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TITRAGE APPROXIMATIF DE L’ANTITOXINE TETANIQUE
CHEZ LES CHEVAUX VACCINES CONTRE LE
TETANOS PAR DIFFUSION DANS LE
MILIEU GELIFIE

par

H. Mirn CaaMsy M, LaTiFy et MLLE A. MOHEBZADEH.*

Dans une noile anlérieure (7) nous avons démontré en colla-
boration avec A. Rafyi et J. L. Delsal que la loxine iétanique, quelle
que soit la souche toxigéne, est un ensemble complexe d’antigénes ou
hapténes libérés dans le milieu de cullure el que la technique de dif-
fusion sur le gel d’Oudin, nous permet de dénombrer ces antigénes.

Il est évident que l'organisme animal vacciné ou hyperim-
munisé avec ccs antigénes complexes répond par ¢laboralion des
anlicorps correspondnnls. Ces anticorps généralement n’exisient pas
chez un sujet neuf; mais & la suite de la vaccination et surtout.
au cours de I'’hyperimmunisation ils sont présenils dans le sérums
sanguin.

Existe-1-il une relation, méme approximative, enire le vrai
anticorps antiloxique et les autres anlicorps associés antibactériens?
C'est dans cet ordre d'idée que nous avons envisagé 'étude de celte
relation.

L'idée de cetle étunde nous est venue a la suile d’'une ques-
tion posée en vue de controler la teneur en anlitoxine tétanique des
chevanx de I’Armée iranienne vaccinés depuis plusieurs années avec
le vaccin associé anticharbonneux-antilétanique que nous avons pro-
posé ailleurs (1). L.a manque d’un slock important de souris blan-
ches pour un elleclif remarquable des chevaux nous a empéché de
suivre la méthode classique de lilrage de Il'antiloxine. Nous cher-

* Rev. d'lmmunol. 1957, 21, 174-180.
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chions donc 4 établir une relation «in vitro» qui puisse nous donner
une idée de la valeur antitoxique du sérum d'un nombre important
de chevaux.

Matériel et Technique.

Comme nous venons de le dire les chevaux que nous dispo-
sions avaient été vaccinés en 1952 et ont recu plus tard une injeclion
de rappel de vaccin associé «anticharbonneux-antitélanique».

Ce travail a été eflfectué sur 108 chevaux de I'Armée olferls
a4 I'Institut Razi pour la production de sérum antitétanique. Peur
la diffusion sur le gel nous appliquons la technique d’Ockley dont
nous avons donné les détails dans la précédente nole.

Le titrage de 'antitoxine tétanique se fait avac la loxine élalon
desséchée N° 7 dont voici les doses-tests : '

L+ /1000 =0 mg 0065, L4/100 = 0 mg 065, L4/10 =1 mg 15 et L4+ =10 mg?2

On injecle un volume de 0,4 ml du mélange toxine-antitoxine reslé
60 minutes en contact a 25°C, sous la peau des souris blanches de
15-18 grammes.

La floculation se fait par la techinique classique de Professeur
G. Ramon (8,9) tenant compte des travaux récenls de Van Ramshorst
et Rijks (10,11). Comme étalon antitoxine outre I’étalon local choisi
parini -nos antitoxines tétanique purifiées et concentrées (2) nous
avons profilé de I'étalon international danois et d’un élalon [rancais
que Mr, le Pr. Raynaud de I'Inslilut Pasteur de Garches nous a gen-
tillement expédié. Pour I’hyperimmunisation des chevaux on prépare
la toxine a parlir du milieu de Prévot et Boorsma (6) en employant
les deux souches R (I. P. Paris) et Welcome 509 de (I.N.H. d’Utrecht-
Hollande). L’hyperimmunisalion des chevaux se fait suivant le pro-
tocole de I'Institut National de I'Hygiéne Publique d’'Utrecht *.

* L’'un de nous (H.M.C.) remercie vivement le Dr Brandwijk. Directeur, Dr
Koopman, Dr Tasman, Prf. Gispen et ses collégues de I'l. N. H. d'Utrecht qui
I'ont accueilli trés amicalement lors de son séjour en Hollande.
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Relation ‘entre l'ensemble des anticorps et I'anliloxine
présenis dans un sérum antitétanique

purifié et concentré.

