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A Angstrom

Ac anticorps

LAg antigene

B.C.G. bacille de Calmette et Guérin

o degré celsius
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DNase desoxyribonucléase

g force de gravité
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Les mycobactéries, tout au long de leur étude, n'ont cessé
de poscr des problémes, tant en ce qui concerne les réactions immunoclo-
giques qufelles engendrent dans un organisme, qu'‘cn ce qul concerne leur

composition antigénique propre.

A peine XOCH avait-il découvert la tubcrculine que de grands

espoirs naissaient ; la vaccination antituberculeuse semblait trouvée,
Tspoir vite décu, en ce qui concernc lfobtention d'antigéne vaccinant ;
par contre, XOCH mettait en évidence pour la premiére fois un phénoménc
dfimmunité cellulaire, 1l hypersensibilité retardée., Les chercheurs, a la
suite de cct auteur, allaient oriecnter leurs travaux dans deux voies
différentes :

- d'une part 1l'étude antigénique des mycobactéries,

- d'autre part les problémes de l'immunité dans la tuberculose.

Tous cnvisagerons successivement l'historique de ces deux

aspects de 1'étude immunologicue des mycobactéries,

Hotre copnaissance des mécanismes de défense immunologique

contre la tuberculgse reste encore & l'heure actuelle, trés incompléte,



malgré les nombreux travaux qui s'y attachent., L'étude de 1°'immunité
tuberculeuse & commencé avec le phénoméne que ¥OCH avait décrit en 1897

en ces termes :

“Si a un cobaye sain on inocule une culture pure de bacille tuberculeux
vivants, ce n'est qu'aprés 10 & 14 jours qu’apparait, au point d'ino-
culation, un nodule dur qui s'ouvre bientdt et produit un ulcére
persistant jusqu'a la mort de lfanimal. Les choses se passent tout
différemment lorsqu'on inocule un animal déja tuberculeux., Le lieu de
réinoculation devient dés le lendemain ou le surlendemain dur et noiritre
sur une étendue de 5 & 10 mm. La peau se nécrose les jours suivants s
elle ne tarde pas a s'éliminer et laisse & sa place un ulcére superficiel
qui guérit rapidement de fagon définitive, saens que les gaenglions voisins

ne soient tuméfiésth,

Cette réaction comporte en fait deux temps : une réaction
d'hypersensibilité proprement dite qui se développe dans les premiéres
48 heures, il s'agit d'une réaction de type inflammatoire qui peut
aller jusqu'a la nécrose., Le deuxiéme phénoméne est une réaction d'immunité
qui se traduit par une évolution différente de la lésion locale et
surtout par une inhibition de la dissémination des germes et une certaine

destruction de ceux-ci,

1) Comment se produit cette immunité ?

Essentiellement par des germes vivants et 1l'on sait qu'a

1'heure actuelle 1'immunité la plus forte dans 1l'infection tuberculeuse



est obtenuec par 1l'administration de B.(.U. Certes des bacilles tués

par la chalcur ou par des agents chimiques immunisent, mais treés

faiblement par rapport aux bacilles vivants. La structure des mycobactéries
explique peut 8tre leur faible pouvoir immunogéne. In effet, si on

examine en microscopie électronique la structure des mycobactéries (photo-
graphie n°2), on constate, outre la structure classique de paroi et

de membranes cytoplasmique, la présence d'unc couche amorphe aux

électrons. Cette structure particuliére aux mycobactérics permettrait

peut 8tre de comprendre pourquoi des bactéries entiéres injectées a un
animal, ne provoquent pratiquement pas lea formation d'anticorps, contrai-

rement aux bactéries broyées dont les parois sont mises & nu.

Des études ont bien sfir été poursuivies pour étudier
l'action immunisante de certaines fractiong obtenues a partir de
mycobactéries, I1 faut dire que toutes les fractions utilisées ont
toujours été obtenucs par voie chimique et jamais par des méthodes
peu traumatisantes nfaltérant pas la structure des antigénes. La
cire D, dont on connait le rdlc dans 1'hypersensibilité, pas plus
que les protéines ni les lipopolysaccharides, ne semble jouer un
réle dans 1l'immunité. Par contre, des fractions préparées a partir
de bactéries broyées, se sont révélées douées d'un certain pouvoir
immunogéne, YOUMANS ct coll. (127) ont aussi essayé le pouvoir protecteur
de fractions de mycobactéries sur des lignées de souris et ont eu des
résultats assez discordants, sclon les espéces considérées. En fait,

il faut souligner que la vaccination antituberculeusc par des fractions

antigéniques de mycobactéries, n'a jamais été couronnée de succés.



ou immunité cellulaire

I1 est devenu classique de dire que l'immunité dans la
tuberculose est une immunité cellulaire. Il faut bien reconnaltre qu'il

y a autant de faits expérimentaux qui vont dans 1'un ou 1l'autre sens.

Les travaux de LURIE (49), SUTER (113), de DANNTNBERG (17)
et MAXVWELL (SQ), montrent que 1l°'immunité humorale ne joue pratiquement
aucun rd8le dans la protection contre la tuberculose. LURIE & prouvé
également le rdle des macrophages dans la destruction des bacilles
tuberculeux. Des macrophages d'animaux immunisés se montrent plus
facilement capables de phagocyter ces bacilles que des macrophages
d'animaux neufs., Mais il faut bien dire que, pour certains auteurs
comme SEIBERT (101), MACKANESS (50, 51 et 52), il existe slrement
une corrélation entre "l'activité sérologique" et "1'immunité dans la
tuberculose", Ces auteurs, en précisant "activité sérologique' ne
s'avancent gueére et ne disent pas s'il s'agit d'anticorps spécifiques
ou de facteurs sérologiques non spécifiques., Certains auteurs comme
MACKANESS, sont méme allés plus loin et ont nié les résultats de
LURIE, précisent qu'il n'y avait aucune différence d'activité entre les

cellules d'animaux immunisés et non immunisés,

Enfin 1l faut noter que, méme pour les tenants de la théorie
cellulaire, 1'immunité due aux macrophages étudiée "in vitro', est
toujours plus faible que celle observée "in vivo". Il n'est pas
interdit de penser que les deux types de réactions cellulaire et

humorale jouent un rdle ; les travaux de FONG SCHEIDER et ELBERG (19)



vont dans ce sens., Jes auteurs ont montré en effet, que les sérums
d'animaux immunisés protégcaient les macrophages de l'action dégénératrice
des bacilles virulents. Il faut signaler aussi que la recherche des
anticorps s'est toujours montrée inconstante dans la tuberculose. Enfin,
il faut citer les cas d'accidents mortels dus a l'injection de B.C.G.

chez des sujets atteints d'alymphocytose pure, alors que des sujets
normolymphocytaires agammaglobulinémiques se comportent aussi bien

en face du B.C.G. que du bacille de Koch.

TI1 stagit bien de distinguer le r&le que l'hypersensibilité
et 1'immunité jouent dans l'opposition de lforganisme & une réinfection.
La question qui se pose est celle-ci : dans la résistance accrue qu'oppose
un organisme ayant déja été en contact avec des mycobactéries, 1'hyper-
sensibilité a-t-elle un rdle a jouer, et quelle est son importance ?

I1 faut noter que l'hypersensibilité, phénoméne immunologique le plus
spectaculaire dans la tuberculose, a été longtemps considérée comme la
cause principale de la résistence spécifique. Cette théorie, énoncée

par ROIER, n'est plus admise a la suite des travaux de BOCQUET et RICH.
I1 faut reconnaitre que, dans la tuberculose, la coexistence de 1l'hyper-
sensibilité et de l'immunité spécifique est si constante, qu'il était

difficile de ne pas mettre sur le méme plan ces deux faits.

I1 existe cependant des arguments qui montrent que 1'hyper-



sensibilité et 1'immunité peuvent &tre dissociées.Un cobaye qui a déja
été infecté, peut perdre au bout d'un certain temps les merques de
1'hypersensibilité, alors que 1'immunité persiste. De plus, on peut
trés bien désensibiliser un cobaye par des doses répétées de tuberculine,
sans que l'immunité protectrice soit mise en cause ; on sait gque la
nécrose est un phénoméne essentiellement dhypersensibilité et l'on
connait son rdéle désa .treux ou favorable sur la marche d'une infection
tuberculeusc, Donc, d'une part, aprdés une affection tuberculeuse
1'immunité spécifique peut exister sans qu'il y ait réaction d'hyper-
sensibilité et d'autre part, la réaction d'hypersensibilité peut avoir
des conséquences diverses sur 1l'évolution de 1'infection. On le voit,
les phénoménes immunitaires déclenchés dans un organisme par les

mycobactéries, restent toujours complexes,

IT ~ LES ANTIGENES DES MYCOBACTERIES

Ltétude de la structure antigénique des mycobactéries a
également fait 1'objet de nombreuses recherches depuis la découverte
du bacille de XOCH. Ces recherches présentent un intéré&t non seulement
pour la classification des mycobactéries, mais peuvent aider a une
meilleure compréhension du pouvolr pathogéne., I1 faut noter que,
parallélement a 1'étude de la structure antigénique et du pouvoir
imminogéne de certaines bactéries, des études chimiques ont été faites

sur les mycobactéries, sans que d'ailleurs ces travaux se rejoignent.,



Ltanalyse chimique des mycobactéries, réalisée par les équipes d'ANDERSON
(2), de LPDERER et dA'ASSELINEAU (3), a permis d'identifier les divers
composants, sans quiune structure chimique d'ensemble ait pu &tre

proposéc,

En ce qui concerne l'anelyse des structures antigéniques,
deux grends courants de recherche se sont définis ; le premier s'est
attaché plus particuliérement & une étude des antigénes des mycobactéries
en vue d'une classification, la taxonomie des mycobactéries depuis la
"découverte'" des mycobactéries atypiques ayant été sujette a bien des
remaniements ; c'est pourquoi de nombreux chercheurs ont voulu utiliser
des structures antigéniques pour 1l'identification des mycobactéries., Le
second courant de recherche s'est attaché plus particulierement a
1*étude des constituants de la cellule mycobactérienne en étudiant
certaines fractions chimiquement définies ou certaines fractions
antigéniquement définies.

A dessein d'une étude texonomique des mycobactéries, on
a fait appel & toutes les techniques classiques de 1'immunologie, mise
en évidence de l'hypersensibilité, agclutination, réaction de fixation

du complément, hémagglutination, techniques de précipitation en gel.

Parmi les méthodes faisant appel aux phénoménes d'hypersen-
sibilité, deux méthodes ont été employées, celle faisant intervenir
1'hypersensibilité retardée (phénoméne de XOCH) au moyen de tuberculines,
et celle faisant appel & 1l'hypersensibilité immédiate (réaction de

SCHULTZ et DALE).



Les tuberculines, qui sont des produits d'autolysats
bactériens, permettent de mettre en évidence le fait qu'un individu
ou un animal a été en contact ou non avece une mycobactérie. Elles
permettent aussi, par la plus ou moins grande intensité de la réponse
immunologique, de déterminer si les tuberculines injectées correspondent

4 la mycobactérie qui a contaminé l'enimal..

La mise en évidence de caractéres immunologiques spécifiques
fut entreprise dés 1909 par JOSEPH (34) qui montra les caractéres
particuliers des "sensitines", pour employer le terme proposé par

MAGNUSON de lycobacterium tuberculosis, de Mycobacterium bovis et

Mycobacterium avium., On essaya ensuite de trouver des sensitines

spécifiques de chaque espéce, puls des extraits purifiés remplacérent
ces tuberculines brutes. Ce furent successivement les travaux de
SEIBERT =t GREEN (100), de STOCKL et HATHOTS (57), de GREEN (26)
gui utilis@rent les fractions "PPD" de SEIBERT. Plus récemment, des
auteurs comme MORISAWA (66) ont utilisé des peptides extraits de la
cellule bactéricnne pour mettre en évidence des réactions d'hypersensi-
bilité retardée,

Les réactions d'hypersensibilité immédiaete font appel a

la réaction de SCHULTZ et DALE. Des fractions de filtrats de culture

non chauffés de Mycobacterium tuberculosis, bovis, avium et fortuitum,

ont été utilisées pour le diagnostic dfespéce ; les travaux ont surtout

réalisés par 1'équipe de JEHSEN (23), Ceux-ci ont utilisé des
P JUll

N

n

ét

fragments d'ilécns de cobaye ayant été immunisés avec des filtrats de

culture microbienne, Les contractions de ces fragments intestinaux



i

d'animaux sensibilisés mis en présence d'Ag, ont permis de metire

en évidence des antigénes spécifiques de type.

Un deuxiéme groupe de techniques utilisa les méthodes
classiques de la sérologie : réaction de fixation de complément,
agglutination, hémagglutination. Ces 2tudes ont eu pour but de
contribuer & 1'identification des divers composants agissant en tant

quthapténes ou antigénes chez les différents types ou espéces de

oM

mycobactéries. Ces études ont surtout été faites & partir de tuberculines,
de filtrats de culture ou d'extraits de ces filtrats ; plus récemment,

on a employé des extraits bactériens. Les premiéres expériences ont

réalisées au moyen de la technicue de fixation du complément,

v
(D~

t

v

ifférents travaux de GRIFFITH (27) montrérent guelques différences
entre bacille humain, bovin et aviaire. SCHAEFER, & la suite de

ces travaux, étudia les propriétés antigéniques des bacilles tuberculeux
et bovinsg, distingua dans les bacilles du groupe aviaire quatre

types sérologiques et rechercha la spécificité des protéines des
bacilles tuberculeux au moyven d'une technique quantitative de la
réaction de fixation du complément (90, $2). Cette technique fut

MSKI (40) qui montrérent

reprise en 1954 par MEYNELL (65) et
l'existence, dune part d'un antigéne commun entre les différentes
espéces de mycobactéries et, dl'auntre part, dfantigénes spécifiques.
TARWOX (118) plus récemment, utilisa cette technique pour la mise

en évidence de 1'activité sérologique de 1'acide désoxyribonucléique
(DA extrait de mycobactéries). TACQUET et coll, ont employé cette

technique dans un but d'identification des mycobactéries en utilisant
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des immun-sérums préparés avec des antigénes phénolés, comme 1l7avait

préconisé SCHAEFER.

La réaction d'hémagglutination a été utilisée par de
nombreux auteurs, mais essentiellement dans un but diagnostic. Il
s'agit d'une des réactions immunologiques les plus sensibles et il
était logique de l'employer pour la mise en évidence d'anticorps dans
une maladie comme la tuberculose dont 1'évolution s'échelonne chez
1'homme sur de nombreuses années et dont le retentissement humoral
est faible., Le principe mis en évidence par DUBOS et MIDDLEBROOK (62)
est le suivant : des hématies sensibilisées par un eantigéne sont
agglutinées spécifiquement par des anticorps ; si du complément est
ajouté a la réaction, un phénoméne d'hémolyse se produit. Cette
technique a été étudiée par de nombreux auteurs dont GERNEZ-~RIEUX et
TACQUET (22). Aprés les études de MIDDLEBROOK (62), GERNEZ-RIEUX et
coll. qui se situent entre 1950 et 1952, le technique d'hémagglutination
et d'hémolyse conditionnée a été reprise par de nombreux auteurs comme
BRODHAGE (11) et TSUMITA (123) qui s'attachérent eux aussi a 1'étude
de cette réaction dans un but diagnostic. Cette technique fut aussi
utilisée dans le but d'identifier les mycobactéries ; ainsi NASSAU et

SCHWABACHER (68) ont différencié Mycobactérium tuberculosis et

certaines mycobactéries atypiques au moyen de la technique 4'hémagglu-
tination., Un troisidme groupe a employé cette mEme technique pour
décrire le spectre antigénique et la communauté antigénique entre ces
différentes mycobactéries,., Les premiers travaux furent d'abord menés par

THURSTON (122) qui, en 1955, montra la préSence d'un antigéne commun



aux différentes espéces, ensuite les travaux successifs de LAGERKRANTZ
(42) et BRCH (5), aboutirent & la mise en évidence de plusieurs fractions

antigéniques par exemple pour :

Mycobacterium tuberculosis : fractions A B C D

Mycobacterium phlei : fractions A B C

Mycobacterium johnei fractions A B D

Enfin on a pu, grace a cette technique, envisager le pouvoir antigénique
de certaines fractions chimiquement définies, comme LAUD avec certains

polysaccharides, TAKAHASHI avec des phosphatides extraits de Mycobacterium

[N

tuberculosis, MATSUMOTO avec un lipopolysaccharide obtenu a partir de

Mycobacterium bovis, variété B.C.G.

Une autre modalité technique proche de la précédente a
£té l'emploi de la réaction de floculation, Cette derniére ne semble
toutefois pas avoir donné de résultats trés concluants. I1 faut citer
les travaux de STACEY (107), SUBRAHMANYAN (111) et TAKAHASHI (115),

ces auteurs ayant surtout cherché a étudier le pouvoir antigénigue de

certaines fractions chimiques comme les polysaccharides ou phosphatides,

Une autre technique classique a été employée : la réaction
d'agglutination. Elle avait été préconisée par SCHAEFER il y a de
nombreuses années (90). Evidemment, cette technique n'est valable que
pour les souches "3", ce gui limite l'emploi pour la famille des
mycobactéries a4 quelques espéces du groupe avium. Plus récemment

SCHAEFER (94,95,96) a proposé une modification & sa technique en

traitant au préalable les bactéries par le phénol de fagon a extraire
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une fraction antigénique spécifique qui lui sert a préparer des immun-
sérums, D'autres auteurs comme OLITSKY (72) et HAGIME (22) ont confirmé
1'intérét de cette technique pour l'identification du groupe III des

mycobactéries atypigques,

I1 faut bien souligner que les techniques précédentes
n'apportérent qu'une idée tréds faible sur la constitution antigénique
des mycobactéries et que c'est 1l'apport important de la technique de
précipitation en gélose qui permit une approche de la compréhension
de la structure antigénique des mycobactéries. I1 faut noter toutefois
que les études ont en général été faites sur des autolysats
bactériens, ceci & cause des difficultés dfobtention des antigénes
bactériens., Ce point limite en partie les résultats obtenus a partir
de cette technique, les autolysats bactériens n'ayant bien souvent
que de lointains rapports avec la structure antigénique propre des
bactéries., Deux types de méthodes ont été employés, la double
diffusion en gélose et 1'immuno-électrophorése., Ces deux techniques
ne peuvent mettre en évidence que deg antigénes solubles capables
de diffuser dans la gélose, ce qui peut sembler une limite & cette
technique, l'avantage cu'elles présentent est leur grand pouvoir de
résolution et finalement leur facilité de mise en pratique. lLes
premiers travaux furent entrepris par PARLETT et YOUMANS (74) en
1956 en utilisant la technique d'0Oudin, puis celle d'Ouchterlony.

