
Det Kgl. Danske Videnskabernes Selskab.
Biologiske Meddelelser VIII, 6.

TOXINE ET ANTITOXINE 
DIPHTÉRIQUES

PAR

TH. MADSEN et S. SCHMIDT
(INSTITUT SÉROLOGIQUE DE L’ÉTAT DANOIS)

KØBENHAVN
hovedkommissionær: ANDR. FRED. HØST & SØN, kgl. hof-boghandel

BIANCO LUNOS BOGTRYKKERI A/S
1930

Pris : Kr. 2,00.



Det Kgl. Danske Videnskabernes Selskabs videnskabelige Med
delelser udkommer fra 1917 indtil videre i følgende Rækker:

Historisk-filologiske Meddelelser,
Filosofiske Meddelelser, 
Mathematisk-fysiske Meddelelser, 
Biologiske Meddelelser.

Hele Bind af disse Rækker sælges 25 pCt. billigere end Sum
men af Bogladepriserne for de enkelte Hefter.

Selskabets Hovedkommissionær er Andr. Fred. Høst & Søn, 
Kgl. Hof-Boghandel, København.



Det Kgl. Danske Videnskabernes Selskab.
Biologiske Meddelelser VIII, 6.

TOXINE ET ANTITOXINE 
DIPHTÉRIQUES

PAR

TH. MADSEN et S. SCHMIDT
(INSTITUT SÉROLOGIQUE DE L’ÉTAT DANOIS)

KØBENHAVN
hovedkommissionær: ÅNDR. FRED. HØST & SØN, kgl. hof-boghandel

BIANCO LUNOS BOGTRYKKERI A/S
1930





u commencement de l’année 1926 \ nous avons présenté
XX les premiers résultats d’une série de recherches con
cernant la réaction qui se produit entre la toxine et l’anti
toxine diphtériques. Ces recherches ont été continuées depuis 
et quelques publications ont paru déjà sur ce sujet2. Dans 
le présent mémoire, nous nous proposons d’exposer les 
résultats de nos plus récentes expériences et de formuler 
les conclusions auxquelles elles donnent lieu.

Indiquons tout d’abord brièvement les conditions de 
préparation des toxines et des sérums utilisés dans nos 
expériences:

Les toxines sont presque toutes produites avec la souche 
américaine Park Williams No. 8 et au moyen du bouillon 
Martin3. Si quelques expérimentateurs se sont heurtés à

1 Kgl. D. Vidensk. Biol. Medd. 1926, V, 9.
2 C. R. Acad. Sciences, 1927, 185, 1080; Z. f. Immunforsch. 1928, 59, 82.
3 Deux auteurs, Bronfenbrenner et Reichert (Journ. exp. Med. 

1926, 44, 553), ayant entrepris des expériences avec du poison botulinique 
et son antitoxine, ont émis l’opinion que le phénomène de floculation et 
la réaction anticorps: antigène seraient deux processus indépendants et 
qu’ils ne coïncideraient que »par hasard«. Si plusieurs expérimentateurs 
ont trouvé un accord satisfaisant entre la réaction de floculation et la 
neutralisation entre toxine et antitoxine, cela est probablement dû (d’après 
les auteurs mentionnés ci-dessus) au fait que presque tous les labora
toires se servent de la même souche de bacille pour la production des 
toxines.

Ces auteurs craignent que le dit parallélisme s’efface si une autre 
souche de bacille est employée.

Disons seulement qu’il s’agit ici d’une hypothèse nullement vérifiée 
par l’expérience. Au contraire, nous avons produit des toxines avec des 
souches d’origine différente et nous n’avons jamais constaté aucune 
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des difficultés en essayant de faire une forte toxine dans 
ce milieu, cela s’explique certainement par le fait que le 
bacille n’a pas été accoutumé préalablement au milieu1, 
car en général, on peut augmenter les propriétés toxigènes 
du bacille en faisant un nombre suffisant de repiquages 
dans le bouillon Martin.

Pour la production de toxine, nous nous servons de 
ballons du même modèle que ceux employés dans le 
laboratoire du Dr. L. Martin à l’institut Pasteur et nous 
avons pu constater que la toxine formée était dans ce 
cas plus forte que lorsque nous nous servions de vases 
d’ERLENMEYER. La culture est filtrée sur papier le dixième 
jour et le liquide clair, après addition d’un peu de toluol, 
est conservé à une température voisine de 0°.

Les sérums sont gelés et conservés à la température de 
15° au-dessous de zéro.

Voici maintenant la terminologie employée dans ce 
mémoire: Les propriétés spécifiques des toxines sont indi
quées par le nombre au cc de: 1) d. m. m. (doses minimes 
mortelles) sur des cobayes, 2) Lf (mélange d’une unité anti
toxique avec toxine en quantité suffisante pour tuer un 
cobaye de 250 gr. en 4 jours), 3) unités antigéniques.

différence, même minime, entre des toxines préparées avec la souche 
américaine ou d’autres souches déjà cultivées pendant longtemps dans 
le laboratoire ou encore avec celles qui étaient récemment isolées.

A titre d’exemple, nous mentionnerons une souche isolée d’un cas 
très grave de diphtérie (mortelle). Après quelques passages dans du 
bouillon Martin elle a été immédiatement utilisée à la préparation de 
la toxine. Ce bacille présentait un développement luxurieux avec for
mation d’un voile abondant déjà après 18 heures. La culture filtrée au 
dixiéme jour donnait un poison actif (5—7 unités antigéniques au cm8) 
qui ne se distinguait en rien des bouillons diphtériques préparés avec 
d’autres souches.

1 Wilcox, II. Journ. Inf. Dis. 1922,30, 536. Schmidt, S. Annal. Pasteur 
1925, 39, 875.
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Les deux premières expressions sont déjà utilisées partout. 
La troisième, introduite récemment par Ramon, demande à 
être expliquée: Par une unité antigénique (correspondant 
à Lf, limite of flocculation, d’après Glenny & Okell) 
nous entendons la quantité de toxine qui, en présence 
d’une unité antitoxique, donne la floculation initiale. Si 
p. ex. celle-ci apparaît avec 0,1 cc, cette toxine contient 
10 unités antigéniques par centimètre cube.

4) L’indice Kf (du xoôvoç, temps) exprime le temps 
(en heures et minutes) qui s’écoule entre l’établissement 
du contact toxine-antitoxine et le moment où apparaît le 
précipité indicateur.

5) Dans un sens analogue l’abréviation Kn indique le 
temps de neutralisation c’est-à-dire l’intervalle qui s’écoule 
entre le moment où sont mis en contact l’antigène et l’anti
corps, et le moment de l’équilibre du processus 7’ + A TA1.

Dans l’immunologie on s’est souvent servi de l’expression 
»avidité« pour caractériser l’intensité avec laquelle un 
sérum se combine avec la toxine spécifique. Pour nous, ce 
terme est synonyme avec la vitesse de réaction entre les 
deux composants. Ainsi un sérum avec une »grande avidité« 
indique un sérum, dont la réaction avec la toxine est 
rapide, etc.

Nous avons envisagé ainsi les aspects suivants du pro
blème toxine—antitoxine.

1. Titrage in vitro de différentes toxines vis-à-vis d’un 
sérum étalon.

2. Titrage in vitro de différents sérums vis-à-vis d’une 
toxine étalon.

3. Parallélisme entre les expériences faites d’une part 
in vitro et, d’autre part, in vivo?

1 T — toxine, A = antitoxine, TA = toxine—antitoxine (complexe).
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4. Relation entre vitesse de floculation et vitesse 
de neutralisation?

5. Dissociation du complexe TA.
6. Titre antitoxique des divers sérums déterminé simulta

nément sur cobayes (injection par la voie sous-cutanée) et 
sur lapins (injection par la voie intra-veineuse).

