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Depuis 1940 jusqu’ a ce jour, les anatoxines diphtérique et

" tétanique ainsi que le vacein anticogquelucheux et les serums antitoxi-
ques a la destination du pays sont préparés a U'Etat Razi.
Au cours de cesl8derniéres années on voit une tendance ascendante
pour la vaccination des enfants contre la diphtérie et la coqueluche. ’
Depuis 1950, le Service d’Hygiéne du Ministére de la Santé
Publique, vaccine les enfants de Téhéran et des grandes villes, contre

la diphtérie, le tétanos et la coqueluche. -
Récemment un programme de vaccination collective a été établi

avee l'aide financier de 1'Organisation du Plan Septenmal afin de

vacciner tous les enfants réceptifs du pays contre la diphtérie.

Ce programme est actuellement en cours. , . '
Dans cet article nous verrons bridvement 1'évolution de la pré-

paration de ces vaccins et les résultats déja o_btenus.

1- TOXINE DIPHTERIQUE:

a) Milieu de culture a base de viande digérée par la
pepsine. |

Dans une note publiée en 1946 par 'un de nous en collaboration
avec L. P. Delpy (7), nous avons remarqué que les progrés dans le

domaine de 1’étude de la toxinogénése du bacille diphtérique ont cte

14

Acta Medica , Iranica , 1960 IV =

trés rapides & partir de 1922, date a laquelle la “méthode du titrage
par floculation de Ramon a été substituée aux titrages coiteux et longs
in vivo. C’est cette méthode qui a permis de suivre jour par jour

Pélaboration des toxines, tout en réalisant une énorme économie de
temps et de matériel.

Au commencement de la production de latoxine diphtérique a
1’ Institut Razi, nous suivions les régles exposées en détail par Ramon
(1939) (62) et Loiseau & Philippe (1939) (34).

SOUCHES TOXIGENES

A cette époque on employait 4 souches de P.W.8 en provenance
de Londres, Stockholm et Albany New- York. Sur les conseils de M.
Philippe, de 1'Institut Pasteur de Paris, les souches étaient entretenues
en “Hypoxybiose».

Alnsi les souche étaient fréquemment repiquées dans le bouillon

puis fixées sur sérum coagulé sous 'huile de vaseline.
Cette méthode ne nous a pas permis d’obtenir la stabilisation des

souches et a méme, dans certains cas, altéré sérieusement leur vitalité.
Par contre, une nouvelle méthode que nous avons mise au point en
collaboration avec L.P.Delpy(8), nous a permis de stabiliser nos souches
et de régulariser la production de toxine. Cetie méthode consiste &
dessécher sous vide la suspension pure de bacilles diphtériques dans le
sérum de cheval ou dans du lait écrémé, et i conserver les ampoules
scellées sous vide & V'abri de la lumiére. Des souches conservées depuis
8 ans par cette technique avaient parfaitement gardé leur fonction
toxigéne. o

COMPOSITION DU MILIEU:

Au départ, nous utilisons le milieu de Loiseau & Philippe (1 936).

Ce milieu donne dans nos lahoratoires des resultats irréguliers.

En outre, sa préparation nécessite 'emploi d’estomacs de porcs,
qu’il est difficile de se procurer en Iran en quantité suffisante. ;

Finalement, nous avons adopté une formule trés simple. La nou-.
velle formule contenait une partie de macération et deux parties de dige-
stion pepsique de viande de veaw on ajoutait, en outre, 1./ d’acétate de
soude, 0,6'/. de maltose qui, selon Pope & Healey(52), a avantage de
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se dédoubler lentement sans acidifier brutalement le milieu, 0.2°1. de
glucose selon Ramon(62), 0,5/. de levure de biére et enfin Omg.1 par

litre selon les travaux de Pappenheimer(50). Le fer est employé sous
forme de sulfate ferreux, comme il a été indiqué par Barr & ses coll.(2).

Avec ce milieu, Y’addition de glucose et de maltose dans les

proportions indiquées, entraine régulicrement I’acidité de la culture.