Ces travaux furent repris ensuite par 1l'équipe suédoise de LIND et
NORLIN (45,70;71) qui établirent une véritaeble carte antigénique des

filtrats de culture des différentes mycobactéries ; ces résultats



furent ensuite complétés par ceux de GIMPL (23). Tous ces travaux ont
toujours fait appel & la technique de double diffusion. La technique
dtimmunoélectrophorése fut d'abord utilisée par deux auteurs, BURTIN

et KOURILSKY (12) qui ont pu mettre cen évidence dans les autolysats

de culture différents constituants chimiquement définis. Tls ont
caractérisé ainsi l'existence de trois fractions essentiellement
polysaccharidiques ainsi que quatre fractions protéiques. Ces

fractions éteient en pertie celles déja trouvées par SEIBERT dans

17étude électrophorétique de la tubcrculine, BURTIN insisteit déja

sur le fait qu'il mettait en évidence, non pas des antigénes a
proprement parler, mais des hapténes provenant de la dégradation de
molécules plus complexes. LTautre groupe qui utilisa la technique
d'immunoélectrophorese fut 1'équipe de CASTELNUQVO et PENSC (14,15,16,78)
qui se consacra a une é&tude de la 'carte" antigénique des mycobactéries.,
D'autres auteurs, au lieu de s'attacher & 1'é4tude de l'ensemble de la
structure antigénique des mycobactéries, ont étudié plus particuliérement
certaines fractions chimiquement définics et obtenues, la plupart du

temps, par un fractionnement chimique dfautolysats bactériens,

Certains se sont intéressés plus particuliérement aux
fractions protéiniques (@, 31,32,103), d'autres aux glucides (13,43,56,
67,102,107,128) et d'autres aux lipides, D'autres encore ont étudié
plus particuliérement les différences antigéniques des différents
constituants de la cellule bactériennc ; ainsi RIBI (82) a étudié
plus particuliérement la parol en insistant sur le rdle qu'elle joue

dans le phénoméne dfallergie ; dfautres comme les YOUMANS (127) les



ribosomes isolés des mycobactéries,

On le voit, les études antigéniques ont surtout consisté
en uneé recherche permcttant d'aboutir & une classification des
mycobactéries au moyen de leur "carte? antigénique. Peu d'études
ont été faites sur les antigéncs proprement dits des mycobactéries,
les difficultés de broyage des bactéries étant telles que la plupart
des muteurs ont préféré s'adresser & des autolysats bactériens., Ce
faisant, ils ont plus étudié des composés dérivés de ces antigénes que
les antigénes cux-m@mes, Ainsi BURTIN précise en conclusion de ses
travaux que lez substances qu'il a isolées sont des "hapténes™
incapables de provoquer la formation d'anticorps et qufils seraient

donc des produits de dégradation de molécules plus complexes,

Dfautres études ont été consacrées au fractionnement
purement chimique des mycobactéries, la structure de gros complexes
macromoléculaires n'a pas été abordée ¢t nos connalssances sur la
structure méme des mycobactéries ne comportent que des éléments épars

sans élément d'unité.

Lorsque nous nous sommes intéressés au probléme de la

structure antigénique des mycobactéries, le principe fondamental

[
D

qui a guidé la réalisation de cectte étude a été de préserver la
structure des constituants de la cellule bactérienne et dféviter
de lcs modifier sous l'action d'un fractionnement chimique. Ceci
nous permettait d'obtenir des structures macromoléculaires dont 11l

était possible de déterminer par la suite, la structure chimique et

le rdle immunologique éventuel,



AVANT PROPOS

De 1'étude bibliographique des travaux consacrés & la
structure antigénique, on retient surtout le fait que ces recherches
ont eu pour objet plusde comptabiliser un certain nombre d'antigénes,
que d'isoler des structures macromoléculaires et de les étudier. Notre
but a été d'obtenir des structures macromoléculaires antigéniques,
d'analyser leurs propriétés immunologiques, de connaftre leur structure
chimique et leur emplacement dans la cellule, Ceci devrait nous
permettre d'établir un lien entre 1'emplacement dans la cellule d'une

structure macromoléculaire et son activité immunologique.

Pour isoler ces séquences antigéniques, il fallait
éviter de les modifier lors de leur obtention et surtout du fraction-
nement. La plupart des auteurs ont utilisé comme matériel de départ
des filfrats d'autolysats bactériens, I1 s'agissait de cultures
laissées suffisamment longtemps & 37°C pour que les enzymes, libérées
des bactériecs, puissent attaquer et dégrader d'autres bactéries et
libérer ainsi des fractions solubles., Le probléme qui se pose est
celui de savoir si ces fractions peuvent encore rendre compte de la
structure des mycobactéries. En toute logique, i1l ne peut s'agir que
de fractions altérées nfayent plus quiun lointain rapport avec les

structures initiales de la bactérie, Comme 1l'a trés bien démontré



BURTIN, les produits d'autolysats sont des dérivés de complexes
macromoléculaires ol 1'on trouve certes des produits s¢ comportant
comme des antigénes, mais ou l'on trouve surtout des fractions
réagissant en tant qu'hapténes. Si 1'on cherche a isoler de gros
complexes macromoléculaires, cette tecimique est donc A proscrire

formellement.

Le but primordial de aotre travail n'a pas été tellement
dfétudier la structure antigénique pour e¢lle-mlme, mais plutdt

comme point de départ pour l'isolement de complexes macromoléculaires.,

Aprés avoir isolé un ou plusicurs complexes, il
s'agissait évidemment de les étudier du point de vue chimique, de
les situer dans la cellule, de voir quel rapport il avait avec
d'autres bactéries. Il s'agissait aussi d'étudier quel rdle immuno-~
logique ce ou ces complexes macromoléculaires pouvaient jouer, Avalent-
ils un r8le protecteur contre l'infection tuberculeuse ou contre
d'autres infections microbiennes ; étaient-ils capables d4'engendrer
ou non des phénoméncs d'hypersensibilité retardée. Pour que 1°étude
structurale aussi bien que 1'étude de la structure antigénique soient
valables, 11 fallait avoir des germes viables et si possible, obtenus
toujours dansg les mémes conditions, dfol la mise au point de cultures
en masse de bactéries, Pour obtenir des complexes macromoléculaires,
il fallait disposer de méthodes de broyage et d'extraction des
antigénes qui ne soient que des méthodes physiques ne pouvant en

aucune facon, altérer les structures. I1 convenait donc dfemployer



des techniques telles que 1'on puilsse travailler a froid de telle

sorte qu'aprés broyage des bactéries, les antigénes isolés ne puissent
Stre altérés par les enzymes bactériennes., Les techniques chimiques
étaient donc exclucs de ce premicr stade de la préparation antigénique.,
De méme pour le fractiomnement, nous nous sommes résolus & cmployer
exclusivement des techniques physiques pour nous préscrver des
modifications possibles de structure, engendrées par un fractionnement

chimique,

Les phénoménes déclenchés par la présence de mycobactéries
ou de fractions mycobactériennes dans uvn organisme étant complexes
et mal différenciés, il est permis de supposer que seule 1fétude
de la structure des antigénes de leur emplacement dens lz cellule
bactérienne permettra de différencier les diverses modalités

immunologiques provoquées par ces antigénes in vivo,

Cet avant-propos permet de préciser le plan que nous

allons suivre,

Dans une premiére partie, nous exposerons les procédés

d'obtention en masse de bactéries ayant des caractéristiques

identiques, ainsi que les procédés de rupture de ces bactéries.

Dans une seconde partie, nous étudierons les techniques

immunologiques employées pour la mise en évidence des antigénes

mycobactériens,

Dans une troisiéme partie, nous envisagerons la structure

antigénique et le fractionnement, ainsi que 1lfobtention d'antigénes a



1'état pur,

Dans la quatriéme partie, nous étudierons les noyens

d'obtention d'antigénes par des méthodes biologiques, sphéroplastes

ou phages,

Enfin la dernidre partie sera consacrée a l'étude d'un

antigéne isolé de Mycobacterium phlei, Nous envisagerons les commu-

nautés antigéniques avec d'autres mycobactéries ou Nocardia, son

emplacement dans la cellule et son r8le immunologique éventuel.



CHAPITRE I

I - OBTENTION DE MATERIEL BACTERIEN

1) Choix des souches

Ces études ont été effectuées principalement avec une souche

de Mycobacterium phlei (souche 689, Centre de Collection de types

microbiens de Lausanne). Notre choix s'est porté sur cette souche pour
deux raisons : sa culture relativement plus rapide que les autres
mycobactéries et sa structure antigénique trés proche de celle des

mycobactéries pathogénes. De plus, Mycobacterium phleil a fait 1'objet

de trés nombreuses études métaboligues et enzymatiques, ce qui pouvait &tre

intéressant pour la poursuite ultérieure de nos recherches,

D'autrcs souches de Mycobacterium phlei diorigines différentes,

ont é&té comparées au début de nos études, avec la structure ds la

souche 689. Les structures s'étant révélées identiques, les résultats

acquis avec Mycobacterium phlei souche 689, ont été considérés comme

caractéristiques de cette espeéce.

Par ailleurs, une étude comparative a é&té effectuée avec

d'autres espéces mycobactériennes :
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Mycobac terum bovis (var. B.C.G.)

Mycobacterium kansasii

Mycobacterium avium (sheard)

Mycobacterium minetti

Mycobacterium smegmatis

liycobacterium xenopei

Mycobacterium scrofulaceum

Nous n'avons pas utilisé de souches pathogénes de type bovin
ou humain, les conditions de culture que nous nous étions imposées, ne
nous permettaient pas d'obtenir ces germes dans des conditions de
sécurité convenables, Ces recherches ont donc été conduites sur des
germes cultivés dans des conditions identiques : mémes milieux de
culture, conditions rigoureuses dfoxygénation, d'agitation et de pH,

ceci permettant d'obtenir des bactériecs en phase exponentielle de

croissance, afin d'éviter de travailler sur un matériel lysé,

De plus, les études de structure antigénique et surtout
d'isolement d'antigéne purifié, exigezient des quantités importantes
de bactéries, Ces conditions ne pouvaient &tre obtenues que par l'emploi

de fermenteur .

Les méthodes habituelles d'obtention de bactéries au

Laboratoire, en milieu liquide, sont non seulement peu pratiques, mais



aussi peu économiques et d'un rendement médiocre. Certes les cultures sur
milieux solides ont un rendement excellent en poids, mais trés faible

en cellules viables ; en effet, seule la couche supérieurc de la

culture est riche en cellules vivantes, les couches inféricurcs étant
constituées de cadavres bactériens., Classiquement avec les méthodes
usuelles de culture de bactéries en milieu liquide, on obtient 1 g de
poids sec de bactéries par litre de culture. Les rendements sont au

moins cing fois supérieurs avec des cultures en fermenteur.

Les paramétres les plus importants pour l'obtention de
bactéries, pH, aération, agitation, peuvent &tre fixée de fagon
rigoureuse dans un fermenteur, ce qui n'est jamais le cas dens une
culture classique. La culture immergée et agitée présente les
avantages d'un systéme de composition homogéne dans les différentes
parties du milieu dans lequel il est possible d'obtenir un équilibre
de 1'état gazeux. Le micro-environnement de chaque bactérie est donc
toujours identique dens chaque culture., Des quantités importantes de
bactéries, en état de croissance identique, peuvent €tre recueillies
par 1l'emploi dfunité pilote de fermentation. ﬁes détails techniques
de cette installation ayant déja fait 1'objet d'un Diplome d'Etudes
Approfondies de Biochimie, nous ne décrirons ici que les méthodes

d'obtention en fermentcur de trois types de mycobactéries :

- une mycobactérie & croissance rapide : Mycobacterium phlei

- une mycobactérie & croissance plus lente : Mycobacterium kansasiil

N

- une mycobactérie & croissance lente : Mycobacterium bovis (var. B.C.G.)




Ccs cultures en masse étant destinées a 1°'étude des antigénes,
nous avons éliminé tout milieu contenant des fractions protéiques et

utilisé un milieu minéral simple, le milieu de Sauton :

Asparagine 4 g
Acide citrique 2 g
Phosphate bipotassique 0,5 g
50, ¥g 0,5 g
Citreate de fer 0, 05g
Glycérine 48 ml
H2O GoSoPa 17000 ml

Les modalités techniques sont les suivantes : les souches
sont entretenues sur milieu solide de Coletsos ; on ensemence & partir
de ces milieux des fioles dites & toxine, contenant un litre de milieu
de Sauton. Tes fioles sont cultivées en agitation pendant le temps
nécessaire pour obtenir des bactéries en phase exponentielle de

croissance,

Cette préculture est inoculée stérilement dans les fermenteurs,
Ces cultures dc mycobactérics en fermentcur posent en effet le
probléme de maintien de stérilité. L e probléme de la contamination se
pose différemment sclon que les germes sont & croissance rapide ou a
croissance lente., En cas de culture dc mycobactéries a croissance
rapide, peu de germes Contaminants auront la possibilité de s'y

développer, lc rapport du nombre étant toujours en faveur de 1'inoculum.
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Par contre, si l'on procéde & des cultures de germes &
développement lent, donc & taux de croissance faible, une contamination
par des germes, ayant un taux de croissance rapide, pourra survenir,

Fn efrfet, ces germes indésirables seront trés vite & une coancentration
supérieure a celle du germe inoculé ot ia culture scra perduc, Hotre
expériecnce nous a permis de constater que, pour des cultures

d'Escherichia coli ou méme de Bacillus, les possibilités de contamination

sont réduites car peu de germes ont un taux de croissance aussi
rapide et des souillures ont peu de chances de se développer. Par
contre, les mycobactéries ont des teux de croissance variant de 0,20

pour Mycobacterium phlei & 0,07 pour Mycobacterium tuberculosis., Si

des bactéries comme Escherichia coli, dont le taux de croissance est

de 3, contaminent méme cn trés faible proportion un fermenteur
ensemencé avec des mycobactéries, on aura trés rapidement un
développement du germe contaminant. L'inoculation de la préculture

dans le fermenteur doit donc &tre effectuéde avec beaucoup de précaution.

Ce maintien de la stérilité doit &tre maintenu pendant
des délais de cing jours A trois semaines, ce qui est possible grace
aux dispositifs de sécurité adoptés dens la construction des
fermenteurs, Différents essais nous ont permis dc déterminer, pour
chaque espéce mycobactérienne, les coefficients d'agitation et
dtaération les plus efficaces pour obtenir, dans un minimum de temps,

une quantité meximum de bactérics en phase exponcntielle de croissance,

Les tablcaux I, II et III résument les paramétres de culture,

retenus pour les trois types de germes étudiés., I1 faut noter que le pH

pel
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au cours de ces cultures, @ &té maintenu constant par addition automatique

de ECL ¥ ou de I CH N,
"T'

TABLEAU T

Conditions de culture en fermentcur pour Hycobacterium phlel :

! Temps ; Débit dlair cn Vitesse d'agitation i
: P (litres/minute) (tours/minute) ;
| |
| To ? 1 200 |
| 1O+ 24 n 3 300

; TO + 48 h (5 ( 400 }
i ( ) {
f To +120 h (iden 5 (iden

TABLEAU IT

Conditions de culture en fermenteur pour Mycobacterium kansasii :

Temps | Débit d'air en i Vitesse d'agitation !
! P ! (litres/minute) ! (tours/minute)
| |
- T T 100
© To + 24 h ‘ > | 100
|
; To + 72 h 3 ‘. 200
i
| To + 96 h ( 5 (’?OO
E P . ( ) L
i To + 13 jours ( idem ‘ (idem




TABLEAU IIT

Conditions de culture en fermenteur pour Mycobacterium bovis var. B.C.l.s

; Débit dfair en . Vitesse dagitation
Temps / . /o | .
: (litres/minute) é (tours/minute)
To : 1 100
To + 72 h : 2 100
1
To + 9% h ; 3 200
§
To + 144 & | (5 (400
¥ | ( i (
To + 20 jours (idem : (idem

On constate la trés faible aération. utilisée en début de
la culture. De nombreux €ssais nous ont montré 1'importance d'une treés
faible oxygénation pendant la phase de latence, Un débit d'air de trois
litres par minute, dés le début de la phase de latence, suffit a inhiber
la croissance, Il est donc important de surveiller le taux d'zération
d'une culture de mycobactéries cn fermenteur. Avec ces précautions, les
rendements en fermenteur sont en général six fols supérieurs a ceux
obtenus avec les cultures en fioles, Celles-ci donnent lieu & la
formation de voiles, d'importance apperamment satisfaisantc, mais
comprenant en réalité un grand nombrc de cellules mortes,

Un fermenteur contenant quingze litres de milieu permet,
aprés cing jours, l'obtention cn moyenne de 180 g en poids humide
de mycobactérics,

Ces bactériecs sont recueillies stérilement par un systéme

de centrifugation en continu du type Szent-Gyorgyi et Blum. La

[

suspension bactérienne c¢st envoyée dans la centrifugeusc par une



surpression dteir stérile. Les bactéries, aprés lavage & llcam
distillée stérile dans des pots a centrifugation, sont recueillies

2 -

stérilement et conservées & - 20°C,

TI - BROYAGE DU MATERIEL BACTERIEN

2

De nombreuses méthodes ont été employées pour rompre les
bactérics, Une des techniques les plus simples préconiséc par WEIDBEL

pour Zscherichia coli est 1fautolyse : elle a l'inconvénient d'altérer

considérablement les structures bactériennes. Le choc osmotique a été
préconisé également, ce moyen avait été utilisé uniquement pour les
bactéries halophiles. Ces bactériecs, ne cultivant qu'en présence de

fortes concentrations de sel, éclatent par simple choc osmotique dés

quielles sont dans une solution hypotonique,

La reproduction de ce phénoméne a été tentée chez des
bactéries non halophiles par immersion dans le glycérol de fagon

& capter l'eau de la cellule, de maniére brutale.,

Ces techniques de choc osmotiquce ou de déshydratation
ont &té peu utilisées, Il convient dfen rapprochcr la méthode de
broyage récemment proposée, par les zéolithes silico-aluminiques, Ces
substances agiraient en captant 1'eew d¢ la parol bactériennc, facilitant
ainsi son broyage. SALTON a égalemcent proposé le traitement des
bactéries par la chaleur, méthode selon nous, pou intéressaante, car

ellc altére les structurcs que l'on cherche & isoler. Ces inconvénients
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peuvent @tre &vités par les méthodes de désintégration mécanique.

Les premiéres furent le brovage ou lfagitation violente
en présence d'abrasifs comme le sable, alumine ou les billes de verre,
dfacier, de plastique. A ce groupe se rattache 1'emploi de 1fapparcil
de Mickle, permettant de romproe des bactéries par interacticns en
présence de billes de plastique.

La somnation a été et est toujours une des méthodes les

plus employées, Ce procédé présente nésnmoins 1'inconvénient d'utiliser

des appareils & fréquence fixe dont la scule variable est le temps.

Une des gderniéres méthodes proposées a été 1'utilisation
de fortes pressions pour romprc les bactéries grace & un appareil
appelé "French Press", Lo principe en cst simple et séduisant : on
fait passer a travers unc velve, ayant un trés petit orificc, des
bactéries soumises & de trés fortes pressions, la valve étont

évidemment refroidie pour cmp@cher 1°échauffement.

Les mycobactérics sont particuliérement résistantes aux
divers agents agresseurs, qu'ils soieut physiques ou chimiques, Si
liobtention et 1=z séparation de parois et de composants cytoplasmiques

d*Escherichia coli ne posent guére de problémes (sonnation, simple

broyage avec dec 1l'alumine, agitation deng un "Mickle” ou attague de

la paroi par des procédés biologiques), il nfen est pas dem@mec pour

les mycobactéries, Les raisons de ces difficultés sont lides a la
structure des mycobactéries. Lorsqu'on examine ces germes en microscopie

électronique on counstate, outre la préscnce de la paroi, 1l'existence
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d'une couche assez importante, peu dense aux électrons, entourant la
paroi. Cette couche est responsable de l'agglutination des mycobactéries
entre elles, Elle semble également responsable de leur grande résis-
tance aux différents traltements physiques et chimique?s° Cette
structure, trés particuliére de paroi, explique sans doute le taux
de croissance faible de ces germes, 1lié & un métabolisme réduit et
au passage trés difficile des éléments nutritifs. La pratiquc des
coupes, en vue de 1'examen en microscopie électronique, montre
d'ailleurs que la pénétration des fixateurs dans la bactéric est
trés difficile et que sa coupe elle-méme n'est pas aisée, Tous ces
faits viennent donc en confirmation de la structure particuliérement

résistante des mycobactéries.

