Vi(il) 

22,;~ 

1:) 

,"),2 

-------.!-.-__ .!-- '-----,,-----,,---_ :----1 

I~c t~UÙeI1H~.li~ ~'-Z'lïi~ S(~h;l1. lc~; SérUI!!~, ;'rl ,'.~t~\11('n11 i 1 (l. .... ){'~lle 

entre 50 ct 60 % 

Le cocflicicnt de purification ct le r!"l:;~r":I::lt ~'1,n:: ;":cl"::Oll 

de la méthode empll)yéc pour l'iill:liuni.sation dc:; ,::lC:\"~1Il~;, 

SÜ:1S aVU!iS ;LI('l'il les (li\;;,,: d"I'''''' (1.: ;,' 
piaS;P;I'; ~ll\I.itoxiql:~~S. j>;l\'Illi les 1,,::; ;;;(lUC', 

d':l!l)lliqller en 11",111, ~1(,i\'; aVUll~ -:;:nj:.i. :I\'ec 
Ill,~[hode ;111léricaiw~ (k ?I!idLÏg:in. 

" , 
'j:-":-" ,:JC 

';.;-ritlli I;, ... ~. :/. '.J~i .'\'.1..'(. f: r,~,'"/ 
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