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APPLICATION DE LA METHODIL
PAR DIFFUSION D'OUDIN-OAKLLEY
POUR LE DENOMBREMENT DES ANTIGENES TETANIQULS

par

A. Raryr, H. Mir Cuamsy et J. I.. DiErsan-

Avant les travaux récents d’Oudin (26-32) sur la dillfusion de
T’antigéne dans un milien gélifié renfermant 'immunsérum, 'immuno-
chimiste ne possédait que des méthodes approximalives pour Ia détec-
tion du nombre des antigénes ou des anlicorps présents dans un li-
-quide ; griace aux recherches de cet auteur des mélhodes précises furent
mises au point pour le dénombremenl des antigénes ou des anticorps,

Il est probable que Bechhold, 1905 (3), ait éié le premicr a
démontrer la lormation de précipité localisé quand un antigéne diffuse
dans un gel conlenant 'anticorps correspondant.

Ascoli el Valenli, 1910 (2), par superposilion de Panligéne et
du sérum précipitant, obtiennent un bon résultat dans le diagnoslic
-du charbon bactéridien.

Nicolle el ses collaborateurs, 1920 (13), inspirés par les travaux
d’Ascoli, appliquent sa technique, modiliée, pour le litrage des anti-
génes et des anticorps. On mélange un volume égal de sérum équin
et de gélatine a I'’eau physiologique ; on répartit en tubes (2 ml par tube)
et on fait prendre dans la glaciére. On superpose aux culots solidiliés
-des quantités décroissantes de sérum de lapin anticheval et on obtient
ainsi la formation de lignes caractéristiques a la limite de I'anticorps
et de l'antigénec-gélatine.

Dans une 2¢ note (14) ces auteurs appliquent ce procédé au
“titrage des loxines et des antitoxines diphtériques et tétaniques. Le
procédé consiste 4 déterminer la plus petite quantité de sérum qui,

* Revue d'Immunologie, 18, 1954, 391 —398.
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aprés 2 heures de contact a 40°C avec un gel de gélatine contenant
50 p. 100 de filtrat loxique, aboutit & T'apparition d'un disque visible;
les résultats du titrage par ce procédé sont comparables a ceux du
titrage in vivo.

Reiner ¢t Kopp en 1927 (39) confirment les constatations de
Bechhold.

Draprés Oudin (1946) dans les systémes précipitants simples,
ol un seul antigéne réagit, il y a une scule zone et un seul maximum
de densité de précipité (MDP), la distance du précipité a l'interface
est proportionnelle a la racine carrée du temps; le MDD est propor-
tionnel & la concentration initiale de l'anticorps mais indépendant de
la concentration initiale de I’antigéne; alors que les antigénes protéi-
diques donnent une zone de précipitation & fronti¢re bien franche;
certains hapténes glucidiques bactériens donnent une zone sans [ron-
tiére nette.

Dans les syslémes précipitants complexes chaque antigéne agit
ravec son anticorps d’une maniére indépendante, sans inlluer les uns
sur les autres, 'image reste «semblable» 4 elle-méme en s’allongeant
au cours du temps et les MDP sont constants; le nombre des anti-
génes est égal a celui des [rontiéres ou des MDP.

Le procédé d’Oudin a été appliqué par d’autres auteurs a
-divers systémes antigéne-anticorps.

Quchterlony, 1948 (16-25), d’une part, ct Eleck, 1948 (5-6) d’autre
part, en appliquant ce procédé soit au moven de cupules ménagées
dans la gélose renfermant I'antigéne ou l'anticorps, soit au moyen de
bandes de papier liltre imprégnées par ces réactifs, ont montré I'iden-
tité de la toxine diphtérique quelle que soit la souche qui sécréte la
toxine. Lleck et Levy, 1950 (7), éludient la toxinogenése de différentes
souches de staphylocoque et constatent quen employant des bandes
de papier filtre imprégnées par les réaclils, on arrive a dénombrer les
antigenes hémolytiques des souches toxigénes. Munoz et Becker, 1950
-(12), comparent les résultats d’analyse immunochimique classique et
la dillusion en gélose et conlirment également la conclusion d’Oudin
.4 propos du nombre des bandes de précipitation qui est équivalent au
minimum de syslémes antigéne-anticorps présents dans le liquide a
analyser. Jensen et IFrancis, 1953 (8), ont appliqué la technique de
diffusion soit dans des lubes, soit dans des boites de Pétri aux diflé-
rentes souches de virus grippal; ils obtiennent des bandes de précipita-
tion spécifique pour les immunsérums correspondants.