L’acétate de soude amortit la chute initiale du pH, mais n’accélere pas

sensiblement le retour a Valcalinité.
Par contre, I'addition de 0.5°]. de levure régularise le redresse-

ment du pH. Le premier voile se forme en moins de 24 heures; aprés

aux qui tombent au fond du vase, et

3 jours il se fragmente en lambe
fait place a un troisibme dans les

est remplacé par un second voile qui

jours suivants.
En 1943, il devint impossible de se procurer en Iran du glucose

et du maltose de bonne qualité, el Pemploi de produits douteux

entraina une série d’échecs. Nous avons alors essayé une préparation

de laboratoire; voici le principe de sa préparation:
‘Avec de orge germée on prépare une farine grossicre (malt) que
mélange une partie de ceite

farine avec atres parties d’eau. On chauffe au bain-marie 3 63°C en
enferme plus trace d’amidon

I'on peut conserver pendant des mois. On

agitant jusqu’a ce que le mélange ner
(virage d’eau iodée du bleu au violet, puis au rouge).

Finalement, lorsque 1’ hydrolyse est assez avancée, il ne se produit
cur de ’ean iodée. On porte a 80° C pour

aucun changement de coul
puis sar hougie L 3.

détruire amylase, on filtre le mélange sur toile,
Les résultats

La proportion optima de ce sirop dans le milien est de 3°1. I

obtenus sont au moins aussi bons et plus réguliers qu’avec les sucres
du commerce.

On a étudié longuement le genre des
et surtout le rapport surface/volume da
Marbré et al(35), le glucose et le

que si Voxygénation de la

flacons de culture, le volume
ns la toxinogéneése du bacille

diphtérique. D’apreés les travaux de
maltose ne sont convenablement utilisés

culture est suffisante. Pour réaliser cetie OXY
trés petit volume de bouillon représentant un trés grande surface d’aéra-

leurs expériences est 0.56,

génation, ils empleient un

tion, Le rapport S/V dans
16
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Taylor (71} réduit encole le volume et améne le rapport 8/V a 1.20
Loisean et Philippe, dont la technigque a éité suivie en Iran pendant
2 ans, fi : a >
| ans, fixentce rapport 4 0. 56 pour obtenir une augmentation en
Lfiml de 38°/. Nos études detaillées sur ce sujet nous permcttent de
conclure que la surface de culture doit étre aussi graﬁde que possible
. . . '
mais il convient de respecter une certaine proportion entre cette surface
e ey = - i "
t le volume du milieu. En augmentant la valeur 5/V par diminution
d . R .
e V, on obtient une élévation de titre (Lf/ml). mais la quantité totale
1 . L . - - )
de toxine produite est considérablement diminuée. En effet, 1’alcalinisa
. ’ )
10 : o 1
tion progresse trés rapidement, et les conditions favorables i la toxinogé
nese ne sont réalisées que pendant trés peu de temps. L'aération des cul
tur Tautr it é i aci
res, d’autre part, doit étre suffisante, On arrive a éviter les irrégulari
té i ? ] i
g en titre, souvent observées d'une boite a Vautre, en assurant le re”
- - ' r
nouvellement journalier de 'atmosphére de ballons
En résumé, dans les conditi ‘
e e . le‘a conditions que nous venons d’éerire, on ob-
) _ 1 1()mme de 40 a 60 Li/ml, avec D.M.M. de ’ordre de 1/5000
ur les ; ) mai '
p otéini cobayes de 250 gr} mais la pureté, examinée en Lflmg d’azote
roté 3 i P
fl) : inique est basse. Ce produit transformé en anatoxine par 'addition
e fo g al'e
: rm(oslgc):t le chauffage a ’étuve, selon la formule préconisée par G
amon (: est ’anatoxi i i ) '
1 , xine brute qui, depuis 1943 jusqu’a 1948, était
e seul vaccin employé en Iran. | ’
Il convi i
e " ‘wnt de faire remarquer que cette anatoxine a une haute
r an 3 ¢
e ’1gcne: en effet, outre les résultat® de contrdles classiques de
efficacité sur le cobaye, nous servé qu’
e y avons observé qu’un certain nombre des
ux fo is i i -
e turmsseurs du sérum et hyperimmunisés avec cette anatoxine
zdaten ' itr i 0 ’
. souvent des titres qui tantoi dépassaient 2000 U.A/ml, titres
ous i
e ne pouvons obtenir actuellement en emplovant les antigeénes
rautement purifiés, précipités par 1'al isorhés s
e un ou adsorbés sur phosphate d’alu-
. g SONS
pensons que cette anatoxine deit renfermer unc notable

des adjuvants naturels décrits par Lahiri (26)

b) Toxine a base de Gdicesti i
$ 1gestion trypsique.