7. Relation entre le pouvoir curatif de l’antitoxine et 
son avidité avec la toxine.

1. La vitesse de floculation entre des toxines différentes 
et un sérum étalon.

Dans un travail antérieur, l’un de nous1 a fait 
remarquer qu’il n’existe aucun rapport entre la toxicité 
»actuelle« d’une toxine et la rapidité de sa floculation 
avec du sérum antitoxique présenté en proportions con
venables. On peut constater qu’une toxine »forte« réagit 
assez lentement avec l’antitoxine et vice-versa. D’autre part, 
dans certaines circonstances, il existe une relation entre le 
contenu en matières antigènes d’une toxine et la vitesse 
avec laquelle elle neutralise le sérum in vitro. On s’en 
rendra compte en regardant les tableaux No. 1 a et 1 b.

La valeur L/’ est indiquée par le nombre de doses Lf 
pr. cc; si par exemple on trouve la valeur 10 dans le tableau, 
cela veut dire que la valeur absolue est égale à 0,1 cc.

Dans la première colonne des tableaux se trouvent les 
numéros de préparations des toxines. La deuxième contient 
leur valeur antigène exprimée en unités antigéniques au cc. 
Vient ensuite l’indication du temps de floculation (Kf) en 
minutes. Dans les deux dernières rubriques sont réunies 
les valeurs d. m. m. et Lf des toxines.

Il ressort de l’examen de ces tableaux que les valeurs 
Kf dépendent du nombre d’unités antigéniques de la toxine

1 S. Schmidt, Annal. Pasteur 1925, 39, 875.
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Tableau No. la.
Montrant la vitesse de floculation de toxines différentes 

vis-à-vis d’un sérum étalon.

Sérum étalon no. 717; 140 U. A. au cc.

Toxine
No.

Unités 
antigéniques 

au cc

K/1 
en minutes

d. m. m.
au cc

Lf
au cc

46 13,2 13 1100 11
36 10,0 15 800 10
38 a 11,2 » 600 10,5
45 11,3 » » 11
34 10,5 20 » 8,25
35 11,0 » 500 8,0
44 9,94 » 600 8,5
30 10,0 25 500 9,1
42 10,0 » 600 8,0
41 9,9 26 » »
43 9,0 28 400 7,7
40 8,8 30 300 6,5
38 e 7,8 40 400 6,6
38 b 7,0 42 550 »
31 7,5 45 300 »
37 7,0 50 250 6,5
28 e 5,1 55 » »
26 c 5,8 » » »
38 c 4,9 65 400 4,0
38 d 6,3 » 250 5,0
26 b 4,3 75 » »
32 4,9 80 250 5,9
28 b 3,1 85 » »
26 d 3,0 105 » »

et non de la toxicité exprimée par le nombre de doses 
mortelles, ou par les valeurs Lf.

Les différences, en effet, sont considérables. Les toxines 
riches en unités antigéniques (10 au cc et plus) présentent 
une vitesse de floculation de cinq à sept fois plus grande 
que celle des toxines faibles en pouvoir antigénique (environ 
3 unités au cc).
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Sérum étalon no. 786; 220 U. A. au cc.

Tableau N o. 1 b.

Toxine
No.

Unités 
antigéniques 

au cc

Kf 
en minutes

d. m. m.
au cc

Lf
au cc

48 13,2 25 900 11,0
49 12,3 30 1000 11,0
50 12,0 » » 9,0
54 11,7 40 900 8,5
52 11,0 45 1000 »
53 10,5 » » »
51 7,7 60 550 6,6

En considérant ces résultats, il faut tenir compte de ce 
qu’il s’agit de toxines mesurées immédiatement après la 
sortie de la culture de l’étuve et sa filtration. En vieillissant, 
un bouillon diphtérique perd, on le sait, rapidement une 
partie de sa nocivité tout en gardant le caractère antigène. 
Il est intéressant de noter que l’avidité vis-à-vis de l’anti
toxine — liée à la fonction antigène — reste, elle aussi, 
indemne, à la condition que la température ambiante soit 
voisine de zéro. A titre d’exemple, nous citerons une toxine 
âgée de 30 ans environ. Ce produit, dont la toxicité corres
pondait à 3—400 d. m. m. au cc lorsqu’elle était fraîche, 
a diminué en pouvoir toxique de telle sorte que la d. m. m. 
actuelle est égale à 0,02 cc. Elle titre 5 unités antigéniques 
au cc et la valeur Kf est de 85 min. Une toxine fraîche 
du même pouvoir neutralisant (5,3 unités au cc) flocule en 
présence du même sérum étalon en 80 min. Le long 
vieillissement pendant lequel la toxine a perdu beaucoup 
de son caractère vénéneux n’a donc apporté aucune modi
fication à la fonction floculante, ni vraisemblablement non 
plus au pouvoir antigène.
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Les divers antiseptiques agissent différemment sur la 
toxine. Le toluol et le quinosol ne la modifient aucunement 
tandis que le phénol, les crésols, etc. détruisent partielle
ment ou complètement son pouvoir floculant.

Une toxine qui nous était envoyée d’un autre laboratoire 
présentait une valeur Kf de 2h, quoique son pouvoir anti
gène fût égal à 11 unités au cc. Et nous attribuons ce fait 
au contenu en phénol de cette toxine.

On ne peut pas établir, en règle générale, de 
parallélisme absolu entre le pouvoir antigène et 
la vitesse de floculation des toxines.

2. Vitesse de floculation de divers sérums antidiphtériques 
vis-à-vis d’une toxine étalon.

En examinant toute une série de sérums antidiphtériques 
provenant d’individus différents, on est frappé par les 
grandes variations que présente la vitesse de floculation. 
Le tableau No. 2 montre les détails d’un grand nombre 
d’examens.

La première rubrique contient le nombre des sérums 
examinés. Dans la deuxième rubrique se trouvent les valeurs 
Kf en minutes mesurées à 40° C. (bain-marie). Dans la 
troisième sont indiqués les titres antitoxiques. P. ex. 11 
sérums avec la même valeur, Kf 40 min., avaient des valeurs 
antitoxiques variant de 435 à 1580.

Le titre est déterminé au moyen d’une toxine étalon 
renfermant 7-—8 unités au cc. On voit que la majorité des 
sérums examinés a une vitesse de floculation correspondant 
à des valeurs Kf comprises entre 30 et 120 minutes.

Il sérums réagissent plus rapidement avec la toxine 
(Kf — 12—30 minutes) tandis que 9 présentent des valeurs 
Kf beaucoup plus grandes (entre 2 et 30 heures). Il ressort
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Tableau No. 2.
Indiquant le temps de floculation d’une série de sérums 

antidiphtériques des titres variables.

Nombre 
de sérums

Kf à 40° 
min.

U. A. au ce Nombre 
de sérums

Kf à 40°
min.

U. A. au cc

1 12 85 4 90 400—1000
1 15 250 1 95 175
1 17 40 2 100 185— 600
4 25 95— 850 3 105 300-1500
4 30 515—1000 1 110 800
8 35 250-1340 2 115 400- 500

11 40 435-1580 1 120 450
9 45 210—1000 1 150 500
8 50 400-1200 1 180 800
6 55 300-1000 1 210 300

11 60 250—1300 1 240 300
3 65 700—1100 1 270 1000
1 70 250 1 480 95
5 75 560—1050 1 840 150
2 80 450- 815 1 1800 50
3 85 21— 700

de ce tableau qu’il n’existe aucun rapport entre le temps 
de floculation et le titre antitoxique d’un sérum. Un sérum 
faible en antitoxine peut s’emparer très avidement de l’anti
gène et réciproquement. La valeur Kf varie donc beaucoup 
pour les sérums provenant d’individus différents. D’un autre 
côté, un seul animal producteur fournira très souvent d’une 
saignée à l’autre un sérum dont l’antitoxine présente une 
avidité constante avec la toxine, tandis que son titre subit 
des oscillations considérables.