La somnation et le broyage & 1l'appareil de Mickle ne
sont de ce fait que difficilement applicables a ces germes, Certains
auteurs ont employé la sonnation, mais l'emploi de fréquences trés
élevées altére les structures et 1'échauffement du milicu dénature
les protéines. Nos essais de broyage au Mickle ont donné des pourcen-
tages de rupture de l'ordre de 5 & 10 p. 100 aprés des temps trés
longs, ce qui excluait toute utilisation pratique de cet appareil. Des
essais de sonnation ont également &té pratiqués avec un appareil
Raytheon 10 Xc. Pour obtenir des taux de rupture de l'ordre de 10 &
20 p. 100, nous avons 40l employer des temps de sonnation dec trois
heures et plus ; les différents essais effectués avec des germes
soumis & cet appareil, ont montré qu'un traitement de plus de 10 min

altérait leur activité enzymatique ; on peut donc considérer qu'apreés



APPAREIL DE BROYAGE

Schéma n° 1
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CHAFMBRE DF BROYAGE

APPAREIL

1) moteur électrique

2) volant

3) t&te destinée & recevoir la chambre de broyage







3 heures de sonnation, il ne restce plus sucune structure intacte,

Un des moyens les plus commodes ¢st peut-&tre la YFrench
Press™, qui a été utilisée pour le frectionmement des mycobactéries,
par RIBI notamment, Si elle est dfun cmploi facile, 11 est cependant
toujours difficile de contrdler 1*élévation de température lorsqufon

emploie des pressions de 1'ordre dc 10 tonnes,

Nos recherches ont porté sur deux techniques de broyage
une teckhnique associant la rupture mécenique et 1l'action du froid ou
le cryobroyage, et une autre technique plus récente, 1l'emploi des

zéolithes,

(%)

1) Le_cryobroyage

Il s'agit dfune technique dont le principe a été proposé

initialement par ZAMPIERI (129) et quc nous avons reprise et modifiée.

Si 1%on soumet un produit organique a de trés basses tempé-
ratures, 1l perd rapidement ses propriétés de plasticité et peut @tre
broyé. De méme des microorganismes congelés dans de 1'azote liquide
A - 180°C, peuvent 8tre broyés ensuite par des moyens mécaniques
(voir schéma n° 1),

Le brovage est réalisé & l'aide d*un moulin, constitué de
deux Dbielles fixées sur un volant mu par un moteur électrique. Ces

bielles sont reliées au chassis par un bras mobile et possédent a

(*) Nous remercions trés sincérement les Professeurs PENSO et
CASTELNUOVO de 1'Institut Supéricur de Santé de Rome qui nous ont
procuré les sphéres, utilisées dans cette installation,
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leur sommet deux t€tes permettant de fixer les chambres de broyage.
Celles—ci décrivent alors un mouvement ellipsofdal & raison de 250
mouvements par minute. Les chambres de forme ovoide sont en acier inoxy-
dable de 1 cm d'épaisseur et sont composées de deux parties hémisphériques
fermées hermétiquement au moyen d'écrous, Ces chambres vont recevoir le
matériel bactérien qui sera congelé. La rupture des microorganismes est
assurée par des billes de tungsténe de 1 cm de diamétre, qui sont animées
d'un mouvement ellipsoidal & lt'intéricur de la chambre. C'est la
projection de ces billes sur la masse bactérienne congelée qui va

assurer la rupture des microorganismes et transformer rapidement cette

masse dure en une poudre.

Le cycle de broyage va se dérouler de la maniére suivante :
on dépose la masse bactérienne dans la chambre stérilisée au préalable,
on ferme les deux parties de la chambre qui est plongée ensuite pendant
15 minutes dans l'azote liquide ; lorsque la masse est congelée, on

ajoute les billes, et 1'on refroidit encore 15 minutes,

Les chembres de broyage sont alors montées sur les bielles.
On procéde & un broyage de 15 minutes. On décongéle ensuite jusqu'a
la température de 0°C sous un courant d'air chaud. Les bactéries sont
soumises & six reprises & un cycle de congélation, broyage, décongélation,
I1 faut noter que ces congélations et décongélations successives sont
indispensables pour avoir un excélent pourcentage de rupture, Un

simple cryobroyage ne donne qu'un rendement beaucoup plus faible. Avec

cette technique nous obtenons des pourcentages de rupture variant de



lfycobactéries broyées

PHOTOGRAPHIE HN°1
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Iycobactérics broyées observées en microscopie électronique

aprés ombrage phosphotungstique.

On distingue nettement les "sacs'" bactériens cassés et vidés

de leur contenu.
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90 & 95 p. 100, Le contrdle du broyage se fait au microscope électronique,

en examinant la préparation aprés ombrage & 1'acide phosphotungstique.

Ce traitement permet d'obtenir une masse rendue élastique par
la libération des acides nucléiques, masse dans laquelle on peut mettre
en évidence les parois microbiennes vidées de leur contenu (photographie n°1).

Le broyat est ensuite homogénéisé dens un broyeur a couteaux

QM, MgCl 107%m a pPH 7,4. De

type Virtis, avec un tampon Tris HCI1 10~ 5

ce broyat, on élimine les bactéries intactes per une centrifugation de
600 g pendant 30 minutes ; on obtient acinsi un mélange de parois et de

constituants cytoplasmiques.

Technique utilisant les zéolithes

Plus récemment, nous avons utilisé le silico-aluminate de type
4A de 1"Union Carbide", D'aprés ZIPPZR et PERSON (130) ces produits
agissent en absorbant l'eau des structures lipoprotéiques de la paroi,

favorisant ainsi la rupture des bactéries par un simple broyage au mortier.

Cette technique s'est révélée relativement efficace avec les
mycobactéries puisqu'elle donne des pourcentages de rupture de 1topdre
de 50 & 60 p. 100. La technique d‘utilisation(est trés simple : on
mélange dans un mortier (morticr et pilon sont stérilisés) 5 g environ
de bactéries avec 10 g de zéolithe. Cette masse est triturée jusqu'a
obtention d'une p3te homogéne, puis d'une poudre. Un bon rendement de

broyage n'est obtenu que grace a un écrasement cu mortier suffisamment



long, car les zéolithes ne font que fragiliser la paroi, le phénomeéne
d'écrasement est donc indispensable. L'inconvénient majeur de cette
technique est qu'elle doit &tre effectuée dans des conditions de
stérilité rigourcuses. Un certain échzuffement se produisant lors du
mélange, il convient d'utiliser un matériel préalablement refroidi

et maintenu a 0°C dans un bain de glace.

Lorsque le broyage est terminé, on dissout la poudre dans
200 ml d'eau distillée stérile et on centrifuge & 1000 g pendant
15 minutes pour éliminer les zéolithes, Le mélange de parois et de

constituants cytoplasmiques obtenu dens le surnageent, est séparé

selon la méthode précédemment décrite,

P

Nous avons procédé a des comparaisons entre la structure
antigénique des constituants cytoplasmiques obtenus par les deux

méthodes de broyage., Ces structures nous sont apparues identiques.

Cette derniére méthode présente un grand intéret pour

1'étude taxinomique des mycobactéries, du fait de sa facilité d'emploi.



CHAPITRE II

TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES

I - PREPARATION DES IMMUN-SERUMS

L'étude des structures ontigéniques nécessite 1l'obtention
"anti-sérums dont la valeur est conditionnée par les modrlités techniques

de préparation,

L'immunologiste doit cu préalesble effectuer un choix de

1'animel & immuniser et de la méthode de sollicitation antigénique.

Le lapin a été choisi de préférence a d'autrss animaux car
il permet d'obtenir de bons sérums précipitants, susceptibles d'@tre
utilisés dens notre systéme révélatcur (méthode de précipitntion en
gélose). Les variations de réponse sclon les animaux, nous ont conduit
4 utiliser des lots de 10 lapins pour chague fraction antigénique, dont
certains des onti-sérums ont été mél-ngés, aprés évaluation du taux

dfanticorps de chacun d'eux,



2) liéthode de sollicitation antigénique

La préparation de ces anti-sérums nécessite habituellement
le choix d'un adjuvant qui a la propriété d'augmenter 1l'importance de

la réponse immune,

otre choix s'est porté sur deux substances classiquement
utilisées : 1l'alun de potassium et le mélange incomplet de Freund
(1anoline - huile de vaseline)° Les seuls points que nous discuterons

ici seront les modalités d'injection et les quantités d'antigénes.

Hous avons procédé & différents essais portant sur la
fréquence des injections, la durée de ces injections, la quantité
d'antigéne a injecter. La complexité du probléme était telle que nous
avons limité notre programme d'essai & deux techniques :

- une technique utilisant la voie sous-cutanée avec comme adjuvant le

mélange incomplet de Freund,
- une technique utilisant la voie veineuse avec comme adjuvant 1t'alun

de potassium.,

Pour chaque modalité chioisie, dcs essais ont été réalisés
avec des doses d'antigénes fixes (1 mg par cxemple) et des fréquences
d'injections variables (toutes les 43 h, 72 h etc...). Ces études ont
été complétées par des expériences effcectuées a des fréquences de
six jours par exemple, avec des doses variables d'antigénes, 1 mg,

2 Mg; etCoss

L'évolution de la courbe d'apparition et de disparition des

anticorps a été étudiée par des prélévements bihebdomadaires
P )
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les contrdles d'apparition des anticorps se faisant, de facon quali-
tative, par la technique d°Ouchterlony, et de fagon quantitative, par
une technique de précipitation en tubes. Ces essais ont été faits

avec les deux techniques suivantes :

a) Technique d'immunisation par voie veineuse

Le facteur adjuvant choisi est 1'alun de potassium. L'antigéne
est dissous a la concentration de 1 mg par ml dans une solution d'alun
de potassium & 1 p. 100, amenée & pH 7. On pratique trois injections
dans la veine marginale de 1l'oreille du lapin de 7,5 ml pendant trois
semaines, suivies de trois injections de 3 ml par semaine, pendant
cing semaines. Les injections sont arr€tées pendant un mois. On
pratique ensuite une injection intramusculaire de 3 ml, suivie éventuel-
lement d'une série d'injections intraveineuses, Le sérum est prélevé

huit jours aprés la derniére injection.,

b) Technique d'immunisation par voie sous-cutanée

On utilise comme produit adjuvant le mélange suivant,

’

stérilisé par chauffage a 120°C pendant 20 min :

lenoline 1,

huile de vageline &,

Z % v/V

Des injections sous—cﬁtanées sont réalisées, aprés incorporation de

1'antigéne dans l'huile, en phase continue et selon les proportions :
adjuvant : 1 ml

antigéne : 0,5 ml d'une solution a teneur
protéique de 5 mg/ﬁl



Les injections sont faites en plusieurs points de 1'abdomen, une fois
par semaine, ceci pendant six a sept semaines., Apres la derniére
injection, les lapins sont laissés au repos dix jours, puis on

procéde au prélévement sanguin.

c) Choix de la technique

liotre choix sfest porté sur la seconde technique qui donne
des immun-sérums aussi riches en anticorps que la teclmmique plus
longue d'immunisation par Vvoie veineuse, Elle permet d'obtenir les
anti-sérums en moins de deux mois, soit dans un délai relativement
bref. Les sérums, avant d'@tre utilisés, sont décomplémentés par
vieillissement a 4°C pendant un mois. Ils sont ensuite stérilisés par
filtration sur filtre "iillipore" de 0,25 p et conservés en ampoules

scellées de 1 ml, & la température de - 20°C,

TI - TECENIQUR DE 1I52 Ex EVIDFUCE DE LA REACTION AMTIGENE-ANTICORPS

Lous avons utilisé uniquement des techniques de précipitation
en gélose en macro ou microméthode : soit la technique d'OUCHTERLONY (7J),

soit la technique dfCUDII,

On utilise des plaques de verre sur lesquelles sont collés

des cercles d'acier de 2 cm de large et 1 cm de hauteur., On coule d'abord



une couche de 3 ml d'Agar a 1 p. 100 dans une solution de NaCl & 8,5 p. 100
ou dans un tampon véronal., On dépose ensuite un moule ayant la forme
désirée. lous avons employé ici des réservoirs rectangulaires de 4 mm

sur 6 mm, disposés de la fagon suivente :

. —

f

e b Ny

Finalement on coule & nouveau 5 ml de gélose, Aprés avoir enlevé le
moule, le matériel est prét pour la réaction, Dans le bassin central
on dépose l'immun-sérum et dans les bassins latéraux les solutions

antigéniques.

Les chargements peuvent se Ffaire pendant un ou plusieurs
jours, selon la richesse en antigénes et en anticorps. On laisse la
réaction se développer a 30°C entre chaque remplissage, puis la
précipitation se former & 4°C pendant quatre jours. On élimine ensuite
les réactifs en excés par un lavage dans une solution de NaCl & 1 p. 100
puis dens l'eau distillée. Avant de sécher la plaque par une bande de

papier Whatman n® 1, on photographie, on colore ensuite par 1l'amidoschwartz
ou le vert de lissamine,

L'étude de 1'évolution du diagramme de précipitation est
importante a sulvre car elle permet d'éviter les erreurs dues a des

artefacts. En effet, s'il est avantageux de recharger plusieurs foils
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en antigénes ou en anticorps une plaque d'COuchterlony, la modification
du rapport antigéne-anticorps peut chtrainer un déplacement d*un arc
de précipitation., Il est donc indispensable de suivre et de comparer
les différents aspects que peut donner cette réaction, en fonction des

différentes concentrations d'antigénes et d'anticorps.

Elle est réalisée sur lames de microscope. Un gel de
composition identique a celui utilisé dens la macrométhode est coulé
sur les lames ; on découpe ensuite des réservoirs dans la gélose, Nous
avons utilisé des réservoirs de 3 mm de diamétre, disposés en quinconce,
La distance diagonele libre entre le bord du réservoir interne et le
bord du réservoir externe est de 5 mm. On charge les godets avec
1'immun-sérum et les fractions antigéniques une fois seulement., La
manipulation est, par ailleurs, en tous points identique a celle de la
macrométhode, Nous avons surtout utilisé cette méthode comme technique
de "dépistage™, étant donné le peu de réactifs qu'elle exige,

T1 est & noter que nous avons employé parfois dens ces
techniques des tampons véronal a pH 8,6, Ceci est intéressant dans le
cas d'antigénes peu diffusibles, 1'augmentation du pH favorisant cette
diffusion 3 il conviendra toutefois de veiller & ce que 1'augmentation

de pH ne diminue la constante d'assocliation entigéne-anticorps.
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3) Technique d'immunodiffusion en cellule (Oudin)

Cette cellule est constituée de deux lames de verre, distantes
1'une de l'autre, dans laquelle sont coulés successivement un gel d'agar
contenant l'immun-sérum, puis une couche de gel vierge, enfin le ou les
gels d'Agar contenant le ou les antigénes. Cette technique permet
d'employer de faibles concentrations d'Agar et donne une excellente

diffusion. Elle présente toutefois 1l7inconvénient d'empécher toute

tecknique de coloration finale,

4) Technique dfimmunoélectrophorése

La microméthode sur lames de microscope avec une gélose
tamponnée au véronal & pH 8,6 a &té faite sous une tension de 250 volts

pendant une heure,

I1IT - CHOIX DES TECHNIQUES ET INTERPRITATION

La réaction d'immunodiffusion en gélose type Ouchterlony nous
a semblé la mieux adaptée & cette étude : elle permet de modifier en
cours de réaction le rapport antigéne-anticorps et de suivre 1l'évolution
du diagramme de précipitation. Elle nécessite certes un taux d'anticorps
plus important que d'autres techniques de mise en évidence de la réaction

antigéne-anticorps, la réaction d'hémagglutination par cxemple., La

sensibilité de la réaction dfOuchterliony n'est en effet que de



II

AB

111 . N

A, B = anticorps
a, b = antigdnes

a et a' étant deux antigenes ayant
une certaine communauté antigénique

Différents types de réaction d'Cuchterlony

Schéma n® 2

e
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2,5 pg N.Ac , tendis que celle de la réaction d'hémagglutination est

de 0,003 pug N.Ac,

Elle présente cependant 1'aevantage considérable de permettre
facilement 17analyse d'un complexc antigéne-anticorps, donc de suivre
également la purification d'un mélange d'antigénes. Flle offre également

la possibilité dfétablir des relations éventuelles entre des antigénes

>

différents.

Si on ne tient compte que d'un systéme équilibré, c'est-a-
: o ) Ag o §onn ) . .
dire ou le rapport e est voisin de 1'unité, on peut distinguer, selon

Ouchterlony, trois types de réactions, résumées sur le schéma n° 2.

)

La réaction de type I correcspond & l'identité compléte entre deux

2

antigérnes et il n'existe qu'un scul arc de précipitation,

La réaction de type II domnc deux arcs de précipitation qui

se croisent, ce qui signifie que deux antigénes différents sont présents,

La réaction de type III est caractérisée par 1l'inflection d'un
ces arcs de précipitation qui rencontre un autre arc, indiquant ainsi

une certaine communauté antigénique entre les deux composants a et 2y

I1 convient toutefois de signaler qu'en 1'absence d'équivalence
AQ/AC, il peut y avoir une redissolution du précipité en excés d'antigénes
ou d'enticorps, phénoméne qui est également observé dans les réactions
de prércipitation en milieu liquide.

7

(%) H.Ac = quantité limite d'anticorps décelable exprimé en poids
d'azote.



Ac équivalence
e 4
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Par ailleurs, un déséquilibre du rapport antigéne-anticorps peut

Adgalement entralner :
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- spit une trainée prés d'un arc de précipitation donnant 1ltaspect

suivant 3

- s0it un dédoublement de 1'ers de précipitation,

4] |
g A = A o
a = Ag
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Lt'interprétation d'un diagramme de précipitation devra donc
tenir compte de ces notions classiques en immunologie ; il nécessite
une étude comparative des solutions de concentrations différentes en
antigénes et en anticorps. De plus, seule la confrontation et la
comparaison des diagrammes de précipitation, acquises aux différents
temps de la réaction, permettront de se faire une idée du nombre exact

de couples antigéne-anticorps, entrant en jeu dans la réaction,
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CHAPITRE III

STRUCTURE ANTIGENIQUE ET FRACTIONNEMENT DES ANTIGENES
DE MYCOBACTERIUM PHLEI

Lorsque nous avons pensé isoler des fractions macromoléculaires
de mycobactéries, encore fallait-il pouvoir les situer dans la cellule
bactérienne et pour cela connaitre la structure d'une mycobactérie. La
connaissance parfaite de la structure est en effet indispensable pour
sélectionner les méthodes de fractionnement. Ainsi 1l'étude des différentecs
structures morphologiques pouvait amener & comprendre quel complexe
macromoléculaire était susceptible d'&tre attaché a la paroi, de

préciser 1l'importance des structures membranaires et la relation de tel

antigéne avec telle structure,

Toutes ces raisons nous ont donc amené a une étude prélimi-

naire de la structure, en microscopie électronique, de Mycobacterium phlei,

I - ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE MYCOBACTERIUM PHLEI (79)

Nous nous sommes adressé a des microorganismes obtenus dans
les m@mes conditions de culture que ceux utilisés pour l'extraction de
fractions macromoléculaires antigéniques. I1 s'agit de cultures agitées
faites sur milieu de Sauton. Pour avoir des bactéries en phase exponen-

tielle de croissance, nous avons utilisé des cultures de quarante hui-.