I es I‘é i f <
RS actlons (Iuel ue (I.S H N b Y Yies S

enfanls vac 3 ’S avel anatoxine b ute. a babe entone ou Ot
Ccine ik 1 i - 3
]. 1 rat : ] (ie p pt. , It s )li
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gent 2 employer des milieux plus purs. A partir de 1947, on emploie

Linggood {33, 54) et du Japonais ‘Mitsuhachi’

1a technique de FPope,
dans le miliea 3 bhase de 'hydro-

(38), pour la préparation de toxine
lyse trypsique de viande. Plus tard, on essaie avec succés la culture
submergée, mise au point par Linggood (2 9,30,31,3_2,33), mais on doit

provisoirement ’abandonner par sulte du manque A’un équipement de
fabrication, & titre mdustmel

~ La toxine ainsi préparée est relativem
80 Lilml, 700.1200 Lilmg N.F.ct, comme nous Verrons plus lmn,

elle pcut étre purifice et adsorbée sur des composes a’ alumme

ent pure Llle conhent 60 &

c) Milieux i base de ’hydrolysat de Caséine.

des vaccins associés hautement purifiés

" La nécessité de Vemploi
et adsorbés sur Yalumine ‘tels qu’ils sont employés en Ameérique et dans

de pays européens, nous améne finalement & lemplm
des 'mlheu\c semi-synthétiques a base de 1’hydrolysat de caséine:

Des 1951, nous avons essayé le milieu de Mueller (43,44 ,435). La
uliat datisfaisani  est celle -

un eertain nombre

meilleure formule gui nousa donné un rés
des laboratoires de la Santé pubhque Boston (56)."

Cette formule de mxheu de Mueller nous a rendu de grands ser-

vicesde 1951 a 1954,

A cette époque, on devait

Mueller par une technique plus économigue,
thétique doivent étre ache-

remplacer également la technique de
car, comme oD le sait, 1a

plupzut des ingrédients de ce milieu semi-syn
és a étranger. On COMmMEnce alors i préparer Uhydrolyse acide de ca-

séine, selon les conseils du Dr Holt, de 1 'Institut Wright-Flemming de

Londrea (17). 1
" Cependant, des circonstances local

gerement la formule de Holt. I.¢ procédé
Service de Diochimie | de PlInstitut par

es nous obligent. @ modifier 16-

de cet auteur actuellement

adopté a été mis au point dans le
nos collegues J.I.. Delsal, H. Manhourt et A Komul

ux c(mcour'; et Ec.s mmu_,ncmmt tech-
llm,_utu: \\'f'ng,ht-‘,["lcmmm&, de

1 H. MC remercic le Dr Flolt pout son précie

piques quila bico voulus -founir au Cours de- s visite @t

_ Londres.
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.- Préparation de milieu a base de 1’hydr01y.sat acide-

de Cascmc Solulions méres:

e ail—del d:y;]::}lyse de caséine-Mueller (1 939) {43) effectue I’ hydro—
iy e .m.e avec presque Hel 8 N Holt en 1950 (17) adopte
- concentration du Hecl. Spies et Chamber en 1951 <(67), pui
Spfes en 1952 (68), dans I’hdrolyse de caséine pour d’aut ’ pu']s
-duisent la concentration du Hel 2 3 N en augmentant 13?;22 d};ultsii .
:\ol;raltigadj OC::;res. II;Ious appliquons la derniére technique comme sii-
L gEee ne .D.’H. (W_h{te light soluble) on ajoute 5000 ml de
tel © e tou‘t Tnclange dans un ballon Pyrex de 12 litres, commu-
cnqu; a;;.n, refrigérant a reflux el sur un bain de Sablé.IJa susp:msion reste
= 1);1 l.tlon pfmdant 20 heures’ a la fin de la digestion, on ojstient
duiet :-,:) utt‘:on noire t-:omena'nt' Phydrolysat complet de cas(;ir'né. Ce pro-
- I;):} 1ent4]efzs acides aminés libérés par I’hydrolyse qui se combinent
e m}::‘:ro:ré]?er.des chlorh?’dra,tes; en outre; une grande partie du
— imine cet excés d'acide par une distillation poussée

