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INTRODUCTION
En 1851, Panum signale, pour la première fois, qu’on peul scinder lédifice protéique du sérum sanguin en deux parties qui paraissent être assez différentes l’une de l’autre. La dilution d’un sérum sanguin par de l’eau distillée, ou de l’eau légèrement acidulée provoque, en effet, la précipitation d’une fractions protéique qu’il dénomme le sérum-caséine.
Quelques années après, Alex. SCHMIDT qui croyait que le sérum-caséine de Panum provenait des éléments histologiques du sang en voie de coagulation, lui donne le nom générique de : globuline.
La notion de globuline se précise seulement en 1888 et se complète par celle d’albumine, grâce aux travaux d’'HOFMEISTER..
Ce chercheur introduit en effet, en sérologie, Ja méthode de fractionnement par le sulfate d’ammonium, utilisée encore à l’heure actuelle. L’action précipitante de ce sel s’effecuue en deux zones : l’optimum de la première a lieu pour une concentration du sulfate d’ammonium égale à la moitié de Ja saturation ; celui de la deuxième se produit lorsque ce sel atteint la saturation.
La première précipitation affécte une fraction des protéines qu’on appelle la globuline ; la deuxième intéresse le reste des protéines qu’on englobe sous le nom générique d’albumines.
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En 1899, Marcus Emiz, en 1900, Fuzp et SPIRO, puis
en 1903, PORGESs, Fuzp et SPIRO, montrent que la globu-
line est complexe et peut être divisée en deux fractions l’'englobuline et la pseudo globuline.
L’albumine et la globuline ne sont que des définitions qui représentent, pour le sérologiste, un pis aller. La physicochimie a dû, en effet, s’avouer incapable de déceler entre ces colloïdes des différences suffisamment nelles pour qu’on puisse leur attribuer une individualité physique.
Il nous suffit de relire les admirables ‘travaux de Sorensen et de ses élèves pour comprendre la complexité du problème. \
_ Cette carence de la physicochimie aurait entrainé l'abandon de cette division en globuline et albumine si l’immunologie n’était venue apporter son concours efficient, û
C’est en effet, vers 1800 que SENG apporta la première différenciation biologique de la globuline et de l’albumine. Cet auteur a montré que l’antitoxine diphtérique contenue dans le sérum antidiphtérique n’est pas répartie dans tout l’édifice protéosérique, mais localisé dans da globuline et plus précisément dans l’un de ses constituants : la pseudo globuline.
Depuis cette découverte de la localisation d’un anti corps, de nombreux chercheurs ont démontré que les propriétés anticorps des immunsérums sont toujours concentrés, en quasi totalité, dans la globuline.
C’est ainsi qu'aujourd'hui les sérums thérapeutiques « purifiés » sont constitués par des, solutions isotoniques de globuline, ou plus exactement de pseudoglobuline extraite du sérum complet.
En 1917, deux savants, PIETTRE et VILA mettent au point une nouvelle méthode de fractionnement des sérums ; cette méthode dite méthode de l’acétone consiste
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à précipiter les protéines sériques par l’acétone ; Le bloc ainsi précipité se divise au contact de l’eau en deux parlies, l’une insoluble, l’auter soluble.
Au début de leurs travaux, PIETTRE et VILA assimilèrent la fraction insoluble à la globuline, et la fraction soluble à l’albumine.
Pousuivant ces recherches avec ses élèves, Arcand et Ho Dac Han, PIETTRE sépare son albumine en deux
fractions, la myxoprotéine et l’albumine vraie.
Dans ce cas, encore, la physicochimie n’a pas été à même de différencier ces constituants. Bouraric et ses élèves ont montré cependant que le traitement par l’acétonie ne dénature pas physiquement les protéines.
Appliquant sa méthode de fractionnement aux immunsérums, PIETTRE a montré que les anticorps se localisent, non pas dans la globuline, mais dans l’albubine.