Mycobacterium phlel

Aspect ultrastructural

PHOTOGRAPHIE i°2
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heures de croissance, au maximum,

Les mycobactéries sont fixées selon la technique de RYTER
et KELLENBERGER (87) et fixées a 1'épon selon LUFT (48). Les coupes
sont effectuées & l'ultramicrotome Porter Blum, recueillies sur grilles
nues, lavées a l'hydroxyde de plomb. Lorsqu'on examine une coupe de

Mycobacterium phlei (photographie n° 2), on distingue trois zones

essentielles : les enveloppes bactériennes, le cytoplasme avec son
matériel nucléaire et enfin une structure particuliére, invagination de
la membrane cytoplasmique, le mésosome, situé dans le cytoplasme et
accolé au noyau. L'enveloppe a une épaisseur moyenne de 450 Z et

comprend une couche externe, une paroi et une membrane cytoplasmique.

La couche la plus externe, appelée couche "inerte!, prenant

trés mal les colorants, entoure la bactérie d'une maniére continue,

” . e . . » .
Cette couche, d'une épaisseur de 170 A, dont la composition chimique
est inconnue, résiste aux traitements physiques auxquels sont soumises
les mycobactéries. La présence de cette structure semble &tre a l'origine
de la grande résistance de ces germes aux divers agents agresseurs,
physiques et chimiques. On a pu se rendre compte que cette couche
"inerte" reliait entre eux et accolait les microorganismes et expliquait,

sans doute, la formation fréquente d'amas.

Ceci a pu &tre démontré de fagon fortuite, par 1l'étude de
l'obtention de sphéroplastes de mycobactéries. Pour obtenir ces
sphéroplastes, nous nous sommes adressés a différents inducteurs

dont le chlorure de lithium. L'examen en microscopie électronique des



I'ycobacterium phlei

Aspect ultrastructural

PHOTOGRAPHIE 1V° 3
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Mycobacterium phlei traité par le LiCl., On note une visualisation

plus nette de la couche amgrphe
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coupes de mycobactéries traitées au LiCl (photographie n°® 3), permet
d'individualiser d'une facon beaucoup plus précise cette couche externe.
Aucune explication n'a pu &tre apportée a ce phénoméne ; en effet le
LiCl, métal léger, ne peut en aucun cas €tre considéré comme un
contrastant. L'explication la plus plausible est une combinaison du
LiCl avec des composants de la couche amorphe, modifiant 1l’opacité

aux électrons de cette couche.

La paroi, d'une épaisseur moyenne de 100 Z, est étroitement
accolée a la couche amorphe, méme aprés cryobroyage. Aprés la paroi se
situe une couche de 100 Z environ, peu dense aux électrons et qui
sépare la paroi proprement dite et la membrane cytoplasmique., Le
probleéme qui se pose est de savoir si cette couche doit &tre rattachée

directement & la paroi, ou si elle a une existence autonome.

La membrane cytoplasmique est composée de deux feuillets
o
séparés par- une distance de 80 A, Le fait que la membrane cytoplasmique
ne soit pas directement accolée & la paroi, permet d'expliquer la

présence dans le surnageant S, des fragments de membranes (sans compter

2
le mésosome)o En effet, les relations avec la paroili n'étant pas trés

étroites, il est normal que la membrane puisse se détacher de la paroi

et passer facilement dans le surnageant.

En dehors de ce systéme d'enveloppe, on trouve encore

classiquement le matériel nucléaire et le cytoplasme. Ce dernier

o]
contient de nombreuses particules denses de 150 A de diamétre qui sont

des ribosomes. On observe également des sphérules de nature indéterminée,
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les uns peu denses, les autres trés opagues qui, pour TAKEYA, sont
des granules de polyphosphates. Cependant, le formation intracellulaire
caractéristique de ces mycobactéries est surtout constituée par un
mésosome., Il s'agit d'un ensemble relativement important, pouvant
atteindre 0,5 & 0,6 p de diamétre. Cette masse est entourée d'une
enveloppe double qui n'est que le prolongement de la membrane cytoplas-
mique. On retrouve en effet les deux feuillets de la membrane, dont
1l'un est d'ailleurs plus opaque aux électrons, feuillets séparés

par un certain espace, A l'intérieur de cette enveloppe, se trouvent
des structures lemellaires ou tubulaires (il est en effet difficile de
reconstituer a partir d'images en deux dimensions des structures en
trois dimensions). Qu'elles soient tubulaires ou lamellaires, ces
structures ont un aspect identique,en microscopie électronique, &

la membrene cytoplasmique et & 1'enveloppe du mésosome, c'est-a-dire
deux feuillets de densité différente, séparés par une zone claire, Ce
mésosome proviendrait d'invaginations successives de la membrane
cytoplasmique ; Jieu de localisation de nombreuses enzymes comme la
membrane cytoplasmique, il joue un r8le dans la division., En effet,
dans une mycobactérie en d vision, ce mésosome est toujours en contact
avec le noyau qu'il semble scinder ; on constate que le mésosome est
en relation avec le septum au moment de la division, ceci a été mis

en évidence également par RYTER chez Bacillus subtilis (88). Cette

structure doit &tre détachée trés facilement lors du broyage bactérien

et se retrouver en partie dans le surnageant.
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La structure générale de Mycobacterium phlei étant décrite,

nous allons essayé de voir maintenant quelle peut &tre la répartition
au cours des fractionnements, des éléments bactériens aprés cryobroyage
et quelles sont les relations qui peuvent &tre mises en évidence entre

l'antigéne et la structure bactérienne.

IT - FRACTIONNEMENT PRELIMINAIRE

Le cryobroyage des mycobactéries permet dfobtenir un
mélange de bactéries intactes (le broyage ne peut jamais concerner
la totalité des bactéries), des parois bactériennes et un mélange
complexe comprenant tout le contenu cytoplasmique, DNA, RNA, ribosomes,
débris de membranes cytoplasmiques et de mésosomes. Le premier probléme
est donc de procéder & un positionnement de ces différents constituents
dans les différentes phases du fractionnement en tenant compte des notions
acquises par l'étude en microscopie électronique., En effet, il semble
bien que si la couche amorphe et la paroi forment un ensemble relativemer+
homogéne, on doive retrouver ces deux constituants reliés 1l'un a 1l'autre,
Dans la phase en suspension, on doit retrouver certes les différents
constituants, ribosomes, DNA, "polyphosphates'", mais aussi des "fragments"

de membranes et de mésosomes,

~

Notre fractionnement a été réalisé A partir des bactéries
broyées et homogénéisées, dans un broyeur a couteaux type Virtis,

avec un tampon Tris Hcl 10-2M, Mgl 107°M a pH 7,4. Ce broyat a été

2

tout d'abord débarrassé des bactéries intactes par une premiére centri-
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fugation a 600 g pendant 20 minutes, Nous avons obtenu ainsi un
surnageant dans lequel se trouvaient les antigénes solubles mélangés
avec les parois, Le premier surnageant a été appelé S1 $ nous avons
ensuite séparé les parois des antigénes solubles par une centrifugation
a 12.000 g pendant une heure, Les antigénes solubles ou particulaires
ont été retrouvés dans le surnageant, les parois dans le culot. Ces
différentes fractions ont fait 1'objet d'observations en microscopie
électronique, aprés ombrage phosphotungstique. Ces examens nous ont
permis de vérifier 1'absence de bactéries intactes dans le surnageant

S, et 1l'absence de parois dans le surnageant S5,. Cette séparation a été

1 2

résumée sur le tableau IV. Les différents temps de centrifugation et
les vitesses de séparation, ont été déterminés aprés avoir contr8lé en
microscopie électronique que les surnageants étaient exempts de

bactéries ou de parois.

Nous avons donc séparé un surnageant 82 qui renferme des
antigénes particulaires ou solubles et un culot contenant exclusivement

les parois bactériennes,

III - STRUCTURE ANTIGENIQUE DES PAROIS

Nous avons tenté d'obtenir des fractions d'antigénes a
pertir des parois soumises & l'action de vibrations sonniques, afin
de séparer quelques structures macromoléculaires. La sonnation a été
effectuée pendant 15 Minutes avec un Raytheon Sonic Oscillator (puissance

10 X¢). Les résidus de parois ont été séparés des fractions isolées par
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une centrifugation de 12.000 g pendant une heure. Le surnageant 12.000 g

(83) a servi a préparer un immun-sérum.

Les réactions d'Quchterlony, pratiquées entre ce sérum
de parois et les extraits de parois, ont montré la présence de cing

fractions antigéniques (photographie n° 4).

A

Nous avons procédé également a des réactions croisées entre
1'immun-sérum préparé a partir du surnageant 12,000 g (82) et les
fractions obtenues & partir des parois. Nous avons constaté la présence
de cing fractions antigéniques. Des réactions croisées, faites d'une
part avec l'immun-sérum anti-surnageant 82 (c'est-a-dire le surnageant
avec le contenu cytoplasmique, le DNA, les membranes) et les surnageants
S, et 83 (fractions de parois), et d'autre part, avec 1'immun-sérum

2

anti 83 réagissant avec les surnageants S2 et S_, prouvent que le

3)
surnageant contient les mémes antigénes que ceux extraits des parois.
Donc, en soumettant des parois & la sonnation, on ne fait que détacher

des structures qui sont déja passées partiellement dans le surnageant

au moment du cryobroyage.,

I1 n'est pas possible, avec les méthodes que nous nous
sommes imposées, de pousser plus loin le fractionnement des structures

macromoléculaires isolées de parois.,

Des études complémentaires ont été faites pour tenter
d'isoler par des méthodes chimiques, différents constituants de la

paroi, dont les caractéres antigéniques ont été comparés a ceux
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obtenus précédemment. Aprés différents essais de "solubilisation® des
parois, nous avens obtenu une rupture de celles-ci et la transformation
en substances particulaires par 1'action du mélange :

(e}

( urée = 0 I
( Brij 7 p. 10C (polyoxyéthyléne cotylether)

vy /V

Le traitement par ce mélange permet d'obtenir une dispari-
tion de la structure des parois, ainsi que le vérifie 1l'examen en
microscopic électronique. L'immun-sérum préparé & partir de ces
perois solubilisées, n'a permis de déceler que cing fractions antigé-

niques, celles-ci étant exactement celles que nous avions extraites

par sonnation et qui sont donc présentes dans le surnageant.

Des essais diétudes immunologiques ont été également faits
sur des extreits de parois obtenus aprés traitement enzymatique
(trypsine notamment) et 1& encore, nous n'avons obtenu que des
structures trop altérées pour pouvoir €tre considérées comme des

structures macromoléculaires antigéniques.

L7étude decs antigénes de parois nous a donc semblé difficile
sans altérer la nature de ces structures macromoléculaires, tout au

moins dans la limite des techniques que nous nous étions imposées.,

-

Ces constatations nous ont conduit a étudier des antigéncs
extraits du surnagcant, sans leur fairc subir aucun traitement chimique

ultérieur, de facon & ne pas altérer les structures antigéniques.
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IV - STRUCTURE AUTIGEHIQUE DU SURUAGEANT 12.000 g So

Le surnageant S, est obtenu par centrifugation a 12.000 g

2
du broyat bactérien débarrassé de bactéries entiéres, Ce surnageant,
en tenant compte des données morphologiques et de 1l'étude de parois,
doit donc contenir des morceaux de membrance ct de mésosome, le matériel

nucléaire, les ribosomes ct tout lc contenu cytoplasmique. Ce surnageant

S, concentré par ultrafiltration, a été utilisé pour la préparation

d'un immun-sérum, selon lcs modalités décrites au chapitre "Techniques'.

La premiédre méthode utilisée pour mettre en évidence la

structure antigénique du surnageant S, a été 1'immunoélectrophorése.

Celle-ci nous a permis dfobserver sept fractions antigéniques, comme
1l'indique le schéma n°® 3. Devant le petit nombre de fractions caractérisées
et 1'impossibilité de faire varier le rapport antiﬁéne/bﬂticorps, nous

o

avons préféré utiliscr la technique d'Ouchterlony. Celle-ci nous a

permis de mettre en évidence 12 fractions antigéniques qui ont été
désignées par les lettres 4, B, C, précisant la position des trois
groupements principaux, lettres suivies de chiffres pour indiquer chaque
arc de précipitation. La photographie n® 5 représcnte la composition
antigénique du surnageant S2h
Tn faisant varier le rapport antigéng/énticorps, il est

possible d'obtenir per centrifugation a 100,000 g une coicentration des
antigénes et de mettre en évidence quatre nouvelles fractions antigéniques

appelées C'1, 2, 3 et 4, Hous avons procédé également & des essais avec

des immunoglobulines Ig G purifiées, obtenues & partir de 1°'immun-sérum,
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STRUCTURE ANTIGENIQUE DE MYCOBACTERIUM PHLEI

Schéma n® 4



qui nous ont permis de faire varier le rapport Ag/Ac par augmentation
de la concentration en anticorps. Ceci nous a permis de déceler 16

fractions antigéniques (voir schéma n° 4).

La recherche d'un diagramme antigénique le plus complet
possible était indispensable pour qu'ensuite le fractionnement des
antigénes puisse &tre considéré comme valable., En effet, lors de

1'étude du fractionnement, nous mettons en contact avec 1'immun=-sérum

un antigéne séparé et concentré par rapport au surnageant de départ. Dans
ce cas, le rapport Ag/Ac est fortement perturbé, Il était donc indispen-
sable de nous assurer, par une séric de réactions d'Ouchterlony faisant
varier, dans des limites trés larges, ce rapport Ag/Ac, que nous avions
un nombre déterminé d'antigénes, quelles que soient les variations du

rapport Ag/Ac.

V - FRACTTONNEMENT DU SURNAGEANT So

Ayant obtenu un broyat bactérien par des méthodes altérant
le moins possible les structures antigéniques, il s'agissait ensuite
de fractionner ce broyat, afin d'obtenir des structures macromoléculaires
antigéniquement pures, le but de notre travail étant 1'étude de la
structure des antigénes, de leur emplacement dans la cellule et de leur
rdle immunologique. Il était indispensable de mettre au point des
techniques permettant d'obtenir, & partir du surnageant 82, des fractions

antigéniquement pures, dans nos conditions expérimentales,
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Jous avons exclu tout fractionnement par des moyens chimiques,
ce qui limitait notre méthode aux techniques physiques telle la centrifu-

gation et la chromatographie.

Nos essais de mise au point d'une méthode de séparation de
nos antigénes a été précédée dfun travail préliminaire consistant a
comparer les différentes techniques d'isolement possibles : obtention
de procédés précis et surtout reproductibles permettant d'obtenir ainsi
des quantités importantes de matériel, afin d'étudier les structures
macromoléculaires obtenues; maintien de la stabilité des structures

antigéniques au cours du fractionnement,

A partir d'un mélange aussi complexe comportant 16 fractions
antigéniques, il était impossible de pouvoir séparer en une seule étape
des fractions antigéniquement pures. Il était donc nécessaire d'étudier
au préalable différentes techniques, de voir quelle approche de fraction-
nement on pouvait espérer de chacune d'elles et de combiner ensuite une

association la plus favorable au fractionnement.

Pour nos séparations, nous avons employé un surnageant 82

& une concentration de 10 mg/hl de protéines (dosage par la technique de

LOWRY, 47).
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1) Techniques

La cellulose, lavée dans un excés dfeau distillée est
soumise a des décantations successives pour éliminer les particules les
plus fines. La cellulose est mise en suspension dans un volume X de Hel
0,5 N, puis le surnageant est éliminé ; la cellulose remise en suspension
dans le méme volume X de NAOH 0,5 N puis lavée a l'eau distillée,
Ensuite, on remplit la colonne avec la cellulose et on termine par un
ringage & l'eau distillée pour avoir un effluent neutre, On fait
passer au-travers de la colonne le tampon de 1'éluent (Tris 10_2M Hel
PH 7,4). La colonne est alors préte pour le dépdt de 1'échantillon et
le démarrage de 1'élution avec un gradient de NaCl 0,1 M & NaCl M
(en tampon Tris 1072 Hel PH 7,4). Le débit est de 5 ml par minute,

régularisé par une pompe péristaltique.

b) Technique de la filtration sur gel de Sephadex

La Sephadex est misea gonfler dans un excés de solvant
p g

Tris Hel 10‘1M)

s ' 4 on : il s'agit d'un - C .
utilisé pour 1'élution : 11 s'agit d'un solvant Nacl M ) PH 8

Ce solvant est toujours utilisé aprés stérilisation a l'autoclave, On
ajoute en outre une faible dose d'agent bactériostatique : du mercuro-

thiolate sodique & 1 p. 10.000.

Le gel gonfléestlavé a l'cau distillée plusieurs fois de

suite avec décantation et élimination des particules surnageantes.,



Aprés dégazage, on remplit la colonne ; finalement, on fait
passer un certain volume de tampon pour stabiliser le gel. On peut
alors effectuer le dép8t de 1%échantillon et 1l'élution. Le débit est de

5 ml par minute, régularisé par une pompe péristaltique.

c) Technique de gradient de centrifugation

On réalise un gradient de saccharosc en tampon Tris Mg012
-2.. . i s
10 "M a pH 7,2, Les solutions de saccharose sont stérilisées avant

emploi 30 minutes a 120°C.

La réalisation du gradient se fait dans un mélangeur
constitué de deux réservoirs reliés par un robinet, le mélange se
faisant par barbotage d'azote "R". Les prélévements sont réalisés, non

par percement du pot & centrifuger, mais & 1l'aide d'une aiguille que

1'on plonge dans le gradient.

2) Fractionnement en une seule étape

Notre idée premiére fut d'essayer de fractionner le
surnageant par centrifugation, non pour cbtenir un antigéne pur, mais
pour essayer de fractionner en groupements d'antigénes notre complexe

initial de 16 antigénes.



a) Fractionnement par centrifugation

Différents essais dc centrifugation, & différcnts temps et
différentes vitesses, nous ont montré qu'unc centrifugation de < h
a 144,000 g permet de séparer les antigénes solubles en quatre fractions,

deux surnagcants o, et %, et deux fractions sédimentables appelées B1

1

e @20 La fraction Oy la plus légére, est opalescente et posséde une
teneur en protéines de 3,4 mg/hl &t une tencur en oseés de 1,75 mg/hl

(technique & 1'Orcinol, 125).

La phase intermédiairc %, est limpide et posséde unec concen-—
tration en protéines de 5,2 mg/hl ct en oses de 9 mg/ﬁle Le culot est
formé de deux fractions superposées, 61 d'aspect gélatineux incolore
(concentration cn protéines 10,4 mg/ml et en oses 9,5 mg/ml) et B,
(concentration en protéines 10,4 mg/hl et en oses 12,2 mg/ml)e Tous
ces chiffres de dosage correspondent a la concentration obtenue apreés
dilution du culot au volume du surnageant initial. La structure antigé-

nique de ces différentes fractions a été évaluée en réaction d'Ouchterlony

et résumée sur le schéma no°d,

La fraction o, comporte quatre antigénes de type A et un

antigéne particulier C, qui a'est retrouvé dans aucune autre fraction,

La fraction &, ne posséde pas les antigénes CT’ ¢. Bet A1°
< ;.