Ambrose et Easty, 1953 (1), par une technique interférométrique



DENOMBREMENT DES ANTIGENES TETANIQUES 7

prennent des photos {rés nettes des bandes de précipitation formées
dans la gélose contenant 'immunsérum.

La modificalion prévue dés 1946 par Oudin, mais réalisée par
QOakley en 1953 (15), [acilite la détection de plusieurs systémes anti-
géne-anticorps. Oakley introduit une colonne de gélose ou de gélatine:
simple qui forme tampon entre la colonne d'immunsérum solidifié en
bas du tube et 'antigéne de la parlie supérieure. Les 2 réactifs dif--
fusent des 2 c¢otés dans la zone tampon ou ils forment des zones de
précipitation.

Grace A cetle technique, Pope et ses collaborateurs, 1951 (34),
arrivent 4 démonlrer la complexité de l'antigéne diphtérique purifié-
par Pappenheimer (33) et supposé pur; ces auteurs montrent que dans
la toxine diphtérique brute (souche I>. W, 8) il ¥y a au moins 24 an-
tigénes ou hapténes précipilant avec leurs anticorps respectifs présents
dans l'antitoxine commerciale. Dans la loxine purifiée de Pappenheimer,
ils trouvent 14 antigénes, 7 majeurs et 7 minuers selon I'intensité des
couches formées; mais par de nouvelles méthodes de purification, ils
obtiennent des toxines pures ayant seulement 5 lignes de précipitation.
La plupart de ces antigénes sont des enzymes protéolytiques dont I'ac-
tivité est neutralisée par les anlicorps correspondants.

Nous avons appliqué cetle technique pour délecter le nombre
des antigénes présents dans les filtrals télaniques et conlroler chaque
étape de la purilication des antigénes 1étaniques.

MATERIEL ET TECHNIQUE
Nous appliquons la technique ’Oakley dont voici les détails :

A une solution trés claire de 2 p. 100 de gélose dans 'eau salée-
a 1 p. 100 et merthiolatée a 1 p. 10000 maintenue & 54° C., on ajoute un
volume égal de 'antitoxine tétanique puriliée par digestion enzymatique,
dénaturalion thermique et précipitation au sullale d’ammonium (4).
Nous employons dans loules ces expériences une anliloxine de 1000 U.
A /ml. On distribue le mélange gélose-anliloxine & 54° C dans des tubes
de 80 x 8 millimétres a raison de 0,4 ml, en prenant la précaution de ne
pas toucher les parois du tube et en évitant la formation de hulles d’air..

Quand celle colonne est solidili¢e on ajoute dans chaque tube
0,1 ml d'une solution de 1 p. 100 de gélose dans l'eau salée & 1 p.
100 et merlhiolatée a 1 p. 10000. On remplil alors les tubes jusqu'a
environ 1 centimetre de Touverlure avee le filtral tétanique i ¢tudier,
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également merthiolaté a 1 p. 10000, puis on ferme les tubes avee du
plaslicéne. Les tubes sont conservés a 25° C. On note les résultats a
parlir du 2¢ jour ¢t jusqu'au 5 ou 6° jour.

La toxine tétanique est préparée, soit & parlir du milieu de
Prévot et Boorsma (35), dont une formule plus récente a été décrite
par Turpin, Raynaud et Rouyer (40) soit dans le milien de Mueller et
Miller (9), préparé selon la formule de 1951 (10) (*).

Le milicu est réparti dans des Erlenmeyers de 1 litre & rai-
son de 830 millilitres ou daus de gros lubes & raison de 20 millilitres.
On ensemence le milicu sorti de 'nuloclave et refroidi a 35° C avec
I'une des 9 souches toxigénes de Pl. t{efani dont nous disposons.

Pour préparer I'antigéne on [iltre la culture d’abord sur papier
filtre puis sur filtre Seitz (EK).

La purification se [lait par une mélhode mise au point &
IInstitut Razi (non publiée).

La L[ est délerminée par la floculation de Ramon et I'extrac-
tion de I'endoloxine par la méthode de Raynaud (36-38).

Le milieu de cullure non ensemencé est employé comme té-
moin; pour le milieu de Prévot et Boorsma on voit 2 lignes de pré-
cipitation dues a l'anticorps antibocuf présent dans I'antitoxine alors
que pour le milieu de Mueller et Miller nous n’avons pas observé ces
lignes de précipitation non spécifiques.

La lyse baclérienne est suivie et mesurée a I'aide du néphé-
lomeétre Coleman, modcele ne 7.