On obtient finalemen
t une pite noire
ml d’eau distillée. re que l'on dISSOut dans 2000

DECOLORATION AU CHARBON:

. 21630 (zcgiozz‘;lt;o}? se fait selon la formule de Holt i pl 5.0, mais
. r on Darco G 60. Voici le détail ce opération: O
ajuste le pH de la pite a 5.0-5.3 en ajoutant 800 mlde NI;OI: }1)?2:/ o
100 gi)zei:;:li:;:rflrgd':f la suspensio‘n, puis on y ajou{e i deux reprises
i ¢ charhon d.aslco G 60. A?res -ehaque traitement au charbon,on
e i (.Iues de papier filtre sans fer (Whatman No40)
R v 1006 1:1];)1(111:0“5, .gex.u-e Biichneri on lave chaque fois le préci-
- : ‘eau distillée bouillantes on obtient ainsi un liquid
jaune pile contenant tousles acides aminés déja mentionnés | e

Déferrisation avec le phosphate de Ca.

On aioutes .
joutea la solution déja décrite une solution de 90 gr K2

HPO4 dans 200 ml
ar ml H20 distillées le pH sera ajusté 3 7.6 avec NaoH

Ony
y ajoute ensuite i deux reprises 4 gr de Cacl 2 anhydre dis
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cous dans 50 ml. H20 distillée. Chaque fois on chanffe le mélange a

807C, on filtre sar papier-filtre sans for sur des biichnerss puis on lave

le précipité retenu sur filtre avee 300 ml d’eau distillée bouillante. Le

filtrat est V'hydrolyse totale de caséine que Yon distribue dans des

flacons stériles et qu’on garde % froid sous chloroforme avant Vatilisa-

ure. Généralement le rendement de cette

3 15°/. . Cet hydrolysat doit avoir les

tion dans le milieu de cult
digestion est de Vordre de 70
particularités suivantes:

" 1) Le rapport Nacl coluble sur amino-N ne doit pas dépasser 3.

2} La teneur en fer ferreux (Fe'-‘rj"r) doit étre inférieure a

24/10 ml.
Solution N°IL de Mueller.

Cette solution se cOmMPOSE des sels et des élements absolument

nécessaires a la culture de bacille diphtérique.

On prépare comme suit: '
Mg So 4, o 22,5 gr
Acide nicotinine 0,115 gr
3-alanine 0,115 gr
Acide pimélique 0,0075 gr
Cu So4, SH™O 1'1. 5ml
 Zn So4, TH.O V1. 4ml
Mnel,, 4H™O 11 1,5ml
Hel concentré dml
100ml

Fau distillée g.s.p
On dissout séparément I'acide nicotinique dansl m} d’eau distillée
avec quelques gouttes de Hel concentrés on Vajoute alors a la solution

déja décrite. On peut garder pour une longue durée cette colation 2 la

température du laboratoire.

3_Solution 10°/. de 1. cystine-

On dissout i chaud 100 gr de l.cystine dans 300 ml de Hel IN.
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On filtre cette solution dans un flacon de 2,5 litres cont
1,5 litre Hel 10 N. On la laisse une nuit a+4°C ;mur— ue ln en?m
Hecl se cristallise bien. Le lendemain, on filire les cristau(i s ':;:‘Stme
glags filter’’s on lave le filtre avec 150 ml Hel 10 N ‘ ur‘ o
résultat dans Yeau distillée, on améne le volume a2 1000 , 01)[1 d]ssou‘t .
ainsi unc solution de 10°/. de 1. cystine sans fer. i om obtent
4- Solntion de sulfate ferreux a 507 Fe--/ml

On prépare la solution snivante: :

Fe S04, (NH4)2 S04, 6H®0

S04 H2 concentré 35 mg
Eau distillée q.s ml
1000ml.