La fraction sédimentable donne un plus grand nombre d'arcs
5 g

de précipitation (15 arcs) que lc surnageant 32 (12 arcs). Ces quatre

fractions supplémentaires ont été appclées (CF o voet ¢ . La
1’

C
23 3 4

fraction ﬁ1 ne différe de la fraction 62 quc par l'absence de ces



I
oy
~l
1

fractions C',

Nous avions donc obtenu par cette technique un début de frac-
tionnement, tout au moins pour les deux surnageants. Nous pensions donc
en partant de ce matériel, isoler des fractions antigéniquement pures

en les soumettant a la chromatographie.

b) Fractionnement par la technique chromatographique

Reprenant les travaux de XKWNICKER (37), nous avons tout
d'abord adopté la chromatographie sur DEAE cellulose DE 11, afin
d'obtenir des fractions antigéniquement pures. Le fractionnement a
&té fait sur des colonnes de 20 mm de diamétre interne, d'une hauteur
de 300 mm, réfrigérées, L'élution est effectuée avec un gradient de
NaCl de 0,1 M & NaCl M en tampon Tris Hcl pH 7,4. Le volume de solvant
étant de 400 ml, le: fractions recueillies sont de 5 ml ; ces fractions
sont recueillies & froid, groupées seclon le diagramme d'élution et
ensuite dialysées, Cette dialyse se fait également a 4°C contre de
l'ecau distillée, Aprés dialyse, les fractions sont lyophilisées et
redissoutes avant d'€tre analysées per lés techniques immunoclogiques,
Nous n'avons jamais pu obtenir avec cette technique un fractionnement
d'antigénes purs ou méme un groupement de fractions antigéniques

pouvant €tre isolées par la suite,

Des groupements de fractions plus réduits peuvent certes

&tre obtenus par passages successifs sur différents types de résines.,
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Comme pour la chromatographie sur DEAE, les fractions de
5 ml d'éluat sont recueillies & froid, groupées selon le diagramme
d'élution et ensuite dialysées. La concentration des dialysats se fait
ensuite par lyophilisation.

-

Sur les schémas de fractionnement n® & et 7, sont résumés
les diagrammes d'élution avec les résultats immunologiques correspondant.
Chaque point correspond & la présence dfun antigéne dans la fraction
correspondante du diagramme d'élution., Les résultats du fractionnement
sont intéressants en ce qui concerne notamment le Sephadex G50 ; on
constate en effet un début de séparation concernant les antigénes de

type B.

Cette fois encore, aucune fraction antigéniquement pure
n'a pu &tre isolée. On note toutefois, en ce qui concerne les Sephadex
G25 et G50, un meilleur étalement du fractionnement qu'avec les

Sephadex G100 et G200.

Ce fractionnement donne des résultats d'une constance
remarquable prouvée aussi bien par la régularité du diagramme d'élution
que par la régularité des résultats immunologiques. Nous avons donc
avec cette technique, une méthode donnant des résultats semblables a la
méthode sur DEAE en ce qul concerne le fractionnement proprement dit,
mais la régularité de fractionnement permet d'envisager son application

a un travail en grande série,
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d) Fractionnement par g¢gradient de sédimentation de saccharose

La centrifugation nous ayant déja permis de séparer certains
groupements de fractions, il était logique d'utiliser une méthode plus

fine de séparation : le fractionnement en gradient de saccharose.

Les premiéres études furent réalisées a l'aide d'une
couronne 37 39 L (Spinco) qui nous permettait un large éventail de
vitesse, mais limitait la quantité a fractionner de 0,8 ml par tube.
Aprés avoir déterminé le gradient de saccharose (10 - 30 p. 100) le
plus favorable au fractionnement, nous avons étudié, comme le montrent
les schémas n® £ et 9, les vitesses et les temps de centrifugation
nécessaires., La solution antigénique (0,7 ml) est déposée sur un
gradient de saccharose 10 - 30 p. 100 (4,2 ml) et centrifugée. On

recueille des fractions de 0,2 ml ; ces fractions sont diluées ensuite

o
a 2,5 ml puis leur absorbance mesurée a 2500 et 2£00 A,

essayant différents temps de 4 h a 20 h, différentes

=1
)

Y

accélérations de 20,000 & 134.000 g, nous en sommes arrivé a cmployer

un temps de 15 h pour une accélération de 134.000 g.

Les fractions de gradi.nt ont pu &tre utilisées directement,
sans dialyse préalable, en réaction d'Ouchterlony, celle-ci n'étant

pas perturbée par la présence de saccharose.

Sur les schémas n° § et 9, gont représentés trois essais
de diagramme de fractionnement avec le¢ m@me gradient, mais avec des

temps et dcs accélérations différentes. On constate bien que la meilleure
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séparation est donnée par une accélération de 134.000 g avec un temps
de 16 h. Sur le schéma n® 9, est représenté le diagramme du m@me
gradient et la structure antigénique correspondant aux différentes
fractions. Quoique la séparation ne soit pas effective (sauf pour un
antigéne de type B et un antigéne de type 01), les résultats sont
supérieurs & ceux donnés par 1'élution cn gradient de chromatographie.

On voit d'autre part, que les groupements de fractions sont intéressants

a étudier, On trouve en effet

dans la premiére fraction 3 antigénes
dans la troisiéme 1 antigeéne isolé
dans la quatriéme 4 antigénes
dans la cinquiéme 3 antigénes
dans la sixiéme 5 antigénes
dans la septiéme 6 antigénes
dans la huitiéme 6 antigénes
dans la neuviéme antigénes

4
dans les dixiéme, onziéme, douziéme 2 antigénes
2

dans les deux derniéres antigénes séparés.

A l'exception de trois fractions, nous avons obtenu une
bonne séparation. Ces résultats montrent 1'intérét de 1'application
de cette technique & 1'approche du fractionnement des antigénes
bactériens. La technique des gradients de saccharose est donc utile,
non comme technique d'isolement d'antigénes purs, mais comme technique

préparative de fractionnement.

Malheureusement, si la séparation est excellente, les

quantités séparées demeurent trop faibles et il est impossible
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d'envisager d'employer cette technique pour 1l'obtention de quantités
suffisantes a 1'étude ultérieure d'un antigeéne. Ceci nous a fait

abandonner 1'emploi de la couronne S%W 39 L pour employer la couronne
SW 25 permettant de fractionner 5 ml de solution antigénique par pot,

soit 15 ml par centrifugation,

Sur les schémas n°® 10 et 11, nous avons représenté les
essais de fractionnement avec différents gradients de saccharose
10 - 25 p. 100, 10 - 20 p. 100, 5 - 20 p. 100. En fonction des
résultats acquis, la technique suivante a donc été retenue : la
solution antigénique (5 ml) est déposée sur un gradient de saccharose
10 - 20 p. 100 en tampon Tris MgCl, 10‘21«1, pH 7,2 (25 ml) et centrifugée
4 90.000 g pendant 16 h. On recueille le gradient par fractions de
0,5 ml. Sur le schéma n° 11, sont représentés le diagramme de fraction-
nement et la composition antigénique correspondante, On constate que
la séparation est certes moins bonne que dans la ceatrifugation a
134.000 g ; en effet, un seul antigénc est séparé directement, mais
on obtient toujours certains groupements de trois ou quatre antigénes
qui pourront 8tre utilisés pour un fractionnement ultérieur. Ainsi
dans la fraction 24, on iscle les trois antigénes de type B avec un
antigéne de type A seulement ; dans la fraction 17, les antigénes de
type A sont isolés,

On voit donc tout 1'intérft qu'il y a a utiliser la
technique de gradient de saccharose comme technique préparative. Il

est certain qu'unc centrifugation en gradient zonal serait également
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intéressante pour ce fractionnement préparatif et permettrait
l'obtention de plus grandes quantités. C'est ce type de technique que
nous utiliserons ultérieurement, lorsque nous aurons a notre disposition

ce matériel,

3) Technique de fractionnement en deux temps

Aprés avoir analysé les différentes méthodes de fractionne-
ment, il nous reste a étudier les groupements de méthodes qui nous

permettrons d'obtenir des quantités suffisamment importentes d'antigénes

purs,

Nous éliminons a priori les techniques par chromatographies
successives, car les éluats de chaque chromatographie doivent &tre
concentrés par lyophilisation, ce qui peut entrainer des altérations
de structure des antigénes étudiés. Nous avons constaté qu'une
lyophilisation pratiquée sur notre surnageant ne provoquait pas la
disperition de structures antigéniques, Ceci est possible & conditions
d'arr8ter la lyophilisation avont la deuxiéme dessication : on sait
en effet, comme lc montre le schéma n® 12, gue dans une lyophilisation
la dessication se déroule en deux temps, d'abord & froid, puis ensuite
a une température supérieure a 0°C. C'est souvent durant cette deuxiéme
période que les structures protéiques sont altérées. Nous avons donc
préféré arrter la lyophilisation au niveau du point A, c'est-a-dire
lorsque la température du produit est proche de 0°C., Nous n'obtenons

certes pas une substance pulvérulente, mais un produit suffisamment
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concentré pour notre usage. 11 faudrait plutdt parler ici de concentration
que de lyophilisation. Si une concentration de ce type n'altére pas les
antigénes, par contre, deux concentrationsconsécutives entrainent la
disparition de certaines structures :ntigéniques.

Eliminant la technique de chromatographie comme fractionnement
préparatif, nous avons donc été amené a utiliser 1l'ultracentrifugation
préparative ou la centrifugation en gradient de saccharose comme premier

fractionnement. Nous exposerons donc les résultats obtenus avec :

suivie de chromatographie :
sur DEAE cellulose
ou sur Sephadex

la centrifugation

le fractionnement
en ‘gradient de
saccharose

suivi de chromatographie :
sur DEAE cellulose
ou sur Sephadex

Caie Vaine Faup

a) Fractionnement dans lequel intervient la simple centrifugation

Nos premiers essais de fractionnement avaient montré qu'une
centrifugation & 144,000 g pendant 1C h permetait de séparer les antigénes

en quatre groupements., Il suffisait donc d*utiliser un de ces groupements

pour le fractionner ensuite par une technique de chromatographie,

Le matériel a séparer est le surnageant 52 résultant de
la centrifugation & 12,000 g du mélange parois, antigénes solubles et
particulaires. Ce matériel initial contient 15 fractions antigéniques,
qui peuvent 8tre séparées en quatre groupements. L'un d'entre eux, le

groupement o, contient 5 fractions antigéniques ; c'est ce groupement
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que nous avons essayé de fractionner par chromatographie sur DEAE

cellulose et par gel filtration sur Sephadex,

Le schéma n° 13 montre le diagramme d'élution et la compo-
sition antigénique des fractions isolées par pascsage sur Sephadex G50.
Ce diagramme indique que nous n'avons pu obtenir aucune séparation

avec cette méthode, il en est de m@me aprés passage sur DEAE cellulose.,

Nous avions choisi cependant parmi les groupements isolés
par centrifugation celui qui possédait la plus faible richesse en
antigeénes, les autres groupements comprenant au minimum huit antigénes.
I1 nous a donc semblé indispensable dfeffectuer un fractionnement
préalable plus poussé, permettant d'obtenir au maximum, troilis ou quatre
fractions antigéniques. La technique la plus apte a résoudre ce probléme
nous a semblé &tre la technique de sédimentation en gradient de saccharose,
Cette technique joint en effet la finesse de fractionmnement a la régularité
des résultats, ceci sans qu'aucune altération ne soit apportée au matériel

2

séparé,

b) Fractionnement dans lequel intervient la centrifugation
en gradient de saccharose

L'ultracentrifugation en gradient de saccharose est une
méthode trés sensible et de réalisation relativement simple. Le gradient
peut 8tre effectué avec le tampon et le pH qui s'accordent le mieux
avec le produit & fractionner, ce qui cst un point important, connaissant

la fragilité et la sensibilité aux variations de pH des produits biolo-
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giques., De plus, le saccharose par lui-méme n'apporte aucune réaction

génante,

Cette technique combinée a une séparation chromatographique
permet l'obtention et la séparation d'antigénes en quantités certes
relativement restreintes, mais aussi 1'obtention d'antigénes a 1l'état
pur. Nous détaillerons les résultats dfune séparation a partir d'une
fraction de gradient. Nous avons choisi de décrire la technique
concernant 1'isolement d'un antigéne dont nous développercuns 1'étude

ultérieurement, Cette technique peut sfappliquer a n'importe quelle
q PPilq q

fraction du gradient.

La totalité du fractionncment est résumée sur le tableau n® V
il précise les différentes opérations nécessaires pour aboutir au
fractionnement et a 1l'obtention d'une fraction antigénigquement pure.

I1 est procédé tout d'abord a une centrifugation en gradient
de saccharose & partir du surnageant 12,000 g, puis & un fractionnement
d'une partie du gradient par chromatographie ou gel filtration. Le
probléme se pose alors du choix de la technique de chromatographie. Nous

verrons pour quclles raisons notre choix sfest finalement porté sur la

technique de gel filtration,

Le surnageant S. est fractionné par centrifugation en

2

gradient de saccharose 10 - 20 p. 100 en tampon Tris MgCl, pH 7,4 a

2
90,000 g pendant 16 h avec une couronne SW 25 (Spinco). Les fractions

sont recueillies par volume de 6,5 ml, ceci permet d'obtenir 24 fractions

dont la composition antigénique est la suivante :

o

?
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Fraction n°® 11 1 fraction 1 C

12 5 fractions 2 A+ 3C
13 5 fractions 34+ 2¢C
14 4 fractions 2 A+ 2C
15 3 fractions 2 A+ 1C
16 6 fractions 284 810
17 5 fractions 4 A+ 1C
18 6 fractions 4A+1C
19 6 fractions 5A+ 1C
20 5 fractions 5

21 6 fractions 5 + 1 C
22 1 fraction 1C
24 4 fractions TA+ 3B

N

C'est donc & partir de cette fraction 24 que nous avons essayé de

séparer des fractions antigéniquement pures.

(o /'Fractionnement sur DEAE cellulose de la fraction 24

La fraction, sédimentant au fond du gradient, contient
quatre antigénes. Aprés fractionnement sur DEAE cellulose, comme le
montre le schéma n° 14, nous n'avons pu isoler aucune fraction antigénique-
ment pure. De plus, l'utilisation de DEAE s'est avérée difficile, comme

nous 1'avons montré plus haut.

Nous avons donc utilisé la technique de fractionnement en
gradient de saccharose comme technique préparative, suivie de filtration

sur gel de Sephadex.



%o rransuission
o 20004 - 89 -
20{
. sernaoexG 100
40
|
50 /(
r‘ |
6o |
[ \
| \ /
[ ~
70
/ \\
80
90
FRACTIONS
00 ——.
10 20 30 40 80 80 70 [ % 190 (/'5:; \\\‘
vant o
N e
“—
‘ ANTIGENES
[
M-
B|*"
1t
B
{
4
Al3
2
L‘. . FRACTIONS o
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

(5 )

FRACTIONNEMENT SUR CRL DE SEPHADEY G100 DE LA FRACTION 24
DU GRADIENT 10 - 20 p. 100

1 - Diagromme d'élution

2 - Structure antigénique des différentes fractions

Schiéma n° 15



N

20

30

a0

50

60

70

80-

90

% oe TRANSMISSION

2800A

seruncex G50

FRACTIONS

=

30 40 60 70 80 90 100 1

ANTIGENES

v,

1.
e

FRACTICITNEMENT SUR GEL DE SEPHADEX
DU GRADIENT 10 -

Structure antigéniquce des différentes

B

-4

30 40 50 60 70 80 90

G50 DE LA FRACTION 24

20 p. 100

Diagramme d‘'élution

fractions

Schéma n° 15

100

FRACTIONS



|
\O
=

I

p /Fractiomnement de la fraction 2+ du gradient sur 3ephadex

- Séperation sur Sephadex G100

1

La Sephadex G100, comme on le constate sur le schéma n° 15,
permct de séparer l'arc & des trois arcs B, mais ne permet pas une
séparation des trois arcs B, Cette technique ne peut donc &tre utilisée

que pour l'obtention d'un antigéne A pur.

- Séparation sur Sephadex G50

Lfutilisation de la gel filtration sur Sephadex G50 permect
la séparation, commec on peut le voir sur le schéma n° 16 3

d'un antigéne A
d'un antigéne By

d'un antigeéne Bj
Cette méthode permet d'obtenir, a partir d'un complexe de quatre antigénes,
trois fractions antigéniquement pures dans les conditions expérimentales
gque nous employons. L'ensemble du fractiomnement est résumé sur le

tableau V.

c) Discussion

L'objet immédiat de notre travail était d'isoler a 1l'état
pur des fractions antigéniques. La purification ct 1'isolement d'antigénes
a partir d'un mélange complexe d'antigénes est toujours un prolbeémc
difficile & résoudre en raison des faibles concentrations relatives des

antigénes.,



- 92 -

L'ultracentrifugation en gradient de saccharose permet la
concentration de certains types d'antigénes. Une autre difficulté provient
également de 1'instabilité de ces structures antigéniques vis-a-vis de

nombreux agents physiques et chimiques,

Ceci nous a conduit a éliminer les procédés de fractionnement
chimique, comme la t chnique au sulfate d'ammonium, par crainte d'une

dénaturation des antigénes.

En ce qui concerne les résines échangeuses d'ions, notre
choix s'était porté sur la DEAE cellulose car les conditions de pH
nécessaires & l'utilisation de ce type d'échangeur s'adaptait le

mieux & la chromatographiec de molécules biologiques fragiles.

Nous avons essayé également d'utiliser la technique de gel
filtration. Le choix des types de Sephadex s'est fait aprés une étude
des capacités & séparation des différents Sephadex vis-a-vis du mélange

2

complexe que nous avions a séparer,

En ce qui concerne les techniques chromatographiques, si
nous avions eu affaire & un mélange simple, nous aurions pu espérer,
comme le premier fractionnement donmnait peu de résultats, séparer nos
antigénes par un second fractionnement. Zn effet, par fractionnements
successifs, on répartit une fraction du mélange initial dams tout le
volume de 1'échangeur, ce qui permet de séparer des fractions pures
Avec notre mélange complexe, il aurait fallu procéder a de trop nombreusecs
chromatographies, ce qui posait alors le probléme de la concentration

aprés chaque élution.



C'est pourquoi nous avons choisi deux techniques différentes :
- 1l'ultracentrifugation différentielle en gradient de saccharose,

- la chromatographie,

Lfultracentrifugation en gradient de saccharose est une
méthode d'exécution simple, la confection du gradient ne posant aucun
probléme. Le saccharose, a condition qu'il soit traité 20 minutes a
105°C, ne donne aucune réaction génante vis-a-vis des constituants qu'il
est destiné a séparer. Ce traitement & 7105°C permet a la fois d'obtenir
un matériel stérile et de détruire certaines enzymes qui se trouvent
dans le saccharose et qul pourraient agir sur les structures protéiques,
D'une part avec l'ultracentrifugation différentielle en gradient de
saccharose, on peut utiliser les tampons et les pH qui convieunnent

2

le mieux au produit & séparer.