FORMATION DES ANTIGENES OU HAPTENES
AU COURS DE LA CULTURE

RAPPORT ENTRE LA LYSE BACTERIENNE ET LE NOMBRE
DES ANTIGENES LIBERES

Deux souches de Pl. tetani R (I. P. Paris) et Welcome 509
(I. N. H. Ulrecht) sont ensemencées sur le milien de Prévot et Boors-
ma; on suit la croissance baclérienne et l'on constate qu’aprés la

(") Le travail ayant été effectué avant la modification de la formule apportée par
Mueller et Miller (11).
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phase maximum stationnaire, ou la mulliplication baclérienne s’esl
arrélée, I'autolyse cst mesurable. Dix-huit jours aprés le début de la
culture, une lyse de 25 a4 50 p. 100, selon la souche et le milieu em-
ployés s’est produile.

Des tubes de cullures [illrées les 4¢, 7¢, 11¢ el 18¢ jours montrent
que le nombre d’anligénes (haplénes) augmente avec I'dge de la cullure.
Les résultats sont rassemblés dans le tableau I.

TABLEAU 1
Age des cultures. . 4 Jours 7 Jours 11 Jours | 18 Jours
Souche . . . . . R w R W R W R W

Nombre d’Antigénes
(Hapténes) . . . 7 8 13 8 13|10 15| 14

Lyse bactérienne °/, 18 1 23 | 34 | 24

Celle expérience, répétée avec 7 autres souches de Pl. telani
toxigénes, aboulit toujours au méme résultat; autolyse plus ou moins
marquée observée au cours du vieillissement de la cullure et aug-
mentation progressive du nombre d’antigénes (20 détectés au maximum
dans le milieu de Prévot et Boorsma).

Cette autolyse est fonction de la souche employée. Certaines
souches, par exemple W, sont plus rapidement autolytiques que d’autres.

Ces expériences nous premetient de conclure, comme Oakley
(1953), que les nouveaux antigénes sont probablement formés a la suite
de l'autolyse bactérienne et de la dégradation des grosses molécules en
nouveaux éléments susceptibles de précipiter avec leurs anticorps cor-
respondants. Ces antigénes ou hapténes proviennent, soit des corps
bactériens, soit de la toxine elle-méme; d’ot la complexilé de la toxine
tétanique brute.

On peut diviser ces antigénes en 2 groupes majeurs et mineurs
selon l'intensité des lignes de précipitation.

Le tableau Il monlre que presque 50 p. 100 de ces antigénes
sont majeurs.
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TABLEAU 11

Cullure de 4 jours sur milieu de Prévot et Boorsma

Souche R W Tulloch g 4 Alger
type 1
Antigénes totaux. . 15 18 10 12
Anligénes majeurs . 5 8 5 5
Souche Mérieux [Stockholm| I. P. Harvard
Antigénes totaux. . . 10 9 10 10
Antigénes majeurs . . 5 5 5 5

On doit se rappeler que ces chiffres sont minima car il est
toujours possible qu’a la suite de la superposition des lignes [ormées
dans la zone tampon centrale du {ube on ne compte pas toutes
les lignes.

CONTROLE DE LA PURETE DES ANTIGENES TETANIQUES
PAR LA METHODE DE DIFFUSION DANS LE GEL

La technique de diffusion joue un réle remarquable dans le
contrble de la pureté des antigénes tétaniques; en effet on exprime
d’'habitude la pureté par le nombre d’unités floculantes existant dans
un milligramme d’azote protéinique et le coeflicient de purification est:

Unités mg. N. P. produit purifié

unités mg. N. P. produit brut

Or, quand il s’agit de produitls qui floculent trés lentement ou
lorsqu'on ne posséde que trés peu d’antigéne, comme dans le cas de
la toxine extraile des corps baclériens, on peut vérifier et comparer
la pureté par cette technique de diffusion.

Comparaison d'un antigéne tétanique brut et purifié. — L'ana-
toxine létanique n° 91 produite sur le milieu de Prévot et Boorsma
(souche R) a les caractéristiques suivantes :
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D. M. M. /cobaye de la toxine : 12X 105,

Titres : 18, 69 et 276 Lf/ml (on adopte le litre le plus bas,
18 Lf/ml, comme vrai titre selon Van Ramshorst et Rijks 1954 (41).

N. P./ml.: Omg. 135; 133 Lf/mg N. P.

Aprés purification :

Titre : 39 Lf/ml; N. P./fml. : Omg. 040; 580 Lf/mg N. P.,
coeflicient de purification : 4,3.

