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• 
III. - LA CRYOEXTRACTION 

DE LA TOXINE TÉTANIQUE ENDOBACILLAIRE 

par 

H. MIR CHA~ISY. C) 

Dans deux notes précédentes (1,2), nous avons démontré la 
possibilité d'extraire la toxine incluse dans les bacilles tétaniques par 
addition de pénicilline ou par une protéolyse ménagée avec la trypsine. 
en opérant dans le milieu de culture lui-même. 

En appliquant les procédés dont nous avons décrit les détails, 
le titre floculant augmente de 15 à 35 p. 100 et la toxicité, exprimée 
en nombre de doses létales par millilitre pour la souris blancbe, 
double ou triple. 

Nous avons cherché ensuite d'autres moyens pour obtE'nir ces 
résultats sans intervention de pénicilline ou de trypsinE' qui ont l'In
convénient d'augmenter par leur simple présence l'impureté dE's pré
parations; de plus, l'addition de trypsine exige l'emploi d'un inhibi
teur de nature protéinique, ce qui augmente également la teneur en 
protéines non spécifiques. 

Après diverses tentatives, nous nous sommes orienté vers 
l'emploi du froid qui est un agent idéal pour extraire la toxine endo
bacillaire sans modifier sa pureté. 

Cet article est le résumé des expériences réalisées et des ré
sultats déjà obtenus. 

Matériel et technique. - Des cylindres de 10 1 contenant 5 1 
de milieu Mucller (3) sont ensemencés avec 10 ml d'une cullure de 
24 heures en milieu au thioglycollate Difco en utilisant la souche 
Harvard de Pl. lelani. après cinq jours d'incubation à 33° C, on vérifie 
d'abord la pureté bactériologique des cultures puis on mélange le 
contenu des cylindres pour les diviser en trois lots de 25 l. Le pre-
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miel' lot sert de témoin; on le filtre comme d'hahitude, d'abord sur 
papier filLre en présence d'hyflosupercel, puis sur des plaqlle~ stérili
santes El\:; le deuxième lot est comené quatre à six jOllls à + 4° C. 
puis on le filtre de la même façon; enlin le troisième lot est congelé 
dans la chambre froide à - l!io C, puis décongèlé à :lio C et Iillré 
comme les lots précédents. 

La D~lM est déterminée sur des souris hlanches de If-Hl g 
en diluant la toxine dans l'eau peptonée et en injectant 0,5 ml des 
dilutions sous la peau de la souris. La floculation s'eflectue :oIHC la 
méthode de G. Ramon (4) en utilisant de l'antiloxine purifiée ne pos
séùant qu'une seule zone ùe floculation. 

Certains résultats obtenus sont notés dans le tahleau 1. 

On voit d'abord que la simple conservation des cultures quatre 
à six jours à + 4°C augmente le titre floculant de 21 à 66 p. 10(1. La 
toxicité est également augmentée trois à dix fois. 

TABLEAU 1. 

N- Témoin 
Culture restée 4-6 jours 1 Culture congelée ~t 

à + 4° C. décongelée 

lot U/I Krl D.M.M·ILf/mg Lfll'Kf 1 D.M.M. i If IUlg t.u-I Kf 1 D.M.M·I Lf Img 
ml Mn. ml. N. P. ml Mn. ml. N. P. 1 ml Mn. ml. N. P. 

42
1

42 9 3 x 105 84~ 151 j 3 x 107 
1 

895 50 1 3 x 107 1 

910 2 
47 1 

4 
1 

43 35 6 5 x 106 738 50 3 5 X 107 750 4 6 x 107 790 

44 32 9 1 x 107 680 40 5 7 x 107 720 45 3 8 x.l07 750 

45 36 7 2 x 107 1 760 60 3 6 X 107 850 54 5 8 x 107 
860 1 

1
46 35 1 11 1,8 x 1071 705 43

1 
6 18 x 107 720 145 ! 6 1 8 X 107 735 

En ce qui concerne l'eflet de la congélation suivie de décon
gélation, on gagne 28 à 50 p. 100 en Lf/ml et la toxicité augmente de 
quatre à douze fois. 

Le point remarquable dans ces expériences est l'augmentation 
de la pureté des produits traités, ce qui peut être attribué, en plus 
de la libération de toxine, à l'insoluhilisation de certaines protéines 
bactériennes par l'action du froiù· et surtout à la suite de congélation 
et de décongélation, comme nOllS l'ayons démontré à propos des ana
toxines tétaniques en collaboration eHe J.-L. Delsal (5). 

Résumé. - . En conservant la culture finale de Pl. lelani, 
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souche Harvard, dans le milieu de Mueller, quatre à six jours à + 4° 
C, la toxine incluse dans les bacilles difTuse dans le milieu. 

En appliquant ce procédé on gagne de 25à E5 p. 100 en Lf/ml; 
ln toxicité, comparée avec le témoin, augmente de trois à dix fois. 
Les mêmes résultats s'obtiennent !>i la culture est congelée' et décon
gelée. 

SUMMARY 

III. - THE CRYOEXTRACTlON OF ENDOBACILLARY TETANUS TOXIN. 

By keeping a tetanus culture (Harvard strain) on Mueller's 
medium, at low temperature for 4·6 days the toxine of the hacterial 
cells is released. By applying this technique the Lf value increased 
about 25 to 65 p. 100 and the m. 1. d. 3 to 10 times when compared 
withe controls. 

The same resuIt can be obtained hy aIternate freezing and 
thawing of the above mentioned culture. 
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