L'autre avantage de cette technique est la constance des
résultats, Tandis que les techniques chromatographiques avec échangeurs
d'ions donnent des résultats irréguliers, 1l'ultracentrifugation différen-
tielle en gradient de densité permet au contraire d'obtenir des
résultats constants, évitant ainsi des contrdBles immunologiques toujours
fastidieux, Ces contrdles ont été effectués seulement sur des lots

importants de produits isclés.

Cette technique a le désavantage de rendements relativement
faibles, mais ceci est largement compensé par la constance des résultats

apportés par cette technique,

Pour la deuxiéme étape du Ffractionnement, la chromatographie
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pouvait €tre faite soit sur des résines échangeuses d'ions, soit en gel

filtration.,

Si la premiére technique permet souvent une séparation plus
efficace que le gel filtration, cette derniére nous a donné une plus
grande régularité de rendement. La misec en ceuvre de la technique en
gel filtration est en outre de réalisation plus aisée que la chromato-

graphie sur échangeurs d'ions.,

Hous avens pu ainsi isoler une fraction antigéniquement pure
en quantité surflisante pour préparer des immun-sérums dirigés contre
cet antigéne et en étudier la structure chimique. L'isolement d'une
quantité suffisante de matéricl antigénique s'est poursuivi sur un
terps asscz long (deux ans) pour que nous puissions apprécier la

£idélité de cette technique.

En effet, les contrdles immunologiques ont été faits sur
des lots comportant des mélanges de fractions obtenus & partir de
divers broyats et de divers fractionnements : nous avons toujours

constaté la m@me structure antigénique.

Liétude de la composition en acides aminés de 1l'antigéne,
réalisée sur divers lots d'antigénes, s'est révélée identique, Il est
donc possible d'affirmer qu'aussi bien d'un point de vue immunologique

que chimique, cette technique de séparation s'est révélée valable,
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CEAPITRE IV

ESSAIS D'OBTENTION DE LYSAT BACTERIEN
PAR DES PROCEDES BIOLOGIQUES

Afin de préciser 1'emplacement des différentes structures
antigéniques dans la cellule bactérienne, il est nécessaire de connaftre
les compositions antigéniques de différentes fractions obtenues, non a
partir de bactéries intactes, mais & partir de bactéries dégradées par
l'action d'enzymes bactériophagiques, ou de sphéroplastes bactériens. La
comparaison de la structure antigénique des fractions ainsi obtenues
et de la composition dfun surnageant 82, doit en principe permetire de
constater une modification de ces structures, par disparition d'antigénes

de parois ou reliés a la paroi.

Dans le cas de sphéroplastes, en effet les enveloppes de ces

formes bactériennes sont réduites en principe A& la membrane cytoplasmiquc,

L'action sur des bactéries des bactériophages ou de leurs
enzymes, permet de rechercher la libération de fractions identiques a
celles obtenues par broyage mécanique ; elle permet également d'observer
une disparition éventuelle de certaines fractions ou l'apparition de

fractions antigéniques nouvelles.

On voit donc quel était 1l'intér@t d'étudier sur Mycobacterium
phlei 1'action de ces deux procédés biologiques qui, a priori, dégradent

de maniére spécifique la paroi bactérienne.



I - OBTENTION DE SPHEROPLASTES ET ETUDE DE LA COMPOSITION
ANTIGENIQUE DU LYSAT DE SPLLROPLASTES DE MYCOBACTERIUM PHLEI

a

La formation d'organismes sphériques A partir des bactéries
2st un phénoméne connu depuis les traveux de FISCHER et KL IENENBERGER
NOBEL, consacrées a ces formes nommées formes L, protoplastes, sphéro-
plastes. Tous ces éléments sont caractérisés par une lésion de la paroi
qui rend les bactéries plastiques et sensibles aux modifications des

pressions osmotiques,

On distingue théoriquement, les protoplastes des sphéro-
plastes par le fait que les premiers sont totalement dépourvus de
paroi et ne sdnt pas susceptibles de réversion vers la forme bactérienne
alors que, chez ks seconds, 1l persisterait des fragments de paroi,
permettant le retour vers la forme bactérienne., Les formes sphériques,
que nous avons obtenues, ont &té qualifiées de sphéroplastes, car il
est difficile d'affirmer 1'absence de résidus de paroi, bien que les
observations que nous avons faites en microscopie électronique n'aient
pas permis de révé&ler la présence de structures rappelant la peroi. Il
était donc intéressant d'étudier la composition antigénique du lysat de

ces sphéroplastes,

La plupart des espéces bactériennes peuvent 8tre transformées
en sphéroplastes sous l'action d'agents les plus divers., Cependant, peu
de travaux ont été consacrés a l'obtention de sphéroplastes de mycobactéries ;
la lenteur de culture de ces microorganismes et les difficultés techniques,

dues & le formation d'agrégats bactériens, expliquent le petit nombre de
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recherches sur ce sujet. 8i des auteurs comme MATTMAN et coll, (59)
décrivent 1'obtention de forme L sur de simples milieux sans addition
de produits inducteurs, dfautres comme THACCRE (121) et SATO (89)

obtiennent des sphéroplastes au moyen de substances transformentes.

C'est en nous inspirant de ces derniéres recherches que

nous avons pu mettre au point une technique d'obtention des sphéroplastes.

1) Modalitésd'obtention de sphéroplastes de Mycobacterium phlei

[95]

Différente cssails préliminaires, portant sur 1l'influence
des milieux de culture (milieux liquides de Sauton et de Dubos) et sur
le rble de l'agitation, nous ont permis de choisir les modalités

expérimentales suivantess

- les cultures sont réalisées sur milieu liquide de Sauton réparti en
fioles de 750 ml, susceptibles d'@tre directement centrifugées.

- l'ensemencement de ces ficles est effectué a partir d'une culture
sur milieu solide de Coletsos en boites de Roux.

- le culot de centrifugation des milieux liquides est alors porté sur

le milieu inducteur.

Nous avons essayé différents types de milieux, supports de

1'induction, de facon & obtenir le rendement maximum en sphéroplastes.
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« / Le milieu liquide de Dubos

phosphate monopotassique : 1 g
phosphate disodique : 3,7 g
asparagine : 2 g
citrate de fer ammoniacal : 0,05 g
sulfate de magnésie : 0,01 g
bactopeptone H 5 g
HZO qeSeDos : 1000 ml

A ce milieu, est ajoutée stérilement une solution de fraction V d*falbumos..

bovine & la concentration finale de 10 g pour 1000 ml de milieu,

B / Milieu SPp

Ce milieu, de pH 7,2, est habituellement employé pour obtenir des

sphéroplastes d'E. coli :

Bacto tryptone : 12 g
extrait de levure Difco 3 4 g
PO H, X : 2 g
P X : 2

O4H Kg 1 g
peptone : 10 g

H20 q.SePos : 1000 ml



Y / Milieu de Dubos modifié

Milieu de Dubos sans fraction V, auquel on ajoute :

Casaminoacides Difco :
CaCl2 :
Nicotinamide :
Glutathion :
Jr Y] .
hgvl2 :

Des études comparatives nous ont montré que ce dernier milieu était

le plus favorable & l'induction des sphéroplastes.,

Nous avons procédé & 1'étude des substances transformantes

capables d'induire la formation de sphéroplastes,

b) Substances transformantes

90
1
2

20
4

mg/100
mg/100
mg,/100

mg/ 100
mg,/ 100
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Trois types de substances classiquement utilisées pour

1'induction de sphéroplastes ont été employés : le glycocolle, le

chlorure de lithium, le lysozyme. La présence de ces trois produits

est indispensable & la transformation des mycobactéries

une

seule

LN

d'entre elles ne donne aucun résultat et l'association de deux de ces

A

substances ne conduit qu'a un faible taux de sphéroplastes,

Nos constatations sont identiques a celles de SATO et coll.

(89). Par contre, nous n'avons jamais pu obtenir de résultats positifs

par l'action de la cyclosérine, qui a &té préconisée par MATTMAN (59).
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Sphéroplastes

Inducteurs o
rendement en ¥

LiEl de 0,01 a 0,1 p. 100 0
Glycocolle de 0,1 a 3 p. 100 0
Lysozyme de 0,005 a 8,01 p. 100 0
Glycocolle 5 P. 100
LiGa 07 p- 100 !
Glycocolle 3 P. 100 -0
Lysozyme 0,01 p. 100 2
Glycocolle 3 p. 100
Ll 0,1 p. 100
+ LYSOZYME ooeevcocconnnnsococsssc( 0,005 P 100 10
( 0,01 p. 100 £0
( 0,02 p. 100 5
Glycocolle p. 100
Lysozyme ,01 p. 100

n

J

0
4 LiCLl secvovccncccoosasscsscassoal 0,01 Peo 100
0,05

,05 p. 100
1

0, p. 100 75
Lici 0,1 (1 p. 100 10
Lysozyme 0,01 (2 p. 100 50

+ Glycocolle soseosssesassessssonol 3 p. 100 G0

( 4 p. 100 10
(5 p. 100 0
(10 p. 100 0

Formation de sphéroplastes de llycobacterium phlei sur milieu liquide de
Dubos modifié, contenant différents inducteurs utilisés seuls ou en
association,




c) Milieu d'induction choisi pour ces études

Ces essais ont permis de choisir la technique suivante,
Aprés quatre jours de culture agitée & 30°C, les fioles de préculture
sont centrifugées 20 minutes & 500 g. Le culot de centrifugation est
inoculé dans le milieu d'induction, milieu liquide de Dubos modifié,

augquel sont ajoutées les substances transformantes :

Licl : G, 1 p. 100
Lysozyme : 0,01 p. 100
Glycocolle : 3 p. 100

et du saccharose & la concentration finale 0,5 M.

La transformation est faite dans des fioles d'une contenance
de 500 ml, contenant 250 ml de milieu ; 1l'incubation a 30°C est
prolongée pendant cing jours. Les sphéroplastes sont séparés des
bactéries par décantation en tubes pendant 30 minutes ; ils se
trouvent dans le surnageant qui est recueilli par aspiration puis

centrifugé a 400 g, pour récupérer lc matériel cellulaire,

Les premiers sphéroplastes se forment dans les milieux
de culture 48 heures aprés le début de 1l'induction. A ce moment leur
diamétre est inférieur & 2 p ; vers le troisiéme jour apparaissent
des formes de dimensions intermédiaires, d'environ 3 p. Puis vers le
cinquiéme jour, au moment de la transformation maximum, on observe

1'apparition de formes plus volumineuses, d'un diamétre d4'environ 5 .



Sphéroplastes de lMycobacterium phlel

aspect ultrastructural

PHOTOGRAPHIE H°§

(@}
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Sphéroplaste de Mycobacterium phlei

I1 s'agit ici d'une forme de 3 p environ ou les structures internes

ne sont pas trop rltérées.

On note la disparition quasi compléte de la paroi
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Sphéroplaste de Mycobacterium phlei

aspect ultrastructural

PHOTOGRAPHIT H°6 bis




Sphéroplaste de liycobacterium phlei

I1 s'agit ici d'une forme de 5 p de dismétre. On note la disparition
de la paroi et des structures cytoplasmiques considéraoblement

altérées,
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Wous avons constaté que les formes de petites dimensions sont toujours

grou en amas, mélangées & des bactéries encore intactes, tandis que

5

les forres d'un diamdétre de

o

p sont toujours isolées. L'étude de leur
structure en microscopie électronique (photographie n® & représentant

une forme dfun diamdtre de 3 p), montre que le couche amorphe envelop-

- pavol  a disparu et que seule persiste la membrane cytoplasmique
entorrde d'un reste de paroi. Le noyau conserve son aspect fibrillaire
en anag, sans aliératlon apparente : par contre, le cytoplasme prend

wne allure grenulaire et vacuolaire,

Les formes géantes ont des structures internes beaucoup
»lus ol tdrdes 3 e matériel nucléaire diffuse dans toute la cellule
et la structure granvlaire du cytoplasme est trés accentuéz(photographie

.

ne o5 w;n}o Nous n'avons observé aucune structure rappelant les

b dars ces sgphéroplastes, alors gque ces formations sont cons-—
LaniienT entes dans les cellules bactériennes de Mycobacterium phleil,

3) Siruciure antigénique des sphéroplastes

Le culot de sphéroplastes ainsi recueilli par centrifugation

est lavé dons du tampon Tris MgCl, saccharosé, Les sphéroplastes sont

2

par une solution de Brij 58 & une concentration finale

eand
<
{
s
0
®
=t
£
9]
T
5
(=)
T
@]

Ge 1 p. 7C0, ceci & la température de 0°C pendant une heure. Le lysat
cst enculte iavé trois fols avec du tampon Tris MgC12 pH 7,2 § ce

culot d= centrifugation est utilisé cn réaction dfQOuchterlony. La
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Structure antigénique d'un lysat de sphéroplaste de

Mycobacterium phlei en réaction d'Ouchterlony

godet central : Immun-sérum enti 5 12,000 g

godets supérieurs
- gauche 5 12,000 ¢
- droit lysat de sphéroplaste

ce oo

godets inférieurs
- gauche : lysat de sphéroplaste
~ droit : lysat dilué au 1,100

On note la présence dans le lysat d'un antigene B (Ag R)
arc trés fin situé prés du godet.

PHOTOGRAPHIE H°7




structure antigénique du lysat de sphéroplastes est montrée sur la
photogrephie n® 7, La réaction antigéne/hnticorps est faite entre
débarrassé de paroi) et le

un immun-sérum anti 3 surnageant S

2 ( 2

lysat de sphéroplastes,

On constate uniquement la présence des fractions antigéni-
ques de type B et la présence d'une fraoction antigénique de type A.
Dans ces fractions se situent donc obligatoirement des =mtigénes de
la membrane cytoplasmique.

2

Ces résultats ont été comparés a ceux obtenus avec des

lysats bactériophagiques.,

II - ETUDE DU LYSAT BACTERIOPHAGIQUE DE MYCOBACTERIUM PHLET

L'action des bactériophages sur les bactéries se traduit
par la destruction partielle de la paroi bactérienne, Classiquement,
1'action des enzymes bactériophagiques est comparable a celle du
lysozyme ; il s'agit d'une action spécifique ct limitée & certaines
structures déterminées de la paroi, Le résultat de l'action de ces
bactériophages sur les mycobactéries est la disparition de toute

structure organisée dans la bactérie, Pour obtenir le lysat bactério-

phagique de Mycobacterium phlei, nous nous sommes adressés au phage B2

spécifique de ce germe,
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1) Préparation du lysat bactérien

Le milieu utilisé pour 1l'obtention des bactériophages
aussi bien que du lysat bactérien est le suivant :

Heart infusion broth (Difco) : 25 g

Bacto peptone (Difco) : 10 g
ClQCa : 0, 11g
glycérine : 40 ml
H,0 distillée JaSeDo : 1000 ml

2
ajuster a pH 7

Ce milieu a été employé sous forme liquide ou gélosée
(a 15 g d'agar) ou semi-solide (& 8,1 g d'agar). Pour obtenir le
stock de bactériophages, on mélange 0,5 ml d'une suspension de ces
derniers a la concentration de 105 unités par ml, a 0,5 ml d'une
suspension de 107 germes par ml. Le mélange est ajouté & 4 ml de
milieu semi-solide, maintenu & 40°C et coulé sur une boite de Petri
contenant le méme milieu solide. Aprés 48 h d'incubation & 37°C, on
ajoute 5 ml de milieu liquide et on recueille sur une tarlatane
ltensemble milieu liquide, milieu semi-solide. Aprés filtration, on
centrifuge 30 minutes & 1.500 g puis on termine par une filtration

sur membrane Millipore de 0,25 {.

On obtient ainsi la suspension de bactériophages qui est

titrée et dont on contrfle la stérilité,



Structure antigénique d'un lysat bactériophagique de

Iycobacterium phleil

todet central :; Immun-sérum anti S 12,000 g

(

godets supérieurs
- gauche : S 12,000 g
- droit : lysat bactériophagique

n

godets inférieur
- gauche : ly

sat bactériophagique
- droit : lysat

dilué au L/1OO

A

at d*un Ag

ysa ntigéne B (
arc trds fin situé preés du godet,

PHOTOGRAPHIE R°#&
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2) Obtention du lysat bactériophagique

On procéde tout d'abord a une culture a 37°C de Mycobacterium

phlei pendant 40 h, A ces bactéries en phase de croissance, on ajoute
ensuite des particules bactériophagiques a la concentration finale de

5

10”7 particules par ml., Aprés un contact de 17 h, on sépare les

bactéries intactes par une centrifugation a 6,000 g pendant 20 minutes.

3) Etude de la structure antigénique du lysat

Aprés filtration du lysat puis concentration par lyophili-
sation, nous avons étudié sa structure antigénique par rapport a un
immun-sérum anti-surnageant 12,000 g. La photographie n° 8 montre que
dans le lysat bactériophagique on peut mettre en évidence 6 fractions
antigéniques, 4 arcs de type A et 2 arcs de type B. Il convenait de
rechercher s'il n'existait pas d'interaction immunologique entre les
bactériophages et les composants antigéniques du lysat., Nous avons
alars procédé a la séparation des particules bactériophagiques et des

antigénes bactériens,

La concentration en particules phagiques du lysat fut d'abord
titrée par la technique des plages, Le lysat fut ensuite centrifugé a

94,000 g pendant 2 h. Dans le culot se trouvaient les fractions antigé-

niques et dans le surnageant les bactériophages. L'absence de particules
bactériophagiques dans le culot 94,000 g a été contrdlée au microscope

électronique ; 1l'absence de plages de lyse provoquée par ce culot, a
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LYSAT BACTERIOPHAGIQUE DE
MYCOBACTERTUM PHLET

|

CENTRIFUGATION 6000y 20 min

i i

cuLqr SURNAGEANT
MYCOBACTERIES INTACTES FILTRE SUR BOUGIE
PRESENCE DE 6 FRACTIONS ANTIGENIQUES

CENTRIFUGATION 94.000g 2h

SURNAGEANT CULOT +
FRACTIONS ANTIGENIQUES

CENTRIFUGATION 144.000g
4 h

e

SURNAGEANT CULOT

PRESENCE DE BACTERIOPHAGES

SEPARATION DANS UN L YSAT BACTERIOPHAGIQUE DES PHAGES
ET DES ANTIGENES BACTERIENS
TABLEAU VIII

O]
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également été vérifiée,

Le surnageant 94,000 g a été centrifugé ensuite a 114.000 g

pendant 4 h, et dans le culot de cette centrifugation la présence de
particules bactériophagiques a été contrdlée en microscopie électronique,
et par numération des particules Onrneretrouw la méme concentration en

particules que dans le filtrat initial,

L'analyse immunologique du culot contenant les bactériophages
a montré 1'absence de réactions croisées entre les particules bactério-

phagiques et 1'immun-sérum anti-surnageant 12,000 g.

L'ensemble de la séparation des antigénes résultant de la
lyse bactériophagique et des bactériophages eux-mémes, a été résumée
sur le tableau VIII.Ceci nous a donc permis de montrer que les
antigénes trouvés dans le lysat bactériophagique résultait bien de

l'action des enzymes viraux et qu'il n'y avait aucune relation

immunologique entre les virus et 1'immun-sérum 82.