On distri i
}rlbue cette solution dans de¢ ampoules de 50 m! i
les stérilise & ’autoclave. e

5- Solution de Maltose-Cacl®.

Maltose

Ca C12 anhydre 250 gr

Eau distillée q.¢ 2 gr
1000 gr

On di *abor
- issout d’abord le Cacl 2 dans 500 a 600 ml d’eau distillé
. 1liece
y ajoute le maltose et on améne lé volume a 1000 ml avec del’ ,
o . - caeiea
fl tillée, on agite pour diluer le maltose, puis on filtre .
iltre sans fe ‘ S
e r (Whatman N"40) pour la distribution dans des tubeg
yrex de 18 x 18 & raison de 10 ml par tube
0 r ry. . -
n stérilise enfin le maltose distribué a 115°C pendant 15 mi
tes, puis on le conserve a-+4°C. T
Préparation de milieu.

Hydrolysat de caséine: ml équivalent de 1,2 gr N.aminé
’ - - . 1
Sol. N”II de Mueller , e

1. cystine o
Ac. glutamique-1el o
e o 1 ml
iamine-Hel (sol. 2 23 mg /. dans ’alcool a 25°1.)  lml
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Fau distillée q.8 £ 1000 ml.

On digsout d’abord Vhydrolysat de casdine et Vacide plutamique
on y ajoute le reste des‘so]utiohs. et

dans 500 2 600 ml d’eau distillée,
rive a 7.6 a l'aide de NaoH

on améne le volume a 1000 ml. Le pil ar

36°/.; on y ajoute finalement la quantité optirﬁum de sol. de sulfate

Yon détermine comme nous allons le décrire.

ferreux que
dans des boites de Roux de

On distribue le milieu ainsi préparé

Pyrex de 1 litre a raigon de 160 ml par boite. Les boites sont stérilisées

4 V’autoclave 2 115°C pendant 15 minutes.

Aprés refroidisgement, on ajoute aseptiquement a chaque boite le

contenu d’un tube de maltose-Cacl2. Les bLoites serent alors examinées

avec 1'une des 2 souches P.W.8 N 42112, 5159 regues des laboratoi-

res de la Santé publique, Albany New-York. .
Détermination de optimum du fer ferreux.
Comme nous 'avons décrit a propos de milieu pepsique, Pappen-

heimer et Jahnson en 1936 (49), puis Pappenheimer en 1947 (51)

_ont démontré wen 'abgence du Fe- 4+ la toxine diphtérique ne se
q phtérig

forme pas et que par addition progressive du fer ferreux la toxinogénese

Sstablit et la pousse aungmente, finalement, d’aprés Clarke (1958) (5),

gnand le taux du fer ferreux atteint 0,22/ml on aura le maximum de

toxine. Si la taux du fer dépasse cette quantité,
a toxine diminue progressivement

la pousse hacterienne

augmente, mais la formation de.l

pour s’arréter complétement.
Ainsi, le rdle du fer dans la production de toxine diphtérique est

capital.

Pour détermine

on opére comme suit:
On digere 5 kg de cagéine’
est cuffisante pour préparer 400 litres de milieu de culture.

un lot d’essai de 10 litresi les ingrédients étant tres

22
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u__ X C t ]a dBfCIIISRthIi cta]lt a peu _I‘(BS Cﬂmplete, ll a des llaCCS dc
fe 13]15 le ll=l11..]eu- O Ti d.l-b i8¢ leS }JOI(GS en ] series de 8 ]:'0! tes- A“ ant
} ensemence € ]1‘ al ; ‘ {:. ltc | . | p | p

: n m nt, 0] oute d 5 quant - E Va[iables de fe[ dc]a re ale.