Trois chevaux producteurs d’antitoxine diphtérique étaient 
saignés à des intervalles d’un mois environ. La vitesse de 
floculation et le titre étaient déterminés par la méthode de 
Ramon. Tandis que le titre varie d’une saignée à l’autre, 
la valeur de Kf reste assez constante.
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Tableau No. 3.
Montrant le titre antitoxique et la vitesse de floculation des 
sérums de quelques chevaux producteurs, d’une saignée à 

l’autre.

No. Date de la 
saignée

U. A. au ce Kf à 40°

752 27o 28 1300 145
7u 28 1000 125
712 28 700 135

27i 29 925 90
V* 29 800 110

788 27io 28 1550 55
17/h 28 1600 55
Wi2 28 1000 55
7i 29 1450 60
72 29 1580 40

805 n/i2 28 1000 35
27i 29 1050 35
“/• 29 700 30

Si l’on suit la formation d’antitoxine dans le sang 
d’un animal neuf soumis à l’immunisation antidiphtérique, 
on peut constater les plus grandes variations du temps de 
floculation. Nous donnons, à titre d’exemple, les résultats 
du titrage du sérum du cheval No. 802 au cours de l’immu
nisation. Au début de l’immunisation, le sérum réagissait 
si difficilement avec la toxine qu’il n’était pas possible de 
procéder au titrage par la méthode de floculation. Le 21 
novembre le temps de floculation était de 109 minutes, après 
quoi il est tombé brusquement, dans l’espace de 24 heures, 
à 32 minutes. Entre le 22 novembre et le 7 février nous 
n’avons constaté par des titrages presque quotidiens qu’une 
légère variation de la valeur Kf, celle-ci étant de 25—55 
minutes.
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Tableau No. 4.

Date des 
injections

Cheval
No. 802
toxine

Immunisé avec de l’anatoxine diphtérique

quantité saignée titre du sérum 
en U. A. au cc

Kf à 40° 
en minutes

7 H 28 Anatoxine 0,3 CC
711 — No. 41/28 —
7h — Lf = 9,9 —
7m — an cc 1,0 -
7m — —

’7u — —
12/m — 3,0 -
13/m — —
14/11 — —
1B/n — 10,0 -
16/u — —

17/m — —
W/m — 15,0 -
27m — 20,0 -
21/m — 30,0 - 11 109
22/m — 50,0 - 15 32
27m — 75,0 - 38 40
24/m — 100,0 - 57 33
27h — 125 25
27/n — 180 31
27m — 210 38
27m — 200,0 - 215 49
:’7m — 240 48
712 28 275 48
3/12 — 300 51
4/12 — 300 51
712 — 320 52
6/12 28 Anatoxine 400,0 - 345 49
712 — No. 42/28 375 48
712 — Lf = 10,0 360 40
°/12 —

’712 — 360 43
’712 —- 340 45
7712 — 600,0 - 360 40
*712 — 380 40
14/12 — 400 40
15/12 — 400 40
17/12 — 410 45
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Tableau No. 4 (suite).

Date des 
injections

Cheval
No. 802
toxine

Immunisé avec de l’anatoxine diphtérique

quantité 1
1

saignée titre du sérum 
en U. A. au ce

Kf à 40° 
en minutes

18/i2 28 Anatoxine 9 litres 410 45
l7i2 — No. 42/28 380 50
20/12 — Lf = 10,0 6 litres 380 50
21/12 — 320 45

— —
24/12 — — —
2712 — — —
2712 ~ 285 45
2712 — — 50
81/lü — 255 50
71 29 — —
7i — — 48
7i - 225 —
7i - — -—
7i - Toxine 200,0 ce 200 53
7i - diphtérique — —
7i - A 29 — —

10/i — Lf = 9,9 190 60
n/i — 185 55
*7i - 200 51
14/i — 400,0 - 345 50
47i -

w/i - 420 47
n/i - 460 —
47i - 500 42
*7i - — 40
27i - 600,0 - 8 litres 460 —
22/i - 420 —
27i — 7 litres 450 45
24/1 _ 410 40
25/1 _ 415 40
26/1 — 410 40
28/1 — 420 37
29/1 _ —- —
87i — — —
s7i - 400 —
72 29 * 420 35
72 — 420 —
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Tableau No. 4 (suite).

Date des 
injections

Cheval
No. 802
toxine

Immunisé avec de l’anatoxine diphtérique

quantité saignée titre du sérum 
en U. A. au ce

Kf à 40° 
en minutes

4/2 29 Toxine 400 37
72 — diphtérique 370 —
*■' 2 — A 29 360 40
7 9 ___ Lf = 9,9 350 40

D’autres individus produisent dès le début de l’immu
nisation un sérum qui peut être titré facilement par la 
méthode de floculation, même à l’époque où le titre anti
toxique est très bas (2—3 unités au cc), et présentent une 
constance plus prononcée encore en ce qui concerne le 
temps de floculation du sérum avec la toxine.

Quelquefois, la valeur Kf peut subir de grandes varia
tions dans le sérum provenant d’un individu. Ces variations 
s’observent surtout lorsque l’organisme immunisé vient de 
recevoir une nouvelle quantité d’antigène ou bien lorsqu’il 
contracte une infection accidentelle. Par exemple, nous avons 
vu ce phénomène pour le cheval No. 539 qui, après une 
primo-immunisation antidiphtérique, a été soumis au traite
ment par la toxine tétanique. Avant l’introduction dans 
son organisme du dernier antigène, l’animal avait fourni du 
sérum antidiphtérique floculant avec la toxine en 15 minutes. 
Pendant l’immunisation antitétanique les vaccinations avec 
la toxine diphtérique ont été suspendues. Pendant la baisse 
du titre antidiphtérique, l’antitoxine tétanique est apparue 
dans le sang (le titre correspondait à 200 U. A. au cc). Mais 
la chute des antitoxines diphtériques était accompagnée 
d’une augmentation de la valeur Kf; celle-ci, en effet, mon
tait de 15 minutes à 1 heure.
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La reprise des injections de toxine diphtérique a été 
suivie d’une production abondante de l’antitoxine corres
pondante — ascension rapide du titre jusqu’à 1200 U. A. —> 
mais la vitesse de floculation vis-à-vis de la toxine diphté
rique resta désormais constante (1 heure). Chose singulière, 
le temps de neutralisation déterminé par injection dans les 
veines des lapins des mélanges toxine-sérum était de 0h avant 
l’apparition de l’antitoxine tétanique dans le sérum, et n’a été au
cunement modifié malgré l’oscillation du temps de floculation.

Nous avons d’ailleurs eu l’occasion de constater qu’une 
introduction trop abondante de toxine dans l’organisme 
peut provoquer une hausse dans la valeur Kf du sérum,, 
surtout si l’état de santé de l’animal est altéré1. Voilà 
une raison pour procéder désormais aussi doucement que 
possible à l’immunisation des animaux (voir tableau No. 5).

On voit qu’au début de l’immunisation le sérum flocule 
rapidement avec la toxine. Mais après l’injection de 600 cc de 
toxine — ce qui amena un affaiblissement général de l’animal 
— la Kf remonte rapidement jusqu’à plus de sa double valeur.

3. Parallelisme entre les titrages in vitro et in vivo.
Si l’on consulte le tableau No. 6 ou se rendra compte 

que la méthode de Ramon fournit des résultats étant 
d’accord — dans la plupart des cas — avec ceux qu’on 
obtient en procédant selon la technique indiquée par Ehrlich. 
La concordance, en effet, est si grande que la méthode 
de Ramon permet de suivre les fluctuations du titre anti
toxique dans le sang d’un animal pendant la période 
d’immunisation. Cependant, il est des exceptions: ainsi les 
sérums dont l’avidité est très grande pour la toxine, pré
sentent en général un titre inférieur in vitro à celui

1 Nous sommes là en concordance avec les faits communiqués par 
Locke, Main & Miller. Journ. Inf. Dis. 1927, 41, 32.
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Tableau No. 5.