Si on prend un échantillon de l'anlitoxine tétanique purifiée
et concentrée par la dénaluralion enzymatique du Pope (5) et que
I'on cherche le nombre des aunticorps présents vis-a-vis d'une toxine
tétanique brute par la technique de diffusion sur gel on trouve un
nombre considérable de lignes qui peuvent atteindre jusqu’a 17;
mais au fur et a4 mesure qu'on dilue Il'antiloxine le nombre détecté
diminue pour aboutir a zéro.

Le tableau I peut schematiser ce fait.

TABLEAU I

Antitoxine tétanique N* 34/92 . ' Lignes de difflusion
Titre de dilution détectées sur les
(U.A./ml) dilutions

4000 15
500
100

50
30
25
15
7.5
4
2

[
-

I+
© O O M M P W R OMNN

05
0.01

Ce que l'on peut déduire du Tableau I c’est qu'un sérum
antitétanique renferme des anticorps anlibactériens de concentra-
tions différenles et qu'avec la dilution le nombre des anticorps
détecté diminue,



28 ARCHIVES DE L'INSTITUT RAZI

Valeur comparative de Uanlitoxine et des
anticorps tolaux au cours de

I'hygperimmunisalion

Ce qui précéde nous permet de penser que ce phénoméne
peut également exister chez I'animal. Au cours de 'hyperimmunisalion
d’un cheval chaque anligéne ou hapténe présenl- dans le vaccin ou
dans la toxine doit stimuler la production de P'anlicorps correspon-
daut. La concentration en anticorps du sérum d'un tel cheval varie
de méme que son titre en antitoxine. Nous avons suivi ces varialions
d’abord chez un nombre restreint de chevaux.

Au cours de I'hyperimmunisaltion et au moment des injec-
tions de loxine on préléve du sang pour vérifier in vivo le titre en
antitoxine et in vitro le nombre lotal des lignes correspondantes aux
anticorps élaborés. Le méme lot de loxine a élé employé pour I'hy-
perimmunisation des chevaux et la diffusion sur le gel. Cette {oxine
conservée a +2° C avait le titre suivant :

25 Lf/ml Kf=45 minutes, D.M.M.=0,65 x 10-5/ cobayes 350 grs.
Le Tableau II montre les résultats obtenus :

Draprés ces résultals on voit que Jes chevaux vaccinés, avanl
de recevoir I'injection de rappel ont déja un titre qui varie de 0,5
U.A/ml 4 2 U.A./ml; 3 chevaux sur 8§ montrent une ligne de diflusion.
A la suite de l'injection de rappel les titres en antiloxines monfent
et en méme lemps on voit apparailre une ou deux lignes représen-
tant les anticorps totaux. Si on peut établir, d’aprés ce tableau, une
certaine relation entre la valeur anlitoxique el le nombre des lignes
observées par diffusion chez les chevaux vaccinés ou ayant recu l'in-
jection de rappel, celte relalion sera insignifiante au cours et a la
fin de I'hyperimmunisation ; en effet, comme le tableaux II le monlre,
au fur et 4 mesure qu’'on répéle l'injeclion de toxine, la valeur anti-
toxique et le nombre total des anticorps augmenie, celui-ci atteint
.chez tous en moyenne de 15 alors que le titre antnloxlque final varie
de 360 a 1570 U.A/ml.

On peut donc prévoir qu’il est possible qu'on puisse établir
une certaine rclation entre le tilre en antitoxine el les lignes de dif-
fusion seulement quand les chevaux sonl vaccinés ou aprés une in-
jection de rappel.

-Nous avons cherché ce rapport sur 100 chevaux antéricure-
meat vaccinés et ayanl recu 2 mois avans la saignée cxpérimenlale



TABLEAU I

Cheval avant injection 2 semaines aprés |aprés injection de|aprés injection de|a la fin de l'hyper-'
Ne de rappel injection de rappel| 20ml. de toxine 50ml. de toxine immunisation
lignes UA/ml lignes UA/ml lignes UA/ml lignes | AU/ml lignes UA/ml
34/165 0 0,5 2 3.0 6 30 9 75 15 400
34/166 0 0,6 1 1.5 8 25 9 125 16 1000
34/167 1 1,25 2 8.5 4 30 8 .150 15 1570
34,168 1 0,75 2 3.0 7 40 ? 65 16 550
34/169 0 0,6 1 1.0 5 35 6 45 14 360
32/170 1 2,0 3 16.0 3 15 5 70 15 730
34/171 0 0,6 2 8.5 S 25 8 55 16 520
341172 0 0,8 2 4.0 4 30 4 65 17 850