sous forme
forme de 507 Felml comme il a été indiqué dans le tableau

suivant:
N° de Nozlnbre de gouttes . Cy
Série par boite o Taux du fer a.jouté lLffmll
16 gouttes= Iml ' ' '
3 ; | 10,028/ml 48
\ ) S 0,04 | 54
e - _ 0:06 - 64
; : 4 10,08 Do
. ; 0,10 ' 51
‘ 0,12 51

r1'optimum du fer dans chaque lot de fabrication,

S . :
I’optimum du fer pour ce lot étant 4 gouttes pour 160 ‘ml de

n‘uheu, on ajout cette quantité de fer au reste du lot

-~ .- Toxine tétanique
a 1) Milieux a base de digestion enzymatique de viande.
Depuis 1941, la toxine tétani'que est préparée a ITnstitut Razi’
selon la formule de Prévot et Boorsma(55). On emploie comme souche
toxigéne la souche R. de VInstitut Pasteur de Paris. - |
Ce milieu pepsique est le seul utilisé jusqu’a 1945, date a laquel-
ler nouaﬁ; avons eu connaissance des travaux de G.Ramon et al (1,63,64)
< D’aprés ces travaux, un milieu simple 4 base'de digestion p;psi—..'

te-panain T .
que-papainique de viande peut servir avantageusement pour la prépa

.ratmn a grande €chelle de la toxine tétanique

. 4 L'anatoxine ¢ ite ainsi pré
i ” xine correspondante ainsi préparée’ nous sert depuis 1946
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jusqu’a ce jour pour ’hyperimmunisation de centaines de chevaux

fournisseurs de sérum antitétanigne. Cette anatoxine, tenant compte de

la formule de Turpin et al {72) nous servait également pour la vacei-
nation humaine.

Purification de I'anatoxine tétaniqne.
A partir de 1951, nous cherchions a purifier lanatoxine tétani-

que déji décrite pour 'adsorber sur phosphate d’alamine et Yincorporer
~dans la gamme des vaccing agsociés.

On a appliqué la technigue de purification par l'acide trichlora-
cétique de Boivin et fzard(3) déja appliquée & la purification de Vana-
foxine tétanique par Ramon et ses coll. (61).

D’aprés Ramon, la valeur antigénique du produit ainsi purifié
n’est pas notablement abaissée. Cet auteur remarque également que le
rendement du procédé est de Vordre de 80 a 907/

11 indique de méme que, le produit ainsi concentré et redilué

dang Vean physiologique pour &tre ramené A son titre imitial aura un
Kf (temps de floculation) trop prolongés V'auteur pense gue ’absence

d’un certains nombre de facteurs existant dang Panatoxine brute est la

cause du ralentissement de la floculation dans Vantigéne tétanique pu-
rifié et dilué. Finalement, auteur conclut que la purification par Vacide
trichloracétique n’altére pas gensiblement les propriétés immunisantes
de Vanatoxine tétanique. La purification de ’anatoxine tétanique par
V'acide trichloraétique a été effectuée par d’autres chercheurs. Notons
parmi les travaux les plus récents celui de Sujan et al (69).

Cet auteur obtient a partir d’une anatoxine brute {milieun Taylor)
un produit de 250-940 Lfimg N.P. avec un rendement de 67 a 100°/.

Le sérum de cobaye injecté avec lec de ce produit titre aprés 5
semaines 2 & 8 U. A/ml.

Nous avons longuement étndié cette méthode de purification
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dont un certain nombre de résultats est publié ailleurs(10).

Comme indiqué, la précipitation de P’anatoxine par ’acide se fait
. Lol . )
at4 CetapH 4.0. Les lavages du précipité avec ua tampon phosphaté
sodique M/300 de pH 6.8 ge font également 2 +4°C

A la suite de la congélation et d'e. la décongélation du précipité
obtenu par 1’ action de 1’acide trichloracétique a pH 4.0 et reciisso
dans 1’eau pysiologique: une grande partie d.es'prméines non spécifi u:
sont insolubilisées, de sorte que la pureté du produit final (-lc l’ordr(i de

1860-2000 Lfimg N. protéine, avec un rendement de 75.85°/.

Il faut se rappeler que le titrage in vitro se fait par floculation
de Ramon(58). pour éliminer le phénoméne de zone, nous employons
un sérum étalon purifié et concentré par la technigue enzymatique de
Pope adoptée & Vinstitat Razi(9).