Cheval
No. 757 

date 
des injections

Toxine
Titre du sérum

U. A. au cc Aï 
min.

iaA 28 2,5 CC
17/7 ----- — 12 40
18/ ___ — 15 20
l0A - — 17 15
20/7 ----- — 19 15

27î - J injection du chlorure) 
( de manganèse J 19 15

28/î — 17 cc 27 19
24/î — — 27 15
25/î ----- 25 cc 29 15
26/7 — — 29 15
“7 7 ----- 75 cc 28 15
28A - 100 - 35 19
3°/7 _ injection du chlorure 

de manganèse 30 20
31/t — — 30 28
Va 28 — 30 37
78 ----- 125 cc
7s — 200 -
‘7b - 400 -

10/b
injection du chlorure

de manganèse
n/8 -

14/b —
15/b

— 130 40

16/8 -

17/b -
18/s -

( 600 (à la moitié de la 1
20/8- toxine était ajouté du 1

i
l tapioca 3 %) 1

21/b — chlorure de manganèse)
27b — 1 185 115
27s — - J 185 100

indiqué par la mesure in vivo; tandis que les sérums 
réagissant lentement avec la toxine montrent des propriétés 
inverses (tableau No. 6).
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Tableau No. 6.
Montrant les résultats d’un titrage d’un nombre de sérums, 
fait simultanément par la méthode de Ramon et par la 

méthode d’EHRLiCH.

Sérum
No.

Titre d’après
A'/'

Ramon Ehelich

754 95 160 12m
539 140 250 15m
748 30 56 20m
812 635 600 30m
811 1000 1000 —
799 560 560 35m
805 850 800 40m
806 525 500 —
824 1300 1250 45m
802 1125 1250 47m
778 625 560 50m
782 550 550 —
823 800 710 —
788 1550 1600 55m
775 775 710 —
760 800 800 —
803 1100 1100 60m
752 1300 1300 70m
825 360 350 100m
737 120 75 8h
789 125 40 8h
486 57 40 14h

Comme on voit, la majeure partie des sérums men
tionnés dans ce tableau présente un bon accord entre les 
résultats obtenus par des titrages faits simultanément 
d’après la méthode de Ramon et d’après la méthode 
d’EHRLiCH. Cette catégorie flocule entre 30—100 minutes 
avec la toxine. Les sérums no’s 754, 539, 748 — floculant 
plus rapidement — montrent un titre plus élevé déterminé

Vidensk. Selsk. Biol. Medd. VIII, G. 2
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sur cobayes que déterminé in vitro (méthode de flocula
tion). Au contraire les no’s 737, 789, 456 paraissent plus 
forts mesurés in vitro que mesurés in vivo.

La concordance est presque parfaite pour la majorité 
des sérums, dont la vitesse de floculation avec la toxine, 
a une valeur moyenne. Les mélanges de toxine et de sérum 
à réaction lente sont résorbés dans le tissu sous-cutané 
des cobayes avant que la neutralisation entre les deux 
composants soit complète. Dans ce cas, il est possible de 
déceler des différences dans le titrage du sérum si, d’une part, 
on injecte les mélanges fraîchement préparés et si, d’autre 
part, on laisse en contact les deux constituants pendant 
un temps convenable avant l’injection.

Il est important de noter que les discordances entre 
les titres in vitro et in vivo dépendent de la nature du 
sérum choisi pour l’étalonnage de la toxine étalon. De ce 
que nous avons déjà dit, il serait préférable d’employer, 
comme sérum étalon, un sérum à réaction moyenne, car 
dans ce cas on obtient un accord satisfaisant entre les 
titrages in vitro et in vivo pour la majorité (80 p. 100 
au moins) des sérums. Si l’on choisit le sérum étalon 
parmi ceux qui ont une valeur Kf extrêmement petite, la 
toxine donnera des valeurs in vitro supérieures à celles 
obtenues par le titrage sur les cobayes. En revanche, avec 
un sérum-étalon dont l’avidité est faible, on doit constater 
que la plupart des sérums montrent un titre in vitro 
inférieur au titre in vivo.

4. Relation entre vitesse de floculation et vitesse de 
neutralisation.

Comme nous verrons plus loin, la vitesse de neutralisa
tion joue un rôle important dans la valeur thérapeutique
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Tableau No. 7.
Montrant l’effet de l’antitoxine sur la toxine 1) dans un 
mélange fraîchement préparé 2) dans un mélange laissé à 

l’étuve pendant un temps plus ou moins long (lapins).

2

Sérum
No.

Quantité 
mélangée avec 
une dose L f 
de la toxine

Temps 
d’incubation 
à 40° du mé

lange avant 
l’injection

Observation Kn Kf

503 718 cc f °
1/20 - O11 °
1 ^09 J l !

Vso - 1 f 0
1/ 1 2h J ti “
1 /?' - 1 l t

7*0 - I ( °
l/2a - > 24h
1/ - 1 l. t 0h 45m

539 1/200 - 0
7225 - 0 0 0 0
7250 - 0h f t 0 0
7280 - l 1111
1!2o0 - 1 15m f too
1/280 J \ t 11
7250 f 0 0 0
V28O - l 24h

1 t t t oh 15m
486 725 X 0 0

728 0
7so 0 0
7si 0(t)
1/S8 0h t
7S4 Ü t
7s8 4.I
7<o t
742 11
788 - 0
1 37 0

6h740 - !
745 - t
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Tableau No. 7 (suite).

Sérum
No.

Quantité 
mélangée avec 
une dose Lf 
de la toxine

Temps 
d’incubation 

à 40° du mé
lange avant 
l’injection

Observation ÄZ1 A7

486 1/ss CC °
7st - 9" 0
Véo (+) 

t/45

V 40 °
V« - 14" 0
V50 (t)
v68 - t
745 - 0
750

1/ô5
> 24" (t) 

t
1/ø6 T
V50 f +
755 - ( 48" t
7«6 - l t 14" 15"

0 = survie du lapin.
(f) = mort du lapin après le 4’ème jour, 
f = — — avant - — —

d’un sérum. Mais la détermination de la vitesse de neutra
lisation est délicate et demande un grand nombre d’animaux 
d’expérience. Elle deviendrait commode si l’on pouvait 
conclure de la comparaison avec le phénomène de flocula
tion et la réaction anticorps-antigène, à la valeur curative 
d’un sérum. Celle-ci serait donc indiquée par un simple 
titrage in vitro. Or, il en est ainsi pour la majeure partie 
des sérums frais (tab. 7).

Les deux sérums no’s 503 & 539 floculent vite en présence 
de la toxine. Par conséquent, des mélanges toxines-sérums 
correspondants, se montrent d’une nocivité égale, soit qu’on 
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les injecte immédiatement après leur préparation, soit 
qu’on les expose pendant un temps plus ou moins long 
à la temp, de 40° avant l’introduction dans les veines 
des lapins. La réaction toxine + antitoxine toxine-anti
toxine (complexe) s’effectue alors instantanément dans ces 
cas. Les résultats obtenus avec le sérum à floculation 
lente (no. 486) indiquent, en revanche, que la réaction entre 
les deux composants n’est accomplie qu’après un contact 
pendant 14 heures environ à la temp, de 40°. Le temps 
de floculation, lui aussi, est long — 15 heures.

Cependant, on ne peut établir comme règle générale 
que la vitesse de floculation soit toujours l’expression 
exacte de la réaction entre toxine et antitoxine. Nous venons 
justement de donner un exemple montrant que la vitesse 
de floculation d’un sérum, provenant d’un même individu, 
vis-à-vis de la toxine, peut subir des variations remar
quables d’une saignée à l’autre quoique l’avidité de l’anti
toxine pour la toxine reste constante. En outre, la fonction 
floculante du sérum peut être détruite totalement ou 
diminuée considérablement sous l’action de certains agents 
physiques ou chimiques, tels que la chaleur, des sels 
divers, etc. sans que la vitesse de neutralisation entre 
toxine et antitoxine (Kn) soit aucunement influencée.