ITT - CONCLUSION

La comparaison des spectres antigéniques des lysats de
sphéroplastes et du lysat bactériophagique est intéressante a étudier.
On constate dans les deux lysats 1la persistance des fractions anti-
géniques de type B. Ces fractions "B" ne sont donc pas en relation
avec la paroi, puisqu'on les retrouve intactes a la fois dans les

sphéroplastes et le lysat bactériophagique. Ces fractions antigéniques
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doivent donc &tre rattachées, soit au contenu cytoplasmique, soit
plutdt & la membrane cytoplasmique. Nous verrons ultérieurement qu'il
a été possible de démontrer que ce type d'antigénes était bien relié
4 la membrane cytoplasmique (ou au mésosome). Les fractions antigé-
niques de type C, qui ne sont retrouvées ni dans les sphéroplastes,

ni dans les lysats phagiques, doivent &tre rattachées & la paroi.
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CHAPITRE V

ETUDN D'UN ANTIGENHE ISOLE

ous avioans remarqué au cours des études préliminaires que
nous avions faites sur la structure antigénique des différentes myco-
bactéries, qu'il y avait des communautés antigéniques, notamment parmi
les antigénes de type B. Cfest pourquoi nous nous sommes attaché a

1'étude d'un antigéne de ce type, pensant ainsi pouvoir appliquer les

conclusions tirées de 1l'étude d'un antigeéne a l'ensemble des mycobactéries.

L'antigéne que nous avons choisi d'étudier est 1l'antigéne B3
dénommé R pour la commodité de l'exposé. Cet antigénc est obtenu & partir
du surnageant 82 fractionné par gradient de centrifugation en saccharose,
puis par gel filtration sur Sephadex, comme il a été décrit au chapitre

précédent., Cette technique nous permet d'obtenir une fraction immunolo-

giquement purec comme le font apparaitre les photographies n° 9 et 10,

La premidére dfentre elles montre une réaction d'immunoprécipi-
tation entre 1'immun-sérum anti 82 et l'antigéne R, la deuxiéme unc
réaction entre 1'immun-sérum préparé avec l'antigeéne R et le méme antigéne.
Ces deux réactions indiquent la présence d'un seul arc de précipitation ;

9

ces réactions ont été faites avec différentes concentrations dlantigenes
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Réaction d'Ouchterlony

godet central : Immun-sérum anti S 12.000 g

godets périphériques : Ag R

PHOTOGRAPHIE N°9




- Y

Tlectrophorése en gel de polyacryl:zmidec agarose

(technique d'Uriel) de 1'antigéne R

PHOTOCRAPHIE N°11




et d'enticorps. De m@me, une réaction entre 1'immun-sérum spécifique de

1'antigéne R et le surnageant S, nc fait apparaltre en réaction

2
d'Cuchterlony qufun arc de précipitation, iijous ne pouvons pas prouver
par ces réactions de précipitation en gélose, qu'il s'agit d'une
fraction chimiquement pure, mais simplement quc nous avons affaire a un
antigeéne isolé, donc a une fraction immunologiquement pure. Il faut
noter que nous trouvons également per une autre technique, une

fraction isolée. n effet, nous avons pu contrdler par électrophorése
en gel d'acrylamide-agarose, que cet antigéne R ne présentait qu'une

bande aprés migration de 1{0 min sous une terision de 11 Volts/bm

(photographie n° 11).

I1 v a donc bien concordance entre les résultats immunologiques

et les résultats de migration en gel de polyacrilamide.

I1 est & noter que cette concordance entre les résultats
immunologiques et les résultats de migration en gel de polyacrylamide

se retrouve également pour la fraction 24 obtenue par gradient de

centrifugation, cette fraction étant le point de départ du fractionnement

de l'antigéne R. Cet antigéne ayant été isolé en quantité suffisante,
nous avons pu procéder alors a son étude.
La premiére recherche qui s'imposait était de savoir s'il

s'agissait d'un antigéne spécifique du genre liycobacterium ou de l'es-

péce lMycobacterium phlei, ou m@me d'un antigéne commun a d'autres

genres bactériens. Ce point déterminé, il était intéressant de
connaitre l'emplacement dans la cellule de cet antigéne. Les résultats

obtenus par 1l'étude préalable de la structure entigénique permettaient



déjad de se faire une idée des relations de cet antigéne avec la cellule.
L'étude du lysat phagique, résultant de l'action de bactériophages sur
des bactérics intactes, avait permis de montrer que l'antigéne R
persistait dans le lysat phagique, cc qui impliquait que cet antigéne
ntavait guére de chance d'@tre une partie intégrante de la paroi. Ce
point était confirmé par 1l'étude des sphéroplastes dont 1'examen en
microscopie électroniquce indique la disparition quasi compléte de la
paroi. Les lysats de sphéroplastes montrent également la persistance

de 1'antigéne R. Il semble donc que cet antigéne doive Gtre plus en
relation avec la membrane cytoplasmique, le mésosome, ou le cytoplasme
qu'avec la paroi. L'étude de la composition chimique de cct antigénc devrait
également permetrre de confirmer ou non la présence de composants
spécifiques de la peroi comme 1'acide muramique ou ses précurseurs. Le
dernier point que nous nous proposons dfétudier est le r8le immunologique
de cet antigéne. 31 on introduit cet antigéne dans un organisme, quel
phénoméne immunologiquc va-t-il développer, quel scra son pouvoir

protecteur éventuel,

I - ETUDE DE LA COMMUITAUTE ANTIGEWIQUE AVEC DYAUTRES BACTERIES

Aprés avoir isolé un complexe macromoléculaire antigéniquement
pur, il était intéressant de savoir s'il était possible de retrouver cette
fraction chez d'autres mycobactéries ou dfautres genres bactériens.,

Six espéces de mycobactéries ont été testées en vue d'y retrouver cet
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antigéne

e

- lycobacterium bovis (var. B.C.G.)
i

- Mycobacterium kansasi

- lMycobactcrium avium

- liycobacterium minetti

- liycobacterium smegmatis

- chobacterium scroful aceun

Ces souches ont été cultivées de fagon identique a celle employéc pour

Mycobacterium phlei, culture ogitée sur milieu de Sauton. lLes bactéries

recueillies ont été traitées de telle sorte que l'on puisse obtenir

comme pour Mycobacterium phlei des r,ntigénes solubles et particulaires,

Les nycobactéries soumises au cryobroyage sont centrifugées
4 h & 12.000 g pour séparer les parois des antigénes solubles et
particulaires, Des immun-sérums ont &té préparés avec les ontigénes
solubles, particulaires et les parois des différentes mycobactéries,

ceci avec une technique identique & celle déja proposéc pour Mycobacterium

phlei. Ces immun-sérums ont servi a &tudier les communautés cntigéniques

existant entre 1'mntigéne R extrait de Iycobacterium phlei et les

différentes espéces de mycobactéries, La réaction dfimmuno-diffusion
d'Ouchterlony a été utilisée pour mettre en évidence des communautés
antigéniques.

On a retrouvé la fraction a~ntigénique R chez toutes les
mycobactérics étudiées. D'un autrce cBté on a employé 1'immun-sérum préparé
4 partir de 1'antigéne R pour faire des réactions immunologiques croisées

entre cet immun-sérum spécifique et les différentes fractions isolées
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Réaction de précipitation

et le surnageant 12.000 g

Réaction de précipitation
et le surnageant 12,000 g

phériques).

Réaction de précipitation

et le surnegeant 12.000 g

Réaction de précipitation
et le surnageant 12.000 g

phériques).

Réaction de précipitation

et le surnageant 12.000 g

Réaction de précipitation

et le surnageant 12.000 g

entre 1'immun-sérum anti &g 2 (godet central)

de lMycobacterium phlei (godets périphériques).

entre 1°immun-sérum anti 4g¢ R (godet central)

de Mycobacterium segmatis (godets péri-

entre 17immun-sérum anti g R (godet central)

de Mycobacterium minetti (godets périphériques).

entre 1'immun-sérum anti .ig i¢ (godet central)

de liycobacterium kansasii (godets péri-

entre 1'immun-sérum anti \g 2 (godet central)

7]

de liycobacterium aquae (godets périphériques).

entre 1’immun-sérum anti Ag B (godet central)

de Mycobacterium avium (godets périphériques).
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PRESENOE DE L'ANTICENE "R" CHEZ DIFFERENTES MYCOBACTERIRS




N6

10

11

s

Réaction de précipitation entre 1°immun-sérum anti ig & (godet central)

et le surnageant 12.000 g de Iycobacterium scrofulaceum (godets péri-

phériques) .

Réaction de précipitation entre 1°immun-sérum anti g R (godet central)

et le surnageant 12.07°0 g de liycobacterium bovis (varn BQCOGO) (godets

périphériques).

Réaction de précipitation entre 17immun-sérum anti g 2 (godet central)

)

et le surnageant 12,000 g de liycobacterium Xxenopei (godets périphériques).

Réaction de précipitation entre 1'immun-sérum anti ‘g R (godet central)

et le surnageant 12.000 g de Mycobacterium phlei (godets périphériques)°

Réaction de précipitation entre 1'immun-sérum anti S 12.000 g de

Mycobacterium phlei (godets inférieurs) et différentes fractions

bactériennes situées dans les godets supérieurs, on trouve de gauche
a droite :

Tscherichia coli (s 12.000 g)

Nocardia pellegrino(s 12.000 g)

Mycobacterium phlei(fraction 24)
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des diverses mycobactérics, Cette folis aussi, les réactions se sont
montrées positives comme le montrent les planches n® 1 et 2.

Nous avons pu montrer que cette fraction se retrouvait chez
toutes les mycobactérics et se comportait & 1l'ultracentrifugation

préparative comme 1l'antigéne R de liycobacterium phlei. On trouve

toujours en effet cet antigeéne R, quelgque soit son origine, dins le

surnageant 12,000 g et dans la fraction 24 du gradient de densité.

Il est donc certain que cet antigéne R est un antigene
commun a toutes les mycobactéries et le fait qufil sfagisse d'un
antigéne membranaire peut expliquer ceci. Nous avons cherché également,
par des méthodes identiques, & retrouver cet antigéne chez différentes
espéces bactérienncs éloignées des mycobactérics, comme @

-~ Bscherichia coli

-~ Bacillus subtilis

-~ Pseudomonas aeruginosa

et chez des espéces proches des mycobactéries, comme :

~ Hocardia asteroides

~ Nocardia pellegrino

1l'antigéne R et les différentes fractions extraites de ces germes. I1
s'agit donc d'un antigéne spécifiquc des différentes mycobactéries

étudiées,. I1 est intéressant de noter gque nous n'avons pu montrer son
existence chez des Nocardia et notamment Nocerdia pellegrino qui sont

les bactéries les plus proches des mycobactéries,



~ 124 =~

En conclusion, on peut donc affirmer que cet antigéne est
commun aux différentes mycobactérics, quion le rctrouve toujours dans
les mémes fractions et que, de plus, il sembld spécifique du genre

Mycobacterium.

Ce point &tait important & démontrer., Toutcs les propriétés,
caractéristiques démontrées pour cet mmtigéne, seront en effet valables
pour n'importe quelle mycobactéric soprophyte ou pathogénc ; notamment
les propriétés immunclogiques éventuelles pourront sfappliguer a tous

lcs espeéces mycobactériennes.,

LA CELLULE

IT - LOCALISATION DE CET ANTIGENE D!

Le développement de méthodes immunologiques e tont que
moyen d'investigation cytologique en microscopie électroniquec, a permis
la détermination de l'emplacement de structures au nivenu mescromoléculaire,
ce qui n'était pas réalisablc au prénlable, Ces méthodes sont basées
sur le principe de lo réaction antigéne-anticorps, cette réoction étant
visualisée par le marquage de 1o mclécule df anticorps por des molécules
ayant des structures caroctéristiques en microscopie électronique. Ces
techniques & base immunologiquc peuvent donc &trc appliquécs ‘u position-—
nement dans une cellule de n'importe guelle structurce se¢ comportant comme
antigéne ou hapténe. Cette méthode bénéficie ainside la gronde spécificité
de la réaction antigéne-anticorps mais elle pose deux sortces de problémes :

- le marquage des anticorps

- 1o réaction antigéne-cnticorps sur coupe
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Différentes substances ont été utilisées pour le couplage avec 1l'anticorps :

la ferritine par SINGER (105), 1l'uronium par STERNBERGER (110), le

mercure par PEPE (77), l'iodec par I (54). Enfin plus récemment
on a pensé a fixer sur l'anticorps wic cnzyme qul permettc casuite

par son action sur un substrat coloré de mettre en évidence 17anticorps (4).

Ces différcentes modalités doivent toutes répondre a
certains critéres communs., I1 faut évidemment gue la molécule choisie
soit aisément repérable en microscopic électronique., La liaison entre
le marqueur c¢t 1'anticorps doit &tre suffisamment stable pour supporter
les techniques de préparation, dfinclusion et le choc du flux
électronique. Les techniques de couplage ne doivent pas dénaturer le
site anticorps et une vérification de lz réactivité de 1ioaticorps

sera toujours nécessaire oprés le couplage du merqueur et de l'anticorps.

le deuxiéme type de probléme gqul se pose est celui de la

pénétration de 1l'enscmble anticorps-morqueur dons la cellule. En fait,
guelque soit le marqueur utilisé, il scemble difficile d'admettre qu'il
puisse y avoir pénétration d'une moléculc d'anticorps & travers une

paroi bactérienne, la molécule Ig G syant un poids moléculaire de

150,000, ceci en nc tenant pas compte du poids moléculaire du marqueur.

Cette technique ne peut donc €tre utilisée gue pour mettre
en évidence des antigénes de surface, On peut certes faire des réactions
sur coupes aprés fixation et inclusion, certains 1l'ont préconisé mais

nos propres essais ont montré que cette technique est inutiliscble dans

)

ces conditions, du fait de la fixation non spécifique de la ferritine
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sur la coupe., Il nous semble que la seule possibilité de réaliser ces

réactions serait de travailler sur des coupes obtenues & 1ltultramicrotome

a congélation.

Fn ce qui concerne l'antigéne R, les premiers résultats
nous ayant donné l'impression qu'il s'agissait d'un antigéne de membrane,
nous avons fait réagir directement le couple anticorps-marqueur sur un
mélange paroi-membrane. Nous avons choisi comme marqueur celul qui nous
semblait & priori 1'un des plus commodes pour le repérage en microscopie
électronique : la ferritine. De plus, cette technique semblait devoir
nous poser un minimum de problémes techniques., Depuls que nous avons
entrepris ce travail, la technique utilisant les enzymes semble avoir
résolu, au moyen de la glutaraldéhyde (4) le probléme du couplage
enzyme-anticorps, mais elle ne semble pas atteindre la finesse de

repérage de la ferritine,

Nous exposerons successivement dans ce chapitre les modalités
techniques utilisées et les résultats obtenus., Le premier type de
probléme qui se posait était celui de l'obtention d'immunoglobulines.,
Pour que la conjugaison soit possible, il est en effet indispensable
d'utiliser des sérums possédant des taux é&levés en globulines spécifiques,
Si le sérum contient des anticorps qui ne sont pas utiles dems la réaction,
il est essentiel de les éliminer. Pour ces raisons, il est préférable
d'utiliser une fraction globulinique spécifique, d'ou liintérét de
1'emploi d'une méthode de fractionnement qui nous permet dfobtenir

directement la fraction Ig G contenant les précipitines, /vant donc de
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décrire les techniques de conjugaison, 11 faut au préalable discuter du

choix d'une technique de fractionnement des immunoglobulines.,

1) Technique de fractionnement des immunoglobulines

Différentes méthodes ont &té employées pour Ffroctionner
les immunoglobulines destinées au merquage par la ferritine, dous
avons étudié ces fractionnements ein fonction de deux criteércs :

- la constance et la fidélité du freoctionnement ; qualité de retrouver

chaque fractionnement les précipitines dans des proportions identiques,

o

l2 non dénaturation des précipitincs vérifiée en réaction d'Ouchterlony

en contrdlant le nombre de fractions précipitées pour un sérum donné,

Nous nous sommeés adressés aux trois méthodes clossiquement
utilisées : méthode de fractiomnement par le sulfate de sodium, par le

sulfate d'ammonium et par 1l'éthanol.

a) Ieghgigug gc_fzagtiogngmgnz :u_sglfaze_dg Eoéigm (109)
Le sérum est dilué .lans son volume d'une solution de ClNa
a 2,5 p. 1000, On ajoute ensuite 2,04 ¢ de uO4 Na2 anhydre por 10 ml de
sérum dilué, Le précipité recueilli por centrifugation est ensuite
redissous dans une solution de Clwa (2,5 p. 1000) et les globulines sont
de nouveau précipitées. La précipitation est recommencée une troisiéme

fois de la méme facon ; finalement le précipité d'immunoglobulines est



dialysé contre de l'eau courante, puis contre une solution de NaCl a

3,5 p. 1000.

b) yézhgdg ge_fgagtiogngmgnz au S04 (NHq)o (35)

a R N Nz abt fm
On précipite cing fois de suite par une solution saturée
de SOQ(NH4)2 deux volumes de sérum pour un volume de solution saturée

de 504(hiﬂ)9n On termine comme précédemment par une dialyse.

c) Méthode de fractionnement a 17'éthanol

Pour le fractionnement des immunoglobulines, nous avons
adopté une modification de la technique de COHN proposée per NICOL

pour le fractionnement des immunoglobulines de lapin (u?).

Le sérum est dilué avec trois volumes d'eau distillée et
le pH est ensuite ajusté api 7,7 avec un tampon phosphate 0,05 M. La
solution est refroidie & 0°C et de 1'2lcool & 50 p. 100 refroidi a
- 20°C est ajouté lentement sous agitetion jusqu'a cobtention d'une
concentration finale de 20 p. 100 en alcool, La température durant
cette addition est maintenue oux environs de — 5°C, On obtient un
précipité qui est recueilli par centrifugation., Ce premier précipité
contient toutes les immunoglobulines, lesquelles sont mices en suspension
dans une solution de NaCl 0,2 M maintenue & 0°C. Le pH de cette solution

est ensuite ajusté & 5,2 par addition de CH, COOH 0,5 I ; puis on
) 3 ’
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ajoute de 1'éthancl pour avoir une concentration finale de 10 p. 100,

On obtient a nouveau un précipité et un surnageant., Dans

le surnageant on retrouve les Ig G, dans le nrécipité les Ig A et les

Ig M. Les seules immunoglobulines gqui nous intéressent étant les Ig G
puisqu’elles comportent les précipitines, nous ne développeront que

ce fractionnement,

.