Antigénicité. — Une demi dose humaine de celte analoxine
adsorbée sur phosphale d’alumine et injectée aux cobayes protége 100
p. 100 des animaux vaccinés aprés épreuve avec 20 D. M. M. d'une
toxine tétanique stabilisée.

Dans le produit brut, il y a 12 antigénes ou hapténes dont 5
sont majeurs; dans le produit purifié il ne resle que 3 anligénes, les
aulres antigénes ou hapténes étant éliminés au cours de la purification.

Influence de l'age de la culture. — On étudie le nombre d’an-
tigénes présenls dans uue culture du méme lot aprés 4 jours, 9 jours
et 18 jours.

La culture est faite sur milien de Prévot et Boorsma avec la
souche Harvard a 35° C. Les prélévements sont filtrés sur bougie L3,
puis soumi 4 des essais de diffusion; les mémes produits aprés puri-
fication sont de nouveau contrélés par diffusion.

Le tableau III indique les résultats oblenus et montre la cons-
tance du nombre des lignes de précipitation aprés purificalion quel
que soit I'dge de la culture. Dans le produit brut au conlraire le
nombre des lignes de précipitation augmente avec l'age.

TABLEAU 111

Culture de 4 jours Culture de 9 jours Culture de 18 jours
Brut Purilié Brut PPurifié Brut Purifié
9 4) 5 (1) 10 (5) 5 (1) 15 (7) 5 (1)

(Les chiflres entre parenthéses indiquent les lignes miajeures.)

Influence de la souche. — Deux toxines tétaniques préparées
sur milieu de Prévot et Boorsma avec les 2 souches R «t Welcome ont

les particularités suivantes :
L
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Titres Lf/ml D.M. M. /cobaye mgN.P./ml Lf/mgN.P.

Souche R... 42, 91 et 260 2 X 105 0,165 250
Souche W... 27, 126 et 290 1,5 X 10-3 0,119 225

Aprés détoxication et purification on a:

Titre Lf/ml mg N. P./ml L/ N.P.
Souche R ... 42 0,065 646
Souche W . .. a8 0,058 655

La méthode de dilfusion pratiquée avec ces anatoxines nous
donne les résultats suivant :

Anatoxine brute Anatoxine purifiée

Souche R ... 13 () 4 (2)
Souche W. .. 8 (3) 4 (2)

Comparaison entre la toxine diffusée dans le milieu el la toxine
exiraile des corps microbiens. — La toxine a été préparée sur milieu
de Prévot et Boorsma avec la souche R pendant 4 jours a 33° C.

Les germes sont recueillis par centrifugalion a + 4° C. Le
culot de centrifugation est lavé 3 fois 4 + 4° C. aveec de l'eau distillée.
Les corps microbiens sont mis en suspension dans un volume de solu-

lion saline hypertonique (NaCl '\:' et citrale de sodium %) égal 1/10 du

volume du bouillon initial et laissés 24 heures 4 O° C. Aprés ce délai
la suspension esi centrifugée (3 000 t. p. m., 30 mn); puis le liquide sur-
nageant filtré a travers une bougie L3.

On constate par diffusion qu’il y a 15 anligénes ou hapténes
dans la toxine diffusée dans le milieu de culture avec 6 antigénes
majeurs; alors que dans la toxine extraile des corps microbiens, il n’y
a plus que 5 anligénes dont 2 sont majeurs.

Dans un autre essai réalisé avec la souche Harvard et sur
milieu de Mueller et Miller (cullure de 6 jours a 35° C) on observe 7
antigénes dont 3 majeurs dans la foxine diffusée dans le milieu de
culture, el 4 anligénes donl 2 majeurs dans la loxine exlraile des corps
bactériens.

La méthode par diffusion nous montre que la toxine extraite
des corps bactériens contienl beaucoup moins d’antigéne, ou haplénes,
gue celle qui a diffusé dans le milieu de culture.
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~ CONCLUSION

La toxine tétanique, quelle que soit la souche toxigéne, est

un ensemble complexe d’antigénes ou hapténes libérés dans le milieu
de culture.

L’autolyse bactérienne et la dégradation des grosses molécules

en petits fragments au cours du vieillissemenl de la culture augmentent
le nombre des antigénes.

La technique de diffusion sur le gel d’Oudin, modifiée par

Oakley, nous permet de dénombrer ces antigénes. Elle permet égale-
ment de suivre la purification des antigénes tétaniques ayant diffusé
dans le milieu de culture ou extraits des corps bactéricns.
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