Une dose Lf de la toxine était mélangée avec des 
quantités variables de sérum tantôt en état frais, tantôt 
chauffé à 60° pendant 1 heure, La fonction floculante du 
sérum est détruite par ce procédé, mais l’avidité de l’anti
toxine pour la toxine n’est aucunement modifiée. Le sérum 
à grande avidité, chauffé à 60°, réagit aussi énergiquement 
avec la toxine qu’avant le chauffage.

11 ressort des résultats indiqués dans ce tableau qu’un 
sérum, dont la fonction floculante est détruite par chauffage,
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Tableau No. 8.
Montrant l’effet d’un chauffage à 60° pendant une heure 
sur deux sérums antidiphtériques présentant des valeurs 

Kf différentes.

Sérum
No.

Aï L f -f- . . cc
de sérum

Incubation 
du mélange à 

40°
Observation

503 718 f °
1/20 0h °

non chauffé 0h45 ‘
l/ 22

718

1

I
l T 
f °

720 24h °
722 1 l t
718 1 °
720 } oh °

chauffé à 60° 722 J l f

pendant 1 heure 718 1 1 °
720 J 24h °
722 1 l t

486 7si 1 1 °
735 0h °

non chauffé 15h
1/40

740

1
1

l t

1 °
745 24h 0
7so ) l t
7«1 ) 1 0
735 0h 0

chauffé à 60° oo <
J/40 1 l t

pendant 1 heure 740 1 1 0
745 24h 0
7so 1 t

réagit de la même manière vis-à-vis de la toxine avant et 
après chauffage. Il est surtout important de noter, comme 
nous le verrons plus tard, qu’un sérum à grande avidité 
pour la toxine garde cette propriété inaltérée même en 
perdant tout à fait l’aptitude à faire lloculer la toxine.
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Si un sérum est soumis à un processus de purification 
au moyen du sulfate d’ammoniaque, on peut obtenir des 
fractions ayant une vitesse de floculation très différente 
vis-à-vis de la toxine.

Le tableau No. 9 montre les résultats de la précipita
tion fractionnée d’un sérum avec du sulfate d’ammoniaque. 
Le sérum frais renfermait environ 630 U. A. (Ehrlich) 
au cc. Le temps de floculation était de 2h10. La précipitation 
fractionnée donnait deux produits dont l’un floculait avec la 
toxine dans 0h15, tandis que l’autre demandait 8h45 pour pro
voquer la floculation initiale. La première fraction était faite 
par addition au sérum frais d’une solution saturée de sulfate 
d’ammoniaque dans la proportion de 28%. Le précipité 
formé était séparé, par filtration sur papier et la teneur du 
liquide en solution de sulfate d’ammoniaque saturée était 
augmentée jusqu’à 50 p. 100. Le second précipité était 
également séparé. Les deux précipités (le premier contient 
surtout l’euglobuline, le dernier renferme les pseudoglobu
lines) étaient dissous dans un volume d’eau distillée conve
nable et dialysés jusqu’à ce que le sulfate d’ammoniaque 
ait disparu1.

Comme le montre le tableau, le titre du sérum frais était 
de 630 U. A.; le temps de floculation était égal à 2h10. 
Les solutions des deux fractions présentaient des titres et des 
valeurs Kf respectives de 310 U. A. au cc (Kf — 0h15) et 
de 150 U. A. (/</*= 8h45).

En examinant les résultats des titrages, on verra que 
le titre déterminé au moyen des cobayes est à peu près le 
même que celui résultant d’un titrage sur lapins. Nous 
allons voir plus tard qu’un sérum à grande avidité pour

1 Ces expériences de purification étaient exécutées par notre collègue 
M. MÖRCH.
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Tableau No. 9.
Montrant les résultats des titrages soit in vitro soit in vivo 
du sérum no. 763 avant et après précipitation par le sulfate 

d’ammoniaque.

Date de la saignée Kf 
min.

Titre antitoxique (U. A. au ce)

in vitro 
(Ramon)

in vivo

(cobayes) (lapins)

10A 28 50 17—20 16—25
10/t 28 14 29
-s/s 28 130 550 630

28 7o saturation 1 
(euglobuline) / 15 250 310 310

50 % saturation 1 
(pseudoglobuline) / 525 ca.150 150—180 150—180

la toxine donne en général le même titre soit que l’on 
emploie des cobayes (injections sous-cutanées) soit que l’on 
se serve de lapins (injections intra-veineuses). Des sérums 
à réaction lente au contraire vont paraître plus faibles si 
la teneur en antitoxine est titrée sur des lapins au lieu de 
cobayes. Si l’abaissement de la vitesse de floculation avait 
été accompagné d’une diminution de l’avidité vis-à-vis de 
la toxine on aurait dû s’attendre à des variations dans le 
titre. Or, il n’en est pas ainsi.

Il est intéressant de remarquer que le cheval a fourni 
pendant la première période d’immunisation une antitoxine 
floculant en O1114.

5. Dissociation du complexe toxine-antitoxine.
La question de la constitution du poison diphtérique 

et de la nature de la l’union entre toxine et antitoxine, qui a 
donné lieu autrefois aux discussions si vives entre divers 
savants, s’est renouvelée à la suite des documents prove
nant des recherches de ces dernières années.
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Sans entrer dans une discussion détaillée, nous dirons 
simplement que les nouveaux résultats expérimentaux 
plaident en faveur de la théorie émise par Arrhenius et 
Madsen tandis qu’ils ne s’accordent pas avec celle 
d’EHRLiCH. Surtout la dissociabilité du complexe toxine- 
antitoxine invoquée par Arrhenius et Madsen a été 
prouvée par quelques expériences bien démonstratives.

Si on laisse un mélange neutre de toxine-antitoxine à 
l’étuve (37°) on constatera parfois qu’il devient légèrement 
toxique après un temps plus ou moins long. Le tableau 
en donne un exemple.

Tableau No. 10.
Une dose Lf de toxine était mélangée avec des quantités 
variables de sérum, et les mélanges étaient exposés pendant 
un temps plus ou moins long à 37° avant d’être injectés

dans les veines à des lapins.

Quantité de sérum Observation

1,3 CG 0 0 0 1
14 - t t T 1 Injection aussitôt après le mé-
1,0 - t t t J lange.

1,1 - 0 0 0 Injection après 30 min. à 37°.
1,1 - 0 0 0
1,0 ' . (t)(t) t / - - 1 h -
1,1 - 0 0 0 — — 4 h. —
1,1 - t t ■ t 1
1,0 - t t t y — — 24 h. —

Il faut alors employer 1,3 cc de sérum pour neutrali
ser une dose Lf si le mélange toxine-sérum est injecté 
immédiatement après sa constitution, s’il est exposé à 37° 
pendant 30 minutes avant d’être injecté, 1,1 cc de sérum 
suffit pour obtenir le même effet. Mais après incubation
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pendant 24 heures à 37°, on constatera qu’un tel mélange 
est capable de tuer les lapins. Nous attribuons ce fait à la 
dissociation partielle du complexe toxine-antitoxine. Il est 
vrai qu’on pourrait admettre aussi une transformation des 
toxoides en toxine comme pensent H. Schmidt & W. 
Scholtz1. Mais une telle interprétation du phénomène ne 
nous paraît guère justifiable dans ce cas, parce que le mé
lange, étant toxique lorsqu’il est frais devient neutre après 
30 minutes de séjour à 40°. Ce n’est que si le séjour à 
l’étuve est prolongé plus longtemps que le mélange redevient 
toxique.

On voit que le mélange fraîchement préparé et qui est

Tableau No. 11.
Montrant l’effet du NaJ sur un mélange de toxine et anti

toxine fraîchement préparé.

Sérum
No.