Le surnageant est amené lentement & un pH de 7, par

addition de PO, HNa, 0,5 M. De 1'alcool a 95 p. 100 refroidi & = 20°C

2
est ajouté ensuite jusqu'a obtention dfune concentration de 25 p., 100.
On obtient ainsi des Ig € qui sont recuecillies par centrifugation et

ensuite soumises a une dialyse contre de 1l'eau courante puis contre

une solution de WaCl a 9 p. 1000,

d) Discussion

Par la méthode de précipitation en gélose, nous avons
vérifié qu'arés fractionnement toutes les précipitines qui restaient

présentes.,

I1 en a été ainsi avec les techniques au sulfute de sodium
ou d'ammonium, mais nous avons souvent été géné par 1'inconstance
quantitative des résultats. Par contre, avec la technique de précipitation
a4 1'alcool, nous avons pu obtenir une grande régularité dens nos
résultats, aussi bien dfun point de vue qualitatif que quintitatif.,

La critique qui est faite généralement & ce type de technique utilisant
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la précipitation a 1'alcool est 1lfaltération des immunoglobulines, Le
fait que nous retrouvions aprés traitement le méme nombre de précipitines
qu'avant le fractiomnement, montre que cette technique peut &tre
considérée comme valable, Un autre argument en faveur de 1o précipitation
a 1'alcool est le fait que nous ne désirions obtenir que les Ig G, les
Ig A et les Ig I ne contenant aucune précipitine., Or seule la techmique

de COHN permet un fractionnement vraiment sélectif des différents

types d'immunoglobulines,

Cet ensemble de faits nous a amené a retenir la technique
de fractionnement & 1l'alcool adapté ou sérum de lapin pour 1l'obtention
des immunoglobulines utilisées dans la technique de marquage a la

ferritine,

Nous avons utilisé comme marqueur la ferritine, utilisée
par SINGIZR dés 1959. Certes, le reproche que l'on a fait a cette
molécule est dfavoir un poids moléculaire trés élevé et ainsi
d'empécher la pénétration de 1l'anticorps dans les cellules. Si le
probléme peut se discuter enm ce qui concerne la cellule ~nimale, pour
la cellule bactérienne le poids moléculaire de 1l'immunoglobuline est
déja suffisant pour empécher toute pénétration. On ne pourra donc
utiliser ces techniques que pour des antigénes de surfece (prrois-

membranes). Par contre, la techanique & la ferritine reste toujours la



seule qui présente un merquage fin en microscopie électronique,

Le probléme préalable posé par la ferritine est s=
purificetion., La ferritine est en effet extraite de la rate de
cheval et les produits commerciaux e sont jamais tout & fait

débarrassés de débris cellulaires.

a) Purification de la ferritine

Cette purification est conduite de la fagon suivente,
La solution concentrée de ferritine brute eést amenée a une concentration

finale de 1 & 2 p. 100 avec une solution de sulfate d'ammonium a

oy

2 p. 100, On =2joute ensuite une solution de sulfate de cadmiuwm
20 p. 100 jusqu'a obtention d'une corncentration finale de 5 p., 100

en sulfate de cadmium., Le mélange est ensuite placé 2 h a 4°C

puis centrifugé 30 min a 1000 g, Apr2s élimination du surnsgeant, les
cristaux de ferritine qui se trouvenit dems le culot sont redissous
par le sulfate dfammonium & 2 p. 100 ; on centrifuge ensuite 1 L

A 3000 g pour éliminer les débris cellulaires qui se trouvent encore
mélangés a la ferritine.

Ce cycle de purification cst répété plusieurs fois de
suite jusqu'a ce que l'examen microscopiaue final ne révaéle plus que
des cristaux de ferritine a l'exclusion de tout débris cellulaire,

Les cristaux de ferritine purifiée doivent &tre ensuite

débarrassés du sulfate de cadmium. Pour ce faire, la ferritine est
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d'abord dissoute dans du sulfate d'ammonium & 2 p. 100, puis
précipitée par du sulfate dfammonium & 50 p. 100 de saturatioa finale.
On centrifuge pour éliminer le surnageant et on recommence ainsi trois
fois de suite. Le précipité final est remis en suspension dzms un

peu d'eau distillée stérile avent A*€trc dialysée pendant une nuit
contre de 1'eau courante puis contre du tampon phosphate 0,05 M a

PH 7,5 pendant une nuit également. "inalement la solution de ferritine
est stérilisée par passage sur filtre Millipore de 0,25 p. Lo

solution de ferritine ainsi préparée est alors utilisable pour &tre

conjuguée avec 1'immunoglobuline.

b) Conjugaison

Le probléme de la conjugaison du marqueur est 1l'un des
problémes qui reste toujours le plus difficile a résoudre. In effet,
la technique utilisée doit permettre la fixation du margueur de fagon
stable sans que les propriétés immunologiques (c'est-a-dire de
réaction avec 1'antigéne) soient inhibées., De nombreuses techniques
ont été proposées, chagque auteur ayant trevaillé avec la ferritine
proposant la sienne :; les techniques utilisées peuvent 8tve groupées
en deux types :

- méthode en deux temps : conjugaison de la ferritine avec la molécule
de liaison, puis entre ferritine, associée a la molécule de liaison, et
1'immunoglobuline,

- méthode en un temps : mise en présence de la ferritine, de la molécule
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Réaction d'Ouchterlony entre 1'Ag R et 1'immun-sérum correspondant
conjugué ou non a la ferritine

godet central : Ag R

godets supérieurs
- gauche : immunoglobuline conjugée a la ferritine
- droit : immunoglobuline

godets inférieurs
- gauche : immunoglobuline conjugée au toluene diisocyanate
- droit : ferritine 4+ toluéne diisoc




de liaison et de 1'immunoglobuline,

Le principe de la méthode cst donc toujours lc m€me, une
mplécule sert de liaison entre la ferritine et 1'immunoglobuline.
Nous donnons sur le tableau IX le principe de la réaction avec le
métaxylyléne diisocyanate. Différents composés ont été proposés comme
molécule de liaison :

- le métaxylyléne diisocyanate

- le toluéne diisocyanate

- le pp' difluoro mm' dinitrophénylsul fone

- le toluéne 2 isocyanate 4 isothiocyanate

- la benzidine diisocyanate
lfjous avons choisi dfétudier trois intermédiaires :

- le métaxylyléne diisocyanate (104)
- le toluéne 2,4 diisocyanate (105)

- le pp' difluworo mm' dinitrodiphénylsul fone (119)

Les deux premiers ayant été proposés par SINGER et le troisiéme par RAM,

Les premier choix a faire était celui de la molécule intermé-
diaire ; en effet, il faut , aprés conjugaison, que la molécule d'immuno-

globuline posséde encore les propriétés immunologiques des précipitines.

Nous avons testé les trois produits en ce qui concerne leur
pouvoir inhibiteur vis-a-vis de la réaction de précipitation antigéne-
anticorps. Les différents essais nous ont montré que le toluéne
diisocyanate donnait les meilleurs résultats. La photographie n°12
montre qu'aprés contact avec le toluéne diisocyanate, 1'immunoglobuline

a gardé ses propriétés de précipitine,
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Les études faites ensuite sur les modalités de fixation de
la ferritine sur la molécule intermédiaire puis le couplage avec
1'immunoglobuline, nous ont amené & utiliser la technique suivante :
la ferritine cristallisée est lavée deux fols dans un tampon borate 0,1 M
a pH 9,5, ceci & 0°C ; puls on prépare avec ce méme tampoil une

solution de ferritine & 15 mg/ml.

Il apparait que le tampon borate donne les meilleurs
résultats pour la réaction, les tampons phosphates étant plutdt
inhibiteurs. C'est pourquoi toute la réaction de couplage se fait

en présence de tampon borate.,

A 5 ml de solution de ferritine, on ajoute 0,1 ml de
toluéne diisocyanate, On agite vigoureusement a 0°C pendant 30 min
tout en ajoutant lentement le toluéne diisocyanate, Aprés 30 min

on centrifuge & 200 g pendent 30 min & la température de 4°C,

Ce premier temps de contact est important, car il peut se
produire une polymérisation au cours de cette réaction et l'on obtient
alors un magma brundtre surmonté d'un surnageant impropre a toute
réaction, Aprés centrifugation, le surnageant brun clair est séparé

et gardé 1 h & 4°C pour que la réaction sec poursuive,

Les Ig C sont dissoutes dems le tampon borate 0,1 I NaCl M
PH 9,5 & la concentration de 15 mg/mlo On ajoute finalement & volume
égal les deux solutions de ferritine et d'immunoglobuline ; ces deux

solutions sont mises en contact une nuit a 4°C sous agitation douce,



Aprés ce temps de contact, on sépare par centrifugation
de 2 h a 105.000 g les immunoglobulines marquées des immunoglobulines

non marquées,

Le culot de centrifugation est repris ensuite drns le
méme volume de départ de tampon Tris - Mg. La solution est alors
préte pour le marquage. Si on a pu se débarrasser dfune partie des
immunoglobulines libres, il reste de 1la ferritine libre que l'on

peut éliminer par électrophorése en ¢el de polyacrylamide, mais les

pertcs en immunoglobulines conjuguées sont alors trop importantes,

Nous avons préféré utiliscr la solution telle quelle, la
ferritine libre ne perturbant pas lz réaction comme nous le verrons

dans le chapitre suivant,

3) Résultats

La fixation de la molécule de lerritine sur les anticorps
étant réalisée, 1l fallait déterminer lz modalité de réaction antigéne-
anticorps. On a d'abord essayé de récliser des réactions sur coupes
aprés fixation & la glutarald@hyde et inclusion dans le glycolmetha-
crylate. L'action des anticorps marqués a la ferritine n'a donné
aucune réactio.: caractéristique sur ces coupes. Il semble gue la
ferritine se place au hasard sur la coupe par simple phénoméne
électrostatique. De plus, la fixation du matériel par la glutaraldéhyde
seule, si elle naltérc pas les sites antigéniques, ne permet pas

ensuite de distinguer nettement les différentes structures bactériennes.



sction de la ferritine libre sur un mélange de parois
et de membranes

aspect ultrastructural

PHOTOGRAPHIE 1°13




Action de la ferritine libre sur un mélange de parois et

de membranes.

On constate que sur cette préparation la ferritine se

répartit au hasard.
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Les premiers résultats acquis sur 1l'emplacement de
l'antigéne R permettait de supposcr cu’il était associé a la membrane
cytoplasmique. Ceci nous permettait dtespérer une réaction positive si
nous faisions agir notre complexe anticorps-ferritine sur w: mélange de
parois et de membranes., I1 nous fallait au préalable vérifier si nous
n'avions pas de¢ fausses réactions engendrées par la ferritine ou par

des anticorps marqués autres que ceux correspondant a l'antigéne R,

Nous avons d'abord mis en contact la ferritine libre avec
un mélange de parois-membranes., Sur la photographie n° 13 nous pouvons
examiner le résultat de cet essai., Oa peut voir des molécules de
ferritine dispersées dans toute la préparation, mais nullement fixées

sur une structure particuliére,

Ce point était important & souligner, il montre qu'il n'y
a pas de fixation non spécifique de 1la ferritine sur les membranes ou les

parois.,

Un deuxiéme essail consictca vérifier si nous n'avions pas
de fausses réactions données par des anticorps non spécifiques. On a
isolé les immunoglobulines Ig G d'un lapin non immunisé, immunoglobulines
sur lesquelles nous avons fixé de l& ferritine, On a procédé ensuite a
une réaction avec un mélange parois et membranes qui donne un aspect
identique au précédent, c'est-a-dire des molécules de ferritine dispersées
dans toute la préparation, ou encore des amas de ferritine sans aucune

signification., Ces deux séries de témoins étant réalisées, on pouvait alors
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iction de la ferritine conjuguée a un immun-sérum anti-parois
sur un mélange de parois ct de membranes

Aspect ultrastructura

PHOTOGRAPHIE N°14




I

Action de la Fferritine conjuguée a un immun-sérum anti-parecis

sur un mélange de parois et de membranes.

On distingue la répartition de la ferritine autour des parois
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‘ction de la ferritine conjuguée & un immun-sérum anti-antigéne R
sur un mélange de parois et de membranes

Aspect ultrastructural

PHOTOGRAPHIE il°15




Action de la ferritine conjuguée & un immun-sérum anti-ontigéne -

sur un mélange de parois ¢t de membranes

On distingue la fixation de la ferritine sur des membranes isolées

comme dans le bas de la photographie, ou a l'intérieur de parois.

m = membrcnes
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lction de la ferritine conjuguée a un immun-sérum anti-antigene R
sur un mélange de parois et de membranes

Aspect ultrastructural

PHOTOGRAPHIE N°15




Action de la ferritine conjuguéc a un immun-sérum anti-antigene

sur un mélange de parois et de membranes

I1 s'agit ici de membranes isolées. On distingue nettement la

fixation de la ferritine sur celles-ci.

membranes

=
i

H
©
I

ferritine
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effectuer la réaction avec 1l'anticorps spécifique de l'antigéne R.

Nous avons réalisé cette réaction antigéne-anticorps sur la
suspension initiale résultant de la centrifugation a 12.000 g du broyat
bactérien., Cette suspension qui contient des débris de parois et de
membranes est diluée au T/SOéme dans un tampon Tris Mg, puls traitée
par la DNase pour éliminer le DA restant dans la préparation. A 4 ml de la
suspension précédente, on ajoute 0,8 ml d'une solution de désoxyribo-

”

nucléase ; on laisse incuber 1h 30 & 30°C, puis on centrifuge 10 min
a4 5.000 g. Le culot est lavé ensuite dans le tampon Tris I, centrifugé

de nouveau, puis remis en suspension dans 4 ml de tampon Tris Hg.

On procéde enfin au contact avec les anticorps marqués a la
ferritine.

Aux 4 ml de suspension membranes-parois, on ajoute 1 ml de
la solution dfanticorps marqués, On laisse en contact une ault a 5790,
On termine cette réaction par une centrifugation de 15 mii & 8.000 g

suivie de deux lavages dans le tampon Tris lig. Le culot est ensuite

fixé et inclus selon la technique décrite précédemment.

Ut

N

Les photographies n° 14, 15 et 16 représentent les résultats

obtenus avec cette technique. La photographie n°® 14 montre une réaction

~

entre un sérum préparé avec des entigénes de parois j; on volit nettement
la ferritine se placer au niveau de la paroi. La photographic n°® 15
visualise 1'action d'un immun-sérum anti-antigéne R marqué & la ferritine

sur un mélange de parois et de membranes ; on distingue nettement dans

le bas de la plaque la fixation de la ferritine sur des membranes. Ceci



est encore plus net sur la plagque n° 10 qui nous montre des molécules

de ferritine fixées sur une membrane isolée, il s'agit ici vraisemblable-

ment d'un morceau de mésosome. La réaction antigénc-anticorps avec

1'immun-sérum anti R a donc lieu au niveau des membrancs.

On peut certes pas conclure avec ce scul argument que
l'antigéne R que nous avons isolé est un constituant de la membrane
cytoplasmique ou du mésosome ; mais, dans lc chapitre précédent, nous
avions déja démontré que cet antigdne ne pouvait pas 8tre rattaché a
la paroi, car il rcstait présent aussi bien chez les sphéroplastes et
aprés l'action dss bactériophages., Un autre argument est le fait que
la composition chimique de la membrane cytoplasmique ne révéle pas
de composant classique dc la paroi, commec 1l'acide muramique ou 1'acide

diaminopimélique,

La microscopie électronique, avec la technique de marquage
a la ferritine, apporte donc 1'argument décisif. Cet antigéne R n 'est
pas le constituant unique dec la memh ane cytoplasmique, mais il en

fait slirement partiec.
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*
ITI - ANALYSE CHIMIQUE( )

Aprés avoir étudié 1l'emplacement de 1l'antigéne R dans la
cellule bactérienne, il était intéressent de connaltre la composition

chimique de la fraction antigénique isolé

[

o

Cette étude a été faite wavec un matériel dont nous avons
montré la pureté immunologique et contrdlé la pureté par &lectrophorése
en gel de polyacrylamide, Il n'est cependant pas possible dfaffirmer
qu'il s'agit dfune protéine chimiquement pure, puisque seule 1l'ultra-

centrifugation enalytique pourrait le préciser.

L'antigéne R a une structure glycopeptidique composée

d'environ 65 p. 100 de protéines et 35 p. 100 d'oses.

La composition en acides aminés a pu €tre établie a
l'auto-analyseur d'aminocacides "Technicon" aprés une hydrolyse de
18 h & 110°C par de 1°'HCl 5N. Ceci nous a permis de détcrminer la

composition moyenne suivante, exprimée en micromoles s

Lysine 74,5
Histidine 23
Arginine 20

Acide aspartique 118

Thréonine 73
Sérine 3

Acide glutamique 120
Proline 54

(*) Hous tenons A remercier trés sincdrement le Professeur LEDERER et
Monsieur PRETIT pour la réalisation de cette étude chimique,
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Glycocolle 160
Alanine 133
Valine 95
Methionine 11
Isoleucine 58,5
Leucine 106
Tyrosine 29
Phenylalanine 34
Norleucine 1

On ne peut affirmer 1'absence de cystéine, 1l'hydrolyse chlorhydrique

ne permettant pas de retrouver cet acide aminé.

Il s'agit 1& d*une composition moyenne, lfznzlyse ayant
été faite sur plusieurs préparations différentes d'antigénes ; analyse
qui nous a toujours montré une composition et une répartition des
différents acides aminés trés prochesd'un échantillon a 17cutre,

Ce point est important car il souligne la constance de notre méthode

de fractionnement,

Dy

La composition en oses de l'antigéne R a été &toblie par
un dosage de sucres neutres a lforcinol qui nous a donné la cuantité
totale d'oses ; ensuite une chromatographie, aprés hydrolyse, dans le

solvant acétate d'éthyle pyridine esu (7-2—1) nous a permis de préciser

au moins la présence de deux sucres : le glucose et le ribose,

Il est a noter que cet antigéne ne semble pas contenir de
fraction lipidique, ce qui pourrait &tre en contradiction avec les
résultats obtenus par 1'étude de la structure membranaire, Il faut

rappeler qu'il ne s'agit pas ici de la composition chimique de la



membrane cytoplasmique ou du mésosome, mais bien de la composition d'une
fraction antigénique que nous pensons 'reliée" a la membrane cytoplasmique.
I1 faut préciser qu'il n'a été trouvé dans cet antigéne aucun 'marqueur’

de la paroi comme 1'acide muramique ou 1°acide diaminopimélique, ceci

nous confirme le fait que 1'antigéne I est bien relié a des structures
membranaires.,
n ce qui concerne la composition en acides aminés, si nous

comparons les chiffres que nous avons obtenus avec ceux proposés par

ENGELMAN pour les membranes de liycoplasma laydlawii (1967, Congrés sur

les membranes biologiques), nous constatons des résultats identiques
sauf pour les points ci-aprés nommés, Pour 1'arginine et le glycocolle
les taux que nous avons tréuvés sont trois fois plus élevés, pour
1'alanine et l'acide glutamique une Ffois et demi plus élevés ; d'autre
part, nous trouvons des acides aminés aromatiques comme lz phenylalanine
et la tyrosine, absents dans 1'étude d'INGELMAN. Il s'agit la d'une
premiére ébauche de résultats. Cette étude devra €tre complétée et
poursuivie, notamment en ce qui concerne la composition en oses et

osamines,

IV - DTUDE IMMUNOLOGIQURE

Aprés avoir étudié la structure chimique de cet antigeéne,
il était intéressant dfétudier quel était son rdle immunologique

proprement dit, c'est-a-dire quels phénoménes immunologiques pouvait-il
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engendrer lorsqu’il était introduit dans un organisme.

I1 était intéressant également de comparer le pouvoir immunologique
engendré par 1l'antigéne R isolé avec le pouvoir immunologique engendré par
des parois solubilisées. Notre étude a porté essentiellement sur les

phénoménes d'immunité spécifique et non spécifique.

1) Immunité non spécifique

I1 avait déja été démontré par certains auteurs comme BIOZZI (5)

puis FOX (20,21) que des injections de Mycobacterium phlei & des animaux
7

pouvaient entrainer une résistance non spécifique a l'infection par certains
germes., Nous avons repris ces