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MISE EN APPLICATION DES THEORIES
SUR L’EXTRACTION |
DE LA TOXINE TETANIQUE ENDOCELLULAIRE

1l. — ACTION DE LA TRYPSINE

par

H. Mir Cuamsy et F. Nazarr (%)

Dans une note antérieure (1), nous avon exposé nos recherches
sur I’extraction de la toxine tétanique incluse dans les bacilles au
cours et a4 la fin de la culture par aclion de la pénicilline. Dans le
but d’intensifier et de régulariser la libération de celte toxipne, nous
avons cherché & remplacer la pénicilline par une protéase, la trypsine.

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

Matériel et Technique. — Nos recherches ont porlé sur une
partie des lots de fabrication de toxine. Des cylindres de 10 I conte-
nant 5 1 de milieu Mueller (2), ensemencés avec 10 ml de culture de
24 heures de la souche Harvard et cultivés cinq jours a 32° C, sont
soumis a l'aclion de la trypsine. On emploie la trypsine Difco a 1/250.
On ajoute 1 mg de trypsine par millilitre de milicu. Le pH {inal de la
culture de 5 jours élant 7,2-7,4, on ne le modifie pas. La digesiion se
fait dans un bain-marie & 37° C. Sur un cylindre contenant 5 1 de
cullure soumis 4 I'action de la {rypsine, on enléve au cours de la
digestion des échantillons de 200 ml pour les titrages. L’échantillon
est filtré sur papier filtre en présence d’hyflosupercel.

" Le tableau 1 donne les résultats de cette expérience.

On voit d’abord qu’aprés une & deux heures de digestion le
pouvoir antigéne, exprimé en Lf/ml, passe de 20 4 32, soit une aug-

¢ « Annales de I'Institut Pasteur ». — Tome 94, pp. 399-401, 1958.
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mentalion de 60 p. 100, le Kf est neltement diminué et 1a toxicilé est
doublée. Si on continue la digestion, le lilre en I.[ baisse et le Kf
augmenle réguliérement de sorte qu’aprés trente-six a quarente-bhuit
heurs de digestion il sera diflicile d'identifier I'antigénicité du filtrat
qui a perdu sa spécification. Un point imporlant est I'évolulion de
la pureté de la toxine au cours de la digestion; en ellet, dans la pre-
miére heure il semble qu’il y ait seulement libération de la toxine
sans que la structure bactérienne soit louchée sous I'aclion de l'en-
zyme ; on voit donc une augmentation de la purelé de la toxine ob-
tenue. Si on continue la digestion, I'enzyme agit a la fois sur le
microbe et sa toxine; ainsi le titre et la pureté diminuent considé-
rablement et, en mémme temps, le Kf s’allonge.

TABLEAU 1.

Action de la trypsine sur la culture tétanigue.

'f;;:‘s’:ioi" Lfml | Kffmn |Lfmg. N.P. D"“s";rr'i:“"
0 20 23 400 1,5 x 106
1/2 h. 25 13 426
{ h. 32 1 450 2 x 106
1h. 30 32 10 405 3 x 106
2 h. 31 10 392
3 h. 30 13 385
4 h. 28 15 360 2 x 106
5 h. 26 18 357
6 h. 20 25 312
7 h. 18 30 278
8 h. 15 40 214

Détermination de la teneur optimum en trypsine. — De ce
qui précéde on peut conclure que le maximum de toxine s’oblient
entre soixante et quatre-vingt-dix minutes pour une quantilé fixe de
trypsine. Dans d’autres séries d’expériences on a cherché la quantité
optimum de trypsine pour une durée consiante de soixanle-quinze mi-
pnutes, Dans 15 erlenmeyers de 1.000 ml on met 500 ml de culture
de 5 jours; on ajoute des quantités croissantes de trypsine Difco et
on laisse digérer soixante-quinze minutes & 37° C. On filtre ensuite
le conlenu de tous les erlenmeyers puis on les filtre immédiatement-
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Le tableau Il est le schéma d'une de ces expériences.

TABLEAU 2

| H ) .
U. Tryp- | I |
" 4,25 (1,00 io 75 0,62 o,ao}o 37|025 iow:oxz 0,06 | 0,025 0,0125 10,0050 10,0025 0
! i | :
. S N O [ T T B
Lf/ml ‘ 23 ' 25 31| 35| 40 } 40 | 33 31 \ 30 l 30 1 30
Kf-mn}u!s 818‘7]6‘6 5\5'5 7| 7| el 8 |11

A partir d’'une culture 4 30 L{/ml on oblient, aprés soixanle-
quinze minutes de digestion en présence de 0,06 U de trypsine par
millilitre, une toxine a 40 Lf/ml, soit une augmentalion de 33 p. 100.
Dans de nombreux essais, nous avons costaté que I'optimuvm de iryp-
sine est de 0,06 & 0,12 U de trypsine Difco pour soixante-quinze mi-

“nutes de contact,

La libération de toxine semble étre liée 2 la protéolyse mé-
nagée des bacilles sous I'action de la trypsine. Nous pensons que la
trypsine pure est moins active que I’enzyme moins purifié; en effet,
nous avons observé que pour obtenir le maximum de toxine dans
.des conditions rigoureusement identiques, il lallait employer dix fois
plus de trypsine hautement purifiée que de trypsine ordinaire du com-
merce (1). Nous avons de méme observé que la lipase pancréalique est
incapable de libérer le toxine tétanique de corps bacillaires a pH
7,2-7,4.

Inhibition de la trypsine. — Pour arréter l'aclion de la tryp-
sine a la fin de la digestion, nous avons essayé plusieurs moyens.
Les méthodes classiques telles que le chauffage ou les variations de
pH dénaturent la toxine.

L’addition de formol et I'incubation de la toxine trypsinée a
I'étuve détruisent également le pouvoir antigéne.

L’addition de I'inhibiteur de Soja a raison de 0,04 mg/mli in-
hibe délinitivemnent la trypsine sans loucher a I'anligéne. Cc produit
¢tant diflicile a oblenir, nous I'avons remplacé par la protéine inhi-
bilrice de la trypsine, isolée de blanc d'oceuf suivant la technique de
Balls et Swenson (3) (2).

Ce:te proléine, addilionnée a raison de 0,4 mg/ml de cullure,
inhibe également I’action de la trypsine sans nuire a I'anligéne.

Résumé. — En employant le milieu de Mueller et la souche
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Harvard, il est possible d'extraire la loxine télanique incluse dans les
bacilles a4 la [in de la culture pour augmenter considérablement la
toxicité et I'antigénicilé du produil final.

Cette libératlion de toxine se fait dans la cullure méme, sous
I'action d’un enzyme protéolylique comme la trypsine.

SUMMARY

APPLICATION OF THEORIES ON THE EXTRACTION
OF ENDOCELLULAR TETANUS TOXIN.
II. — ACTION OF TRYPSIN,

The tetanus toxin contained in the bacterial cells of a Har-
vard strain culture in Mueller’s medium can be extracted in order 1o
increase the toxicity and the antigenicity of the final product. The
release of toxin is realized in the culture by the action of trypsin.
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