L t + ■ ■ ce de 
sérum

Temps 
d’incubation du 
mélange à 40°

Observation NaJ

486 728 cm3 0
7s8 (t)
740 - 14h t
7so f
1/eo t 0,3 n
7ï8 °
733 t
1/io t 24h t
1/ô0 f
7oo - t
728 - 0
7s3 t
X/40 48h f
1/50 t
760 t

Arch. f. Hyg. 1925, »5, 339.
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vénéneux, devient inoffensif après un repos à 37 ° pendant 
30 minutes, mais qu’il redevient toxique après 24 heures.

En ajoutant de l’iodure de sodium à un mélange de 
toxine et d’antitoxine on peut empêcher l’action annihilante 
qu’exerce ordinairement l’antitoxine sur la toxine.

Si l’on compare les résultats indiqués dans ce tableau 
avec ceux exposés dans le tableau No. 7, on aura une idée 
très nette de l’effet de l’iodure de sodium. Dans le cas ou 
le sérum N o. 486 est laissé en contact avec la toxine pen
dant 14 heures, Vso—V« cm3 suffit pour annihiler une 
dose Lf de la toxine. Si, d’autre part, le mélange toxine- 
sérum est introduit dans l’organisme des animaux lorsque 
il est frais, il faut V30 cc de sérum pour rendre la 
même quantité de toxine inoffensive. Mais si le milieu 
contient de l’iodure de sodium, il faut Vsi cc de sérum 
pour neutraliser la toxine si le mélange est incubé pen
dant 14h, 24h ou même pendant 48h avant l’introduction.

L’iodure de sodium empêche alors l’interaction des deux 
substances. Si le sel est ajouté au mélange après neutrali
sation, il en résulte une dissociation complète, pourvu que

Tableau No. 12.
Montrant l’effet du Na J sur le complexe toxine-antitoxine.

Sérum
No.

Composition du 
mélange 

Lf . . cc 
sérum

Temps de 
contact avec 

NaJ
Observation

486 Vsi ] f °
Vs8 0h °
7« 1 l (+)
7.1 f °
\ 38 y 24h t

4.
/45 J l !



28 Nr. 6. Th. Madsen et S. Schmidt:

le contact du complexe toxine-antitoxine avec le sel soit 
prolongé suffisamment.

Dans cette expérience le sel est ajouté à un mélange de 
toxine-sérum préalablement incubé pendant 24 heures à 
40°. L’effet de l’iodure de sodium n’est pas immédiate, 
mais si le contact du sel avec le mélange dure 24 heures, 
celui-ci reprend sa nocivité primitive, se conduisant comme 
un mélange fraîchement préparé.

Il faut donc un certain temps d’action du sel avant 
que la dissociation se réalise.

Nous avons refait la même expérience avec un sérum 
neutralisant instantanément la toxine. Dans ce 
dernier cas il faut 5 fois plus de NaJ pour obtenir la dis
sociation du complexe. Voilà une nouvelle preuve encore 
de la différence d’avidité pour la toxine des divers sérums 
antidiphtériques.

Ramon a démontré que le dépôt qui se forme dans des 
mélanges de toxine et d’antitoxine en proportions équi
valentes peut être dissocié par chauffage en milieu acide. 
Nous avons obtenu la dissociation partielle dans un milieu 
neutre, mais contenant de l’iodure de sodium. En effet, si 
l’on sépare le dépôt se formant dans un mélange de 10 cc 
de toxine et d’une quantité équivalente d’un sérum à réac
tion lente, et si l’on en fait une suspension aqueuse 
(après des lavages successifs avec de l’eau physiologique), 
celle-ci se montre inoffensive pour des lapins. D’autre part, 
si l’on traite d’abord cette suspension par du NaJ pendant 
24 heures à 37°, l’introduction du mélange dans les veines 
des lapins fait périr les animaux avec une paralysie du 
train postérieur. Car la quantité de toxine mise en liberté 
étant trop minime pour tuer les animaux par une intoxica
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tion aiguë, le mélange se conduit comme une toxine 
partiellement neutralisée par l’antitoxine.

Récemment Glenny et ces collaborateurs ont avancé 
l’hypothèse que la toxoide (anatoxine) aurait une avidité 
pour l’antitoxine inférieure à celle de la toxine. Nous citons 
ici un exemple d’une série d’essais démontrant que la 
toxoide est au moins aussi avide pour l’antitoxine que la 
toxine. On prépare un mélange, constitué par une unité 
antitoxique (sérum étalon de Francfort) et d’une dose Lo 
d’une toxine quelconque — c’est-à-dire un mélange où 
toutes les propriétés délétères de la toxine sont parfaite
ment annihilées par l’antitoxine. Ensuite on ajoute un peu 
d’anatoxine diphtérique, et le mélange est injecté dans le 
tissu sous cutanée d’un cobaye de 250 grammes; on verra 
alors que ce mélange, produit par deux substances tout à 
fait inoffensives, fait périr l’animal. La. conclusion la plus 
probable sera, que l’anatoxine (toxoide), s’est accaparée de 
l’antitoxine et que la toxine par la suite est mise en liberté.

Tableau No. 13.
Montrant l’effet de l’anatoxine à un mélange neutre de

toxine-anatoxine (Lo + 1 U. A.).

Quantité d’anatoxine 
ajoutée

Observation

nulle 0 0 (normaux)
0,046 cc 0 0 (léger oedème)
0,10 - t t
0,22 - t t
0,46 - t t
1,00 - t t

Sans discuter la question si la toxoide jouit d’une 
avidité supérieure à celle de la toxine, nous interprétons 



30 Nr. 0. Th. Madsen et S. Schmidt:

les résultats dans le sens que, dans un mélange où se 
trouvent la toxine et l’anatoxine côte à côte avec l’anti
toxine, les possibilités de la combinaison entre toxine et 
antitoxine d’une part, et, de celle entre toxoide et antitoxine 
d’autre part, peuvent être égales.

6. Comparaison entre titrage de l’antitoxine sur cobayes 
(injection par la voie sous-cutanée) et sur lapins 

(injection par la voie intraveineuse).
Madsen et Dreyer ont démontré (1902) qu’un mélange 

toxine-antitoxine se comporte différemment selon qu’on 
l’injecte dans les tissus sous-cutanés du cobaye ou qu’on 
l’introduit directement dans la circulation d’un lapin. Plus 
tard (1904) Morgenroth a constaté qu’un mélange, neutre 
pour les cobayes mais toxique pour les lapins, se montre 
inoffensif aussi vis-à-vis de ces derniers s’il est laissé à 
l’étuve pendant quelques heures et ensuite à la température 
du laboratoire pendant 24 heures. Morgenroth en a conclu 
que la neutralisation entre la toxine et l’antitoxine s’effec
tue lentement, et non pas immédiatement comme pensait 
Ehrlich. Cependant, les expériences de Morgenroth ont 
été exécutées avec un seul sérum (le sérum étalon de 
Francfort) et par conséquent ses recherches ne permettent 
pas une conclusion aussi générale. Par hasard, Morgenroth 
s’est-il servi d’un sérum à avidité faible pour la toxine?

A la suite de nombreux essais, nous avons pu nous 
rendre compte que quelques sérums à avidité très énergique 
pour la toxine donnent exactement le même titre, soit que 
le titrage soit exécuté au moyen des cobayes (par injec
tion sous-cutanée), soit que l’on s’adresse aux lapins (in
jection dans les veines). Le titre des sérums, déterminé 
sur lapins, est le même si, d’une part, on injecte le mélange 
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toxine-sérum fraîchement préparé ou bien, si l’injection est 
faite avec un mélange laissé à l’étuve pendant plus ou 
moins longtemps. La grande catégorie des sérums possé
dant une avidité moyenne pour la toxine, donne un titre 
légèrement inférieur lorsqu’il est déterminé sur les lapins que 
lorsqu’il l’est sur des cobayes. Pour le sérum à réaction 
extrêmement lente, le titre déterminé en injectant le mélange 
toxine-sérum, aussitôt les deux composants mis en contact, 
ne s’élève quelquefois que jusqu’à la moitié de celui, résul
tant de l’injection d’un mélange, exposé à 37 ° pendant un 
temps suffisant, pour que le processus de neutralisation 
soit achevé complètement. Dans ce dernier cas, on obtient 
en général une concordance entre le titre déterminé sur 
cobayes et celui déterminé sur lapins. Au contraire, il 
n’est pas possible d’obtenir un parfait accord entre le titre 
in vivo et le titre in vitro avec un tel sérum, ce dernier

Tableau No. 14.
Montrant une comparaison des résultats du titrage fait 
1) in vitro (méthode de floculation) 2) in vivo: a) sur

cobayes b) sur lapins.