Cette . antitoxine, chauffée pendant une heure a 55°Cs .selon e
procédé de Goldie et all(12), donne une seule zone de floculation dans
un délai raisonnables dans nos sérums purifiés et cha.uffés, il y a qucl:
quefois une deuxiéme zone de floculation qui appar'ait ;prés 10 heure_s

et qui doit étre attribuée aux anticorps antimicrobiens

De P}us, nous comptons toujours comme vrai titre, le titre le
plus bas ql::;,“_s‘e'lon Moloney et al{4 1} ainsi que d’aprés Van Ramshorst
et al{73) correspond a la valeur de combinaison exacte de toxine-anti—
toxine.

o Ma-]hcureusement, Ja purification”a 'acide trichloracétique de
Vantitoxine tétanique, préparée dans le milieu de Prévot, n’a pas seule-
ment mal.gré les précautions et les  mesures envisagées, 'inconvénient
de .ralentn' le temps de la floculation dans le produit purifié et dilué
mais nous observons gue son pouvoir antigéne est fortement touché ,

En effet; on dilue le produit concentré 3 35 Lf/ml que l'on a‘d
sorbe sur hydroxyde d’alumine. L’injection de imi de ce produit a .
cobayes de 350 gr protége aprés 2 semaines. un nombre. restreini ::
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cobayes éprouvés avee 90 D.M.M. de toxine sta}nhsce gache. II arrive

meme que Vinjection de 5 ml de ce produit ne protége pas 50°/. des

cobayes traités comme nous vcnons de le dire.

Nous avon done ticheé de remplacer cette méthode de punflcauon

par une technique plus zaine qul regpecte la valeur antigéne intrinséque.

Plusicurs méthodes ont 4té eysayées. La mnéthaode compliquée de Eaton

et Cronau(li) nous donne un produit final relativement pur mais un

rendement bas, ne dépassant pas 231 L
te de sodium-acide sulfurique, déerite par Jacob

et al(65): n'a pas été appliguée, cary &’aprés Raynauds ce procédé de

purification peut éveiller la légére

a méthode a 1 hexamétaphospha-

(20) et par Raynaud

toxicité contenue dans le produit

brut de départ. La méthode de Moloney (40) basée sur le fonectionne-

ment au sulfate d’ammonium malgré la conservation de Ja qualité

antigéne et le rendement de 50 a 6577, appliquée a Vanatoxine

blute de Prévot et Boorsma, nous donne  des produits impurs de 50
5 250 Lflmg NP ce qui ne peut é&tre considéré com

a
‘duit ‘convenable pour adsorber sur les composes d’alumine. -

me un pro-

On a, par conséquent abandonné 1a préparation de ce genre de

toxine tétanique difficile a purifier. A partir de 1951, nous prépa-~

rons nes anatoxines tétaniques & 1usage humain dans le milieu de

Mucller (46,47, 48). Ce milien est & hase
Il contient ¢également des acides

d'hydrolyse enzymatigue

de caséine (N-Z case shefield).

des vitamines et A’autres factuers nécessaires a1

amines, a toxinogénése
du bacille tétanique.
Pour lensemencement, on a recour

de Harvard. Les détails dela préparation ainsi que. les modifications

bagées sur nos conditions locales seront puhliés .allleurs, -

II faut cependant se rappeler, = comme nous Vavons  démontré

récomment (36,37,38); qu’il est possible Qlextraire la toxine incluse

dans les bacilles a la fin de 1a--"{:uhure.-
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par df:s dlfféfents moyens, surtout par congélation et déconpgélati
Cette intervention augmente a la toxicité et Pantigénicité de }g 'On
e a toxine
Notre technique de purification est la méthode de fonctionne
ment, au sulfate d’ammonium de Levine (28). Le produit final H
est d’une pureté de 1200 a 1700 Ifimg N.P. est dilué a ;I;)al’,fcflml
m

et adsorbé sur i
égalemclnitx psalll I{:ijl:sphate d’alumine naissant, procédé recommandé
CONTROLES DE3S ANATOXINES.
1~ Controle de 1efficacité:
. ."I‘cna’nt compte des discussions et des décision techniques des
1"32'_:‘:?4(.1:5“:;.;5 r::ml’O.M.S. pour la standardisation biologique (18,
des.méumde; de, | s avons pour le moment adopté le prineipe
_ ’contmle‘ de L. Greenberg (13,14,15,16), effectuées
pendant des années dans les laboratoires de la Santé ’ i 'e
poneen publique ‘du.