TABLEAU IIr

L]
i % Lignes _ Titre de sérum: U.A/ml
2 & détectées
13 par
i diffusion 0,01 | 0,75 1 1,5 1,75 2,5 3,75 5 6,25 75 | 8,75 10 17,5 25 45
45 0 2 3 29 2 9
13 1 4 2 2 2 2
28 2 2 2 5 9 2 4 . 1
14 3 3 9 2
TABLEAU 1V
, Plasma Antitoxine purifiée
Zones observées Zones observées
! . e . 1 e
Plasma U.Ajmb par diffusion U-Alm par diffusion
. .. Toxine Anatoxine . .. Toxine Anatoxine
floculation in vivo . floculation in vivo .
brute purifiée brute purifiée
1/34 50 35 S 3 - 25 3 mineurs 1
2/34 40 32 4 3 - 22 2 mineurs 1
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une dose de rappel de vaccin associé charbon-tétanos. Le Tableau 1II
résume les résultats.

D’aprés ce tableau le sérum de 45°/, des chevaux est dépour-
va de tout anticorps décelable par diffusion, le titre en antitoxine
chez ces chevaux varie de 0,01 4 1,75 U.A/ml, le sérum de 13°/, des
chevaux montre une ligne avec un litre antitoxique qui varie de 1a 5
U.A/ml, 28°/, des chevaux ont 2 lignes de diflusion dans leur sérum
et un titre de 3,75 a 25 U.A/ml ¢t seulement 14°/, des chevaux pos-
sédent 3 anticorps obscrvés par diffusion sur gel et un titre antitoxique
allant de 10 a 45 U.A/ml.

DISCUSSION

Il est évident que 'injection du complexe antigéne de toxine
tétanique donne naissance chez le cheval a un compléxe anlicorps.
La nature des antigénes (ui s’élaborent graduellement au cours de la
toxinogénése et de I'autolyse baclérienne du Pl. telani n'est pas claire.

Quoi qu'’il en soit il n’esl pas facile de détecter par diflusion
le vrai anticorps-anliloxique des auires anlicorps-anlibaci¢riens. A ce
propos nous avons cherché a purifier des sérums antitétaniques pré-
levés chez de chevaux au commencement de I'hyperimmunisation
en vue d'obtenir de l'antliloxine immunochimiquement pure ne possé-
dant gu'une seule zone de dilffusion sur gel.

Voici les résultats oblenus (tahleau 1V).

Ainsi on constate que la purification par la méthode de Pope
du plasma tétanique de [aible tilre peut donner naissance a une anti-
toxine immunologiquement pure, mais cette antiloxine, dans les essais
précédents, a perdu son pouvoir floculant; dans d’autres essais le
temps de floculalion esi exirémement allongé (24 heures et plus).

Les floculalions bactériennes sont suspendues par l'insufli-
sance des anticorps correspondants. L’absence de la vraie floculation
peut élre également attribuée au manque de substances favorisant
P'apparition des flocons visibles.

Les anticorps antibactériens présenls dans le sérum brut anti-
tétanique sont a des concentratlions diflérentes; ils sont minimes et
non mesurables chez les sujets vaccinés mais s’élaborent au cours
de I'hyperimmunisation.

Nous avons donc pu proliter de l'absence de ces anticorps
pour établir une relation, biem qu’approximative, entre le titre anti-
toxique et les anticorps détectés par diffusion en gelose.
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CONCLUSION

A la suite de l'injection au cheval de toxine télanique, com-
plexe de toxine et d’'antigénes bactériens, un complexe anlitoxine-anti-
corps s’élabore dans I'organisme de I'animal.

Il est possible d'établir la valeur approximalive de l'anti-
toxine chez les chevaux vaccinés en vérifiant le nombre tolal des
anticorps détectables par diffusion en gélose.

SUMMARY

Following the injection of Horse with crude Tetanus loxin,
mixture of true molecular toxin and bacterial anligens, the corres-
ponding amtibodies are elaborated.

Using Agar gel diffusion it is possible to establish, in Horses
vaccinated against Tetanus, some approximative relalion betwcen 1le
A.U./ml and the number of visible lines.
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