Sérum
No.

A7 Kn titrage 
in vitro

U. A. au cc

titrage in vivo

sur cobayes sur lapins

avant 
l’incuba

tion

après 
l’incuba

tion

avant 
l’incuba

tion

après 
l’incuba

tion

754 15 ni. 0 95—100 130 130 120 120
539 15 ni. 0 180—200 250 250 250 250
757 ___ 1 0 — 1,25 1,25 1,25 1,25
789 6h45 6—8h 120 ca. 50 71 10 71
737 8h ca. 8h 100—110 70—75 ca. 80 28 75—80
721 — ca.24h —• 1,4 — 0,2—0,25 0,5—1,0

1 aucune détermination.
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restant toujours plus élevé que le premier. Le tableau 
suivant montre d’une manière détaillée ces phénomènes. 11 
faut préciser que les lapins utilisés pour des expériences 
aussi délicates, doivent être de la même race et provenir, 
si possible, d’un même élevage. Nous nous sommes servi 
presque exclusivement de lapins blancs pesant 2000 grammes. 
Les animaux avaient été soumis dans les étables de l’insti
tut à une observation scrupuleuse (pesage tous les 3 à 4 
jours) pendant au moins 3 semaines. Les individus qui 
n’ont pas pris de poids ou qui ont présenté d’autres signes 
anormaux ont été refusés.

Les sérums à floculation rapide (No.’s 754, 539, 757) 
donnent un titre inférieur déterminé in vitro que déter
miné in vivo. Au contraire, le titre obtenu sur cobayes 
et sur lapins reste sensiblement le même. Enfin, il n’y a 
aucune différence entre les titres obtenus sur lapins, d’une 
part avec des mélanges toxine-sérum fraîchement préparés 
et, d’autre part, avec de tels exposés pendant 24 heures à

Tableau No. 15.
Sérum 737. Kf 8h40.

Sérum titré au 
nombre d’unités 

antitoxiques
Sur Cobayes

Sur Lapins

immédiatement 
après mélange après 24 h à 37°

80 t t t t t 0 t t t
75 too
70 t 0 0 0 0 0 too
65 0 0 0 0 0 t 0 0 0
56 t 0 0 0 0
46 t t
40 t t t t
36 t t t t(t)
31 t t t t
28 0 0 0 0 0
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l’étuve. Pour les sérums à floculation lente, on peut noter 
de grandes différences du titre suivant qu’on opère sur 
cobayes ou qu’on s’adresse aux lapins, ainsi que pour des 
mélanges frais et des mélanges incubés.

Un autre exemple se trouve dans le tableau No. 15.
Le titrage sur lapins, fait immédiatement après le mé

lange de toxine et d’antitoxine, montrait 28 U. A. seulement; 
après 24 h. à 37° le titre s’élevait à 56—70 U. A., eau même 
résultat comme celui du titrage sur cobayes.

On est frappé par la grande différence que montrent 
divers sérums selon qu’ils témoignent une avidité très 
énergique pour la toxine, ou bien qu’ils réagissent lentement 
en présence de celle-ci.

7. Essais curatifs.
Il va de soi que la différence d’avidité pour la toxine 

des divers sérums influence aussi les propriétés curatives 
que manifeste le sérum vis-à-vis des animaux intoxiqués 
par le poison diphtérique.

Pour élucider cette question, nous avons entrepris plu
sieurs séries d’expériences sur lapins. Les premiers essais 
ont été exécutés de telle façon que l’on a injecté 4 doses 
mortelles d’une toxine diphtérique dans les veines des 
lapins; une heure plus tard le sérum a été introduit, égale
ment par la voie intraveineuse.

Dans la première rubrique du tableau No. 16, on trouve 
le nombre d’unités antitoxiques administrés aux animaux. 
Malgré l’inégalité des résultats, on verra donc qu’il faut 
plus d’unités d’un sérum à floculation lente (486) que d’un 
sérum à floculation rapide (502, 503) pour sauver les 
animaux de l’intoxication diphtérique.

En consultant ces essais on est frappé de l’inégalité des
Vidensk. Selsk. Biol. Medd. VIII, 6. 3



34 Nr. 6. Th. Madsen et S. Schmidt:

Tableau No. 16.

Sérum No.
Saignée

U. A. au cc
AT
Kn

486 
l7n 24

150
15h
14h

A 24

290
3h

c. 2h

466
15/i 24

900
2h

B 24

370 
lh30

502
2 71 25

12,5 
lh15

C. t'211

503
so/t 25

240
lh15

503
,4 2 ,)
20

0h45
0h

503
2 73 25

2,5
lh15
0h

U. A. inj.
150,0 00
100,0 OOtttt
75,0 0(t)
37,5 tttt
30,0 oot
25,0 ttt 00 0000
20,0 (t)(t)(t)
15,0 ttt 00
14,5 00
12,5 00
11,5 tt 0(t)
11,0 00 (t)(t)
10,0 t ooot ooot(t)
9,0 too (t) 0000 00
7,5 00
7,0 ot O(txt)t Ot
6,5 0(t)
6,0 ot (txt) 000 ot
5,0 ot tt Ot
4,0 tt Ott
3,5 0(t)
3,0 ott
2,5 tt
2,25 oot
1,5 tt
1,25 tt

résultats. Quelques animaux survivent à l’injection d’un 
mélange qui, ordinairement, est mortel tandis que d’autres 
ne résistent pas à l’intoxication quoi qu’on leur administre 
une dose de sérum capable de sauver la plupart des indi
vidus traités de la même manière. On doit admettre que 
cette série ne fournit pas de preuves absolument évidentes 
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et, cependant, on ne peut à peine douter que les sérums 
No. 502 et 503 possèdent une valeur curative plus élevée 
que le No. 486. Il existe donc ici un rapport entre le temps 
de floculation et l’effet curatif du sérum.

Les essais suivants sont exécutés en employant une 
technique un peu modifiée par ce que l’intervalle entre 
l’introduction de la toxine et l’administration du sérum est 
raccourci de 1 heure à 5 minutes. En même temps la 
dose intoxiquante est décuplée (40 doses mortelles).

Tableau No. 17.

la II III633

0
00 00

000
0000000

0000000
tto

0000

too 000

to(t)t

1000
2h30

1100
4h10

to 
tt

1600
4h30

2200
c. 4h
>4h

I
633

eu- 
glob.

pseudo- 
glob.

50 1000
5h

539
539

Sérum No. 539 eu- 
glob.

eu- 
glob.

pseudo- 
glob.

Saignée 6/< 27 I Il
U. A. au cc 250 20 150 125

A/' 0h15 oo 0h20 0h20
Kn 0h

U. A. inj.
250 00
125 00
88
80
60
50
44
40
30
25 00 000
22
20
12,5 too
11,0
10 00 00

7,5 0000
6,25 too
5 tt
2,5

3
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Dans les rubriques 3, 4, 5 se trouvent les résultats 
obtenus avec de diverses fractions du sérum 539. Les 
fractions provenaient d’une précipitation par sulphate 
d’ammoniaque et dialyse des précipités. On voit que les 
globulines diverses n’ont rien perdu en pouvoir curatif. Un 
essai correspondant était fait avec le sérum No. 633. Ici 
aussi les produits purifiés (rubriques 8 et 9) montrent une 
valeur curative égale à celle du sérum primitif.