“Le principe d a | l
u contréle d’efficacité d e '
e L.
L L. Greenberg est le
"-On injecte Péqui 3
’ jecte lcguwalence de la demi dose vaccinale de I"homme
aux coba
yes d un pmds 300 a2 400 gr. Aprés quelques semaines
éprouve ¢ &
’p I es anlmaux avec 20 D.L. de toxine correspondante
‘es tcm ‘
‘ oing ayant recu 1 DL de toxine doivent succomher
en un dé
lai de 4-5 ]Dll]S les vaccinés doivent en général résist
a b
a cette épreuve. | rl
Le procédé 0 ite
2 procédé du conirdle de 1'efficacité suivi a l’Institut Razi,
ayant le méme
éme prinicipe, est plus gérieux en ce qui concerne 1’ép

reuve .des animaux.

On vacei i
cine par voie sous cutanée 20 cobayes de 250 a 300

| gr {antigéne: diphtérique "adsorbé) avec 0.5 mi de. produit cont t
. enan

A5 de 1 ine ' 5 ;
anatoxine ‘et- 3.5 'mg phosphate - d’aluminé. Dans le cas de

ad
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antigéne tétanique, les cobayes pesent 350 a 400 gr et I’inoculum

contient 10 Lf. d’antigéne ot 3.5 mg de phosphate &’alumine sous

volume de 0.5 mh

Aprés 14 jours, on éprouve ces -animanx comme suit:

1) Toxine diphbtérique stabilisée:

8 cobayes .. 20 D.L.
6 cobayes 100 D.L.
6 cobayes 500 DL,
9 cobayes (témoins) 1 D.1.

2} Toxine tétanique séche

§ cobayes 20 D.L. .
6 cobayes 500 D.1.
2 cobayes 1000 D.L.
9 ‘cobayes (témoins')'l n.L.

La D.L. étant calculée pour les

350 gr (tétanos), on ajoute un exces de toxine équivalent 5 Vexces de

poids afin de régulariser Vépreuve.

D’unec maniére générale, les cobayes éprouvés avec 20 et 100 D.
L. de toxine diphtérique ainsi gque ¢e
de toxine tétanique résistent a l'épreuve. 1 ou 2 cobayes sur & éprou-
vés avee 500 D.L. de toxine diphtérique succembent & la_ suite de

Véprenve.De méme, parmiles. cobayes éprouveés avec 1000D.L. de toxi-

ne tétamigue, On voit quelquefois 1

lysie locale. Les témoins des deux groupes meurent réguliérement ala

cuite de Vempoisonnement diphtérique ou tétanique:

Epreuve d’innocuiteé:

Pour chaque lot d’antigénes diphtérigues ou tétaniques, on vacci-

ae 6 cobayes de 400 gr comme guit:

3 cobayes regoivent 2 fois la dose totale humaine (soit 2¢c) par

yoie sous cutanécs

3 .cobayes recoivent 1a méme dose par voie intramusculaire.

ux éprouves avec 20 et 500 D.L.

ot conservée sous vide:

cobayes de 250 gf (diphtérie) et

ou 2 cobayes atteints d’une para-

_, Ces animaux  sont surveilles durant 4 semainesi-leur poids doit
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augmenter réguliérement.

Controle de stérilité:

On ensem -
nee ! AT eT ] '“ t t f xl
} g .
eme €S YVacCins Siir 2oulllon nutrit: 3y g(’ ose peptonec,

bouillon-vi -
ouillon-viande {milieu des laboratoires de Wellcome) et fi
thioglycollate (Difco). inalement sar

I;a dutee de S6r ulitures etuy et c 10 |0uIb.
conse vation d C 3
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