Résultat paradoxal, si on se laisse aller à identifier la globuline et l’albumine d'HOFMEISTER à celles de PIET- TRE : La globuline de l’un est biologiquement active et la globuline de l’autre est inactive.
En 1937, DOLADILHE apporte une nouvelle méthode de fractionnement qui permet d’extraire du sérum sanguin une substance lipoprotéique, la protéine visqueuse, de consistance visqueuse, translucide et teintée de jaune, dans laquelle se concentrent toutes les propriétés immunologiques du sérum sanguin. On y trouve en effet l’alexine (DOLALILHE) les anticorps (CHARPENTIER, DOLADI- LHE, MOREL) ct même les propriétés anaphylactisantes (CHARPENTIER, DOLADILHE, MOREL et PLACIDI). /
En 1939, un élève de DOLADILHE, Mazille, met au point une méthode électrique qui permet d’extraire du sérum la totalité de la protéine visqueuse ; la fraction résiduelle, constituée par une protéine est inactive, non
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seulement du point de vue immunologique, mais aussi du point de vue anaphylaclique.
Ces travaux qui sont en cours et que les hostilités viennent malheureusement d'interrompre, apportent une contribution intéressante au problème du fractionnement sérique. ;
Signalons que DOLADILHE et ses collaborateurs ont constaté que la propriété anticorps contenue dans la proléine visqueuse est localisée sur une fraction très petite de cette protéine ; ils ont institué une méthode de purification d’un immunsérum qui permet d'obtenir une solulion anticorps, anaphylactiquement inerte, en _extrêmement pauvre en protéine.
Ce résultat permet de se demander si la propriété anticorps n’est pas l’apanage d’une protéine, ou d’une substance colloïdale contenue en faible quantité dans Île sérum sanguin ?
Les derniers travaux de DOLADILHE nous apportent une réponse qui confirme cette hypothèse.
Cet auteur a montré, en effet, que si on précipite les protéines sériques par l'alcool éthylique, on peut extraire. de ces précipités une substance qui contient l’anticorps.
Cette substance active, soluble parfaitement dans l’eau, ne représente pas le dixième de la totalité des protéines. |
L'application de cette méthode de fractionnement, au sérum antidiphtérique, l'extraction et l’étude de la substance antitoxique constituent l’objet de ce travail.
TRAITEMENT DES SÉRUMS SANGUINS PAR L'ALCOOL
L'alcool possède vis-à-vis des protéines sériques un
pouvoir précipitant notable. :
Il suffit en effet, de diluer un sérum par le double ne de son volume d’alcool pour en précipiter la totalité des
protéines.
Influence de l’histoire antérieure du sérum
L'alcool modifie certainement les propriétés physiques des protéines précipitées. Ces modifications se traduisent surtout par une diminution de la solubilité en eau distillée ou dans les solutions salines.
L'histoire antérieure du sérum sanguin conditionne étroitement ces modifications. Prenons par exemple plu-
* Le die
Le EU It PS
sieurs échantillons du même sérum (Cheval par exemple), précipitons les protéines par l’aleool (4em° d'alcool et 2 cms de sérum) et comparons leur solubilité. Les résultats sont très différents suivant l’histoire antérieure du sérum. |
Si le sérum n’a pas été chauffé (55° — 1 heure) la solubilité des protéines précipitées diminue rapidement à mesure que le sérum vieillit.
Si le sérum a été chauffé peu après sa sortie de l’organisme, la solubilité des protéines est indépendante du vieillissement. Le chauffage stabilise donc les colloïdes sériques.
Pour comparer la solubiilté des protéines on les disperse dans des solutions, diluées d’ammoniaque contenant des quantités croissantes de cette basse, de telle façon que le pH aille en croissant de 7 à 10.
Au bout d’une heure on compare au photomètre de
Verne l’opacité des solutions protéiques.
Lorsque le cœfficient de solubilité est élevé, les so-
lution sont limpides à patir du pH 7, lorsqu'il diminue, la limpidité n’est obtenue que pour un pH supérieur.
Influence du volume d’alcool
Nous avons constaté un fait très curieux, Toutes condilions égales, l’action dénaturante exercée par l'alcool sur les protéones sériques diminue énormément à mesure que croît le volume d'alcool employé pour les protéger.
Voici un exemple de ce résultat : On dilue un centimètre cube de sérum de Cheval chauffé, par des volumes croissants d'alcool étylique à 95°, on centrifuge pour séparer le précipité qu'on lave à l’éther et dessèche dans le vide. On reprend ensuite d’extrait sec par 1 centimètre cube d’une solution ammoniacale neutre, c’est-à-dire de
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| pH = 7. On constate que la solubilité de ces protéines 4 augmente considérablement à mesure que croît le volu- _ 51 me d'alcool utilisé pour leur précipitation.
Le tableau I éen donne un exemple numérique. Les
chiffres inscrits indiquent en unités du photomètre Ver-
| ne, l’opacité des solutions en fonction des volumes d’alcool (Popacité de l’eau est égale à zéro).
TABLEAU I
; ; Volumes. d'alcool
| ee 2e 10 20 © 50 75 100 4 en centimètres cubes
* Opacité l'OM L0EE0 902005520250 0,15 |
Les solutions limpides obtenues-aux grands volumes
; d’alcool es comportent comme le sérum déminéralisé par l’électrodialyse. Elles précipient en partie sous l’influence
des ions hydrogène et le précipité contient la protéine
visqueuse.
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Influence de l’action dénaturante de l’alcool sur le fraction-
nement des protéines sériques
L'action dénaturante exercée par l’alcool ne s’étend pas à la totalité des protéines. Une partie d’entre elles paraît échapper à cette action. C’est, du moins, ce que permet de penser le fait suivant : On peut extraire du bloc protéique de faible solubilité, une substance colloiï-
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dale de nature protéique, excessivement soluble dans l’eau distillée. Cette extraction effectuée, pour la pre-
\ mière fois par DOLADILHE, a conduit cet auteur à quelques observations très intéressantes. Il a constaté, en opérant sur du sérum hémolytique, que cette substance contient l’hémolysine et est, par conséquent immunologi-
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quement active. Cet auteur a montré aussi que, précipitée par l’acétone, cette substance se transforme au contact de l’éther en une substance huileuse translucide et teintée et jaune. |
Technique de l’extraction de la substance huileuse
On précipite les protéines sériques par un volume d'alcool double de celui du sérum complet. On sépare le précipité par centrifugation, on l’agite en présence d’é- ‘ tehr, on centrifuge de nouveau à grande vitesse (6.000 t. par minute) et on décante l’éther.
On verra ensuite sur le précipité que la centrifugation a collé au fond du tube. quelques centimètres cubes d’eau physiologiqe ; on laisse reposer six heures et on décante. - ne:
La substance huileuse a diffusé dans l’eau physiologique. On le constate en le précipitant par l’acétone. En . agitant le précipité en présence d’éther sulfurique (66°) on observe la formation d’une substance huileuse jaune et translucide qu’on sépare par centrifugation.
Cette substance est parfaitement soluble dans l’eau distillée ordinaire.
FRACTIONNEMENT DU SERUM ANTIDIPHTÉRIQUE PAR L'ALCOOL
Nous avons utilisé du sérum antidiphtérique de l’Institut Pasteur titrant 300 unités antitoxiques par centimètre cube inactivé, par chauffage peu après sa sortie de l'organisme.
Pour extraire la substance huileuse, nous avons utilisé la technique exposée dans le chapitre précédent. Chaque expérience a été effectuée sur deux centimètres cubes de sérum. é |
Dans la première série de nos expériences nous avons _ effectué nos msures avec la solution obtenue par diffusion directe de la substance huileuse dans l’eau physiologique. De façon à pouvoir comparer cette solution au. sérum complet, le volume d’eau physiologique ajouté à chaque précipité a été de deux centimètres cubes.
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Titrage du pouvoir antitoxique
Nous avons utilisé la méthode dite du « L + » en employant de la toxine diphtérique étalon préparé à l’Institut Pasteur de titre « L + » — Occ,22.
Nous rappelons le principe de ce titrage.
Une toxine étalon de titre 0,22 par exemple, est une toxine qui, dans Occ,22 contient 101 fois la dose toxique pour un Cobaye pesant 250 grammes.
Une dose toxique, tue en quatre jours un Cobaye de ce poids.
Supposons qu’on veuille déterminer le titre en unités antitoxiques d’un sérum antidiphtérique.
On ajoute 2cc,2 de la toxine éalon dilueé dix fois dans l’eau physiologique (c’est-à-dire 0 ce, 22 de toxine pure) à un volume v de sérum et on injecte le mélange ainsi constitué, à un cobaye, par voie sous cutanée.
Si le sérum n’a pas neutralisé les 100 doses mortel-
les, le Cobaye succombera avant le quatrième jour. Si le -
sérum neutralise 100 doses mortelles, le Cobaye succombera le 4° jour, ou sera très malade.
Si le sérum neutralise les 101 doses mortelles, l’animal ne sera pas affecté par l’injection. En effectuant plu. sieurs mélanges avec des doses croissantes de sérum on pourra donc déterminer le titre approximatif.
On trouvera toujours deux volumes v, et v, dont l’un v, neutralisera incomplètement la toxine, et l’autre V2 la neutralisera complètement.
On recommencera l'expérience en ‘utilisant des doses
de sérum comprises entre les volumes v, et v, jusqu’à ce qu’on détermine le volume v, compris entre v, et Va qui neutralisera exactement 100 doses mortelles. Ce volume v, contiendra (,par définition de l’ unité antitoxique) une une unité antitoxique.
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Pour un sèrum antidiphtérique titrant 300 unités antitoxiques par centimètre cube, ce volume v, sera extrêmement faible ; il sera en effet de 1/300° de centimètre cube.
Pour obtenir une si faible quantité de sérum, il suffit de diluer le sérum 300 fois par de l’eau physiologique et d'ajouter à la toxine un centimètre cube de cette dilution.
L'injection du mélange ne peut se faire sans perte de liquide ; une faible partie peut suinter au dehors. Pour éviter de trop grandes erreurs, on a coutume de porter chaque mélange à quatre centimètres cubes par l'addition d’eau physiologique.
On ne procède à l'injection du mélange que vingt minutes après sa confection ; ce laps de-temps est nécessaire pour que l’action neutralisante de l’antitoxine s’xerce dans les meilleures conditions.
Nous avons procédé à de nombreux titrages du pouvoir antitoxique des solutions de substance huileuse, mais nous n’avons pas cherché à déterminer le titre exact. Il nous aurait fallu une quantité trop importante de toxine étalon. Nous nous sommes contenté de le déterminer approximativement. -
En exemple, nous avons transcerit dans le tableau IT, les observations faites au cours d’une de nos séries d’expériences.
TABLEAU II
Volume de la solution ajouteé
à 2 ce, 2 de toxine étalon. Observation 1/50 survie 1/100 survie =1/150 | survie 1/200 survie 1/250 survie 1/300 mort le troisième jour
Ce résultat montre que cette solution de substance huileuse contient plus de 250 unités antioxiques par centimètre cube, mais moins de 300 unités.
On voit aini que la quasi. totalité de l’antitoxine diffuse, avec la substance huileuse, dans la solution physiologique qui surmonte le précipité des protéines.
Expérience sur le sérum antidiphtérique frais et non chauffé |
Ayant eu en notre possession du sérum antidipthérique le lendemain de sa sortie de l'organisme, nous avons constaté que le fractionnement alcoolique: conduit aux mêmes résultats. L’antioxine diffuse en quasi totalité en même temps que la substance huileuse.
Nous avons eu l’occasion de faire une observation intéressante : l’alexine diffuse en même temps que l’antitoxine. La solution de substance huileuse est en effel capable d’hémolyser les globules rouges sensibilisés, Noussignalons ce fait.
ESSAI DE DÉPROTÉINISATION DE LA SOLUTION ANTITOXIQUE
Nous avons vu que la substance protéique qui diffuse spontanément hors du bloc des protéines précipitées par Palcool est soluble dans l’eau. On peut donc l’obtenir en
solution aqueuse en versant sur le précipité de l’eau dis-
tillée, au lieu d’eau physiologique. On peut aussi opérer comme suit : On précipite la protéine de sa solution phy- _ siologique par l’addtion d’acétone ; on agite le précipité dans l’éther sulfurique, et on dissous dans l’eau distillée la substance huileuse qui se forme au contact de l’éther.
En solution aqueuse, cette protéine est très sensible _à l’action floculante des ions hydrogène. Gette floculation évolue en zone, c’est-à-dire qu’elle n’a lieu que dans un intervalle bien défini du pH de la solution. La zone est très étroite. C’est ce que montrent les chiffres inscrits dans le tableau JT.
TABLEAU II
PH de la solution 4,5 56 5,7 6 6,3 6,9 7 RP RE A lue Observations , Le … floculation Fu S floculation floculation
Pour amenre la solution à la floculation optima, la méthode la meilleure consiste a déterminer d’abord, sur un échantillon, la quantité de solution acide à ajouter pour que. le déséquilibre soit instantané. Nous avons adopté pour cette manipulation la technique préconisée par PIETTRE. Voici notre méthode opératoire :
On précipite les protéines de dix centimètres cubes de sérum antidiphtérique. On laisse diffuser la substance huileuse dans dix centimètres cubes d’eau distillée. On divise cette solution en dix échantillons, chacun de un centimètre cube qui nous servirons à déterminer la concentration optima de la solution acide qui provoquera la floculation instantanée. .
L'agent floculant dont nous nous sommes servi est une solution d’acide chlorydrique centinormale.
En premier lieu, on déterminera approximativement la quantité minima de la solution acide nécessaire pour provoquer la floculation, pour cela on ajoute la solution acide goutte à goutte, jusqu’à apparition d'un trouble. On détermine ensuite la quantité de la solution acide qui correspond à la fin de la zone de floculation ; on ajoute donc, à un deuxième échantillon, la solution acide, goutte à goutte, juqu’à ce que la floculation se produise, puis disparaisse.
On obtient de cette façon les limites de concentraion en acide chlorhydrique entre lesquelles se produit
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la floculation, Ces limites sont très étroites. Pour le sérum antidiphtérique dont nous nous sommes servis el pour un échantillon de un centimètre cube, la floculation commence avec Occ,;15 de la solution acide et se termine avec Occ,25. Pour déterminer d’une façon aussi précise que possible la quantité optima d’acide, on ajoute à un nouvel échantillon Occ,10 de la solution d’'Hci centinormale.
Nous obtenions la floculation instantanée de un centimètre cube de la solution par l’addition de Occ,15 d’Hci centinormal et Occ,45 d’Hel millinormal.
Après avoir amené la solution protéique à la floculation instantanée, on laisse sédimenter pendant une heure, on centrifuge et on obtient une solution limpide, stable dont nous allons éudier les propriétés.
Propriétés antitoxiques
Elles sont très sensiblement équivalentes à celles de la solution non purifiée.
Nous avons constaté en effet dans toutes nos expériences une faible différence entre les titres antitoxiques de ces deux solutions.
En voici un exemple
Expérience N°° 5.
| moins de 300 U A plus de 250 U A
| moins de 250 U A plus de 200 U A
Solution non purifiée Solution purifiée
Propriétés anaphylactiques
Nous avons procédé, par anaphylaxie, à l’étude comparative des solutions purifiées et non purifiées. Nous avons utilisé le Cobaye et opéré de la façon suivante.
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Un premier lot de Cobaye reçoit une injection souscutanée de Occ,10 de sérum antidiphtérique compet. Un deuxième lot reçoit une injection sous-cutanée de Oce,10 de solution non purifiée. Un troisième lot reçoit une injection de Occ,20 de solution purifiée.
On dispose ainsi, après un mois d’incubation, de 3 lots de Cobayes sensibilisés respectivement avec du sérum complet, de la solution purifiée, et de la solution non purifiée,
Propriétés déchaïnantes
Pour déterminer comment les solutions purifiées et non purifiées déchaînent le choc anaphylactique, nous
nous sommes servi du premier lot de Cobayes. «
L’injection d’épreuve est faite par la voie intracar-
diaque. On injecte, dans chaque expérience, un centimè-
tre cube de solution.
Résultats. -— Nous avons constaté que la solution non purifiée déclanche le choc anaphylactique mortel, alors que l’injectiôn de la solution purifiée ne déclanche jamais le choc anaphylactique.
L’extraction par l’acide des protéines qui ont diffusé hors de l’édifice protéosérique précipité, prive done la solution de la propriété de déchainer le choc anaphylactique chez un Cobaye sensibilisé par le sérum complet.
Propriétés sensibilisantes
Pour déterminer si la solution non purifiée et la solution purifiée sensibilisent le Cobaye,nous avons éprouvé les Cobayes du deuxième et du troisième lot, par l’injec-
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Üon incardiaque de Oce, 5 de sérum antidiphtérique ou de sérum de Cheval.
Dans tous les cas, ces injections d’épreuve ont déclanché le choc anaphylactique mortel.
Les solutions purifiées et non purifiées sensibilisent
done le Cobaÿe à l'injection ultérieure de sérum antidiphtérique.
Conclusion
La solution obtenue par diffusion de la substance huiïleuse contient donc des protéines précipitables par les ions hydrogènes. Ces protéines n’entraînent avec elles, dans leur floculation, que très peu d’antitoxine ; la plus grande partie de cet anticorps reste dans la solution.
La solution d’antitoxine ainsi obtenue est très pauvre en protéines sériques puisque un centimètre cube est incapable de déchaîner le choc anaphylactique chez le Cobaye préparé par le sérum complet.
Elle contient toutefois suffisamment de protéines pour sensibiliser l’animal à ’injection ultérieure de sérum complet. La déprotéinisation n’est donc pas complète.
VIEILLISSEMENT DE- LA SOLUTION ANTITOXIQUE
_ Les résultats précédents nous montrent qu’on peut déproténéiser presque complètement un sérum antidiphtérique et obtenir une solution extrêmement pauvre en substances dissoutes, mais très riche en antitoxine. | Donnons, pour fixer les idées, quelques chiffres tirés d’une de nos expériences.
Le poids des protéines totales extraites de 10 centi- _ mètres cubes de sérum antidiphtériques est, après dessication dans le vide, de 1 gr. 06. :
Le poids des protéines non diffusibles, est, après dessication de 0 gr. 9 ; dix pour cent des protéines ont donc diffusé hors du précipité. À
Le poids des protéines floculées par l'addition d’acide à la solution antitoxique est sensiblement de 0 gr. 07 (après dessication). |
La solution antitoxique purifiée, tirée de 10 ec. de”
sérum contient done environ o gr. 09 de substances dissoutes.
Ce fait présente d’autant plus d'intérêt que la solution purifiée ne déclanche pas ie choc anaplylactique chez le cobaye sensibilisé par le sérum complet, la solution non purifiée ou a solution purifiée. II semble naturel de penser que nous sommes sur la voie d’une purification quasi totale des immunsérums.
Il nous a paru prématuré d'adopter cette conclusion avant de savoir si le pouvoir antitoxique se conserve, dans la solution purifiée ou non, comme il le fait dans le sérum complet.
Nous avons donc conservé stérilement et à zéro degré plusieurs échantillons de nos solutions purifiées ou non purifiées et nous avons procédé, à des intervalles de temps croissants, au titrage de leur teneur en antitoxine. Les résultats obtenus ont été assez décevants. Le pouvoir antitoxique de nos solutions diminue en effet très rapidement dès les premiers jours du vieillissement et atteint au bout de 10 à 15 jours une valeur infime. Ce fait présente une grande importance : nous avons donc répété de nombreuses fois les expériences. Les résultats ont été toujours comparables. |
Nous pouvons donc affirmer que le pouvoir antitoxique des solutions purifiées ou non d’antitoxine est instable et diminue d'intensité avec les temps.
Les chiffres inscrits dans le tableau V sont tirés d’une de ces expériences effectuée sur une solution puri-
fiée. Ils représentent le nombre d'unités antitoxiques
contenues dans 1 centimètre cube de ja solution le jour du fractionnement, puis 5, 10, 15 et 30 jours après.
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TABLEAU V
TITRE EN UNITÉS ANTITOXIQUES APRES : Jour du - fraction- 5 jours 10 jours 15 jours 30 jours nement
Conclusion. -— Le fractionnement par lalcool, des protéines du sérum antidiphtérique conduit à l’extraction de l’antitoxine unie à une très faible quantité des protéines sériques.
Ces solutions antitoxiques qui possèdent un pouvoir anticorps comparable à celui du sérum complet, n’en possèdent malheureusement pas la stabilité. Leur pouvoir antitoxique diminue en effet progressivement en fonction du temps.
: L'interprétation de ce phénomène est, très difficile. Tout se passe comme si l’alcool exerçait sur Pantitoxine une action dénaturante, d’allure assez lente, mais prolongée dont l'effet ne s’observe que plusieurs jours après le fractionnement. |
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CONCLUSIONS
1° L’alcooi éthylique à 95° possède, vis-à-vis des protéines du sérum sanguin, un pouvoir précipitant notable.
2° L'action dénaturante exercée par cet agent préci-
pitant est d'autant moins intense qu'est plus élevé le ° rapport.
Volume alcool.
Volume sérum.
3° En précipitant les protéines du sérum antidiphtérique par un volume d’alcool double de celui du sérum, on dénature instantanément une grande partie des pro-
téines. =
4° En versant, avec précaution, sur le précipité protéique, ainsi obtenu, de l’eau physiologique, on provoque la diffusion, dans ce liquide, d’une substance, apparam-ment non dénaturée, qui possède le pouvoir antitoxique, à un taux sensiblement égal à celui du sérum complet.
5° En utilisant de l’eau distillée au lieu d’eau phy-
| siologique, la solution antitoxique obtenue flocule par-
tiellement en présence des ions hydrogène. Le floculat est constitué par une protéine dénuée du pouvoir antiloxique.
TV et 6° La solution surnageante dont le titre antitoxique est sensiblement égal à celui du sérum complet, est tellement peu riche en protéine, qu’elle se révèle incapable de déclancher le‘choc anaphylactique chez le Cobaye sensibilisé par le sérum complet, la solution antitoxique non purifiée ou la ‘solution antitoxique purifiée.
7° Elle contient cependant suffisamment de: protéines pour sensibiliser le Côbaye à l’action anaphylacti- :
sante du sérum complet.
8° Le pouvoir antoxique des solutions purifiées ou non purifiées n’est pas stable. Il diminue progressivement en fonction du temps. Après quelques jours de conservation stérile, à zéro_degré, le titre en antitoxine a diminué de plus de 60 %.
(Travail effectué au laboratoire de recherches de l'Institut d'Hygiène et de Bactériologie de Dijon).
NU Le Président du Jury, y NOEL.
Le Doyen de la Faculté de Médecine de Strasbourg,
Signé : A. FORSTER.
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