Le sérum le plus riche en antitoxine possédait, comme on 
le voit, la plus petite valeur thérapeutique. Cependant, il est 
possible, par une méthode de précipitation modérée, d’obtenir 
des produits, où ne sont altérés ni l’avidité pour la toxine 
ni la valeur curative. Dans le tableau on trouve justement 
deux sérums (No. 539 et 633) qui ont été soumis à une 
précipitation fractionnée au moyen du sulfate d’ammo
niaque. Ces deux sérums étaient des extrêmes en ce qui 
concerne l’affinité pour la toxine: le premier floculant en 
15 minutes; le second ne réagissant sous les mêmes con
ditions qu’après 4 heures de contact avec la toxine. Les 
résultats montrent que ni la fraction d’euglobine ni les 
pseudoglobulines n’avaient perdu en pouvoir thérapeutique.

Les d’expériences mentionnées dans le tableau No. 18 
sont faites avec une toxine particulièrement riche en 
toxoïdes: No. V24; Lt = 0,30 cc (12 X d. m. m.). L’injection 
du sérum avait lieu 10 minutes après l’introduction d’une 
dose Lf de la toxine diphtérique.

Dans cette série d’expériences, la différence en pouvoir 
curatif des sérums à vitesse de floculation diverse apparaît 
d’un façon très nette. Comparons p. exp. les sérums No.s 754 
et 757 aux No.s 721 et 737.

Le sérum No. 721 était fourni par un cheval qui, malgré 
une immunisation très intense, ne produisit que des quan-
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Tableau No. 18.

Sérum No. 721 737 777 788 581 754 757
Saignée 18/ 28 7» 28 ls/e 28 27io 28 24/a 27 27/v 28 7î 28

U. A. au cc 1,4 75 1250 1500 1100 130 1,25
Kf oo 8h lh05 0h55 0h40 0h15 0h10
Kn C. 24h >4h ca. 0h30 <0h30 0 0

U. A. inj.
28 toooo
15,0 0000 000
14 tt
13 000000
12,5 000
11 ttt ttt

7,5 tttttt ttttoo tttOOO
6,5 000
5,5 000
4,5 tto 000
3,9 000
3,75 000
3,3 000
3,0 ttt to
2,75 tt too to
2,5 tto
2,25 i i f
1,9 tto
1,5 ttt
1,4 ttt
1,3 ttt
1,25 ttt

tités minimes d’antitoxine. Ce sérum est sans valeur théra
peutique appréciable. Nous avons d’ailleurs pu établir 
comme règle générale qu’un animal fournissant un sérum 
à l’avidité faible pour la toxine soit aussi un mauvais 
producteur d’antitoxine; le titre antitoxique de tels sérums 
est presque toujours relativement faible (en dessous de 
200 unitées antitoxiques au cc).

En considérant l’ensemble de nos recherches nous pen- 
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sons avoir tranché la question de »l’avidité« des sérums 
antidiphtériques d’une façon définitive. Déjà en 1900 E. 
Roux, s’appuyant sur des essais faits par Momont et Danitz, 
avança l’opinion que la teneur en antitoxine ne suffit pas, 
à elle seule, à caractériser la valeur thérapeutique des 
sérums. Vinrent alors les expériences très étendues et fort 
intéressantes de Kraus et ses collaborateurs (Doerr, Pri
bram, Rus, Schwoner, Bâcher, Amiradzibi) concernant 
la différences d’»avidité« entre les divers sérums. Les ex
périences de Barikine devaient porter sur la même con
clusion: il n’y a pas de rapport strict entre le titre anti
toxique d’un sérum et son effet thérapeutique. De grands 
travaux sur le même sujet entrepris par les savants alle
mands (Berghaus 1908—09, Neufeld et Händel 1912, 
Kolle et Schlossberger et Joseph 1919—21) plaidaient, 
au contraire, en faveur de la conception d’EHRLiCH. La 
divergence des résultats des différents expérimentateurs 
devient compréhensible quand on consulte les faits nou
veaux qu’ont apportés nos essais. La plupart des sérums 
employés par les auteurs allemands étaient constitués par 
des mélanges de sérums provenant de plusieurs individus; 
mais dans un mélange composé par un nombre plus ou 
moins grand de sérums, les différences d’avidité s’effacent. 
D’ailleurs, pour bien démontrer une différence d’avidité 
entre deux sérums, on doit, comme nous l’avons fait, 
choisir les cas extrêmes, c’est-à-dire d’un côté un sérum à 
avidité très énergique pour la toxine et, d’un autre côté, un 
sérum à réaction extrêmement lente. Les petites différences 
disparaissent à cause des erreurs d’expérience que doivent 
comporter nécessairement de telles recherches. On pourrait 
objecter, il est vrai, contre nos essais que l’intervalle 
s’écoulant entre l’introduction de la toxine et l’administra
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tion du sérum antitoxique est trop restreint pour qu’il soit 
justifié de les nommer »essais curatifs« au sens propre de 
ce mot. Mais, vu le nombre considérable de nos expérien
ces, faites dans des conditions très variées, il nous semble 
hors de doute qu’une unité antitoxique renferme un nom
bre très différent d’unités »curatives«.

Outre l’intérêt théorique que présentent nos recherches, 
elles comportent un intérêt pour la pratique de la Séro
thérapie antidiphtérique. Dans ces dernières années le 
traitement des diphtériques s’effectue avec des doses de 
plus en plus intenses et surtout, on a recours, avec beau
coup de succès, aux injections intraveineuses de sérum. Il 
est alors fort important que le sérum administré au malade 
contienne non seulement le plus grand nombre d’unités anti
toxiques au cc. mais aussi que ces antitoxines possèdent un 
pouvoir curatif élevé ou, en d’autres termes: une avidité 
énergique pour la toxine. Comme nous l’avons démon
tré, la différence entre deux sérums peut être si considé
rable que 100000 U. A. d’un produit représenteraient la même 
valeur que 300000 à 500000 U. A. d’une autre préparation.

Dans cet ordre d’idées on doit tenir compte du fait que 
la »concentration« ou la purification de l’antitoxine peut 
comporter un certain risque. Inutile de dire que de tels 
procédés n’ont qu’une valeur fictive, s’ils nous amènent 
seulement à des produits dont la teneur en albumine est 
accrue dans la même mesure que l’augmentation de l’anti
toxine. Si, en même temps, l’avidité spécifique pour la 
toxine est diminuée, les processus de concentration ne con
stitueront donc aucun progrès réel. Mais nous avons 
mentionné qu’il est possible, en employant une technique 
convenable, d’éviter ce danger.

En présence des faits établis par nous, le problème du 
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titrage des sérums antidiphtériques se présente sous un 
nouvel aspect. Il serait commode si l’on pouvait se borner 
à faire un titrage par la méthode de floculation. Mais nous 
avons vu que la vitesse de floculation n’est pas toujours 
l’indicateur fidèle de l’avidité entre toxine et antitoxine. Le 
titrage sur lapins, au contraire, nous paraît répondre à ce 
but. Dans le cas où l’on constate une différence sensible 
du titre déterminé d’une part sur cobayes et, d’autre part, 
sur lapins, on saura que la réaction entre toxine et anti
toxine ne s’effectue pas immédiatement.

Si l’on trouve une trop grande différence entre le titre 
d’un sérum déterminé sur cobayes et celui déterminé sur 
lapins, comme par exemple avec le sérum No. 789, celui-ci 
ne doit pas être employé en thérapeutique.

Il est à prévoir que par le choix scrupuleux de sérums 
riches en antitoxine et possédant en outre une grande 
avidité vis-à-vis de la toxine, on aura un moyen de lutter 
plus efficacement contre la diphtérie particulièrement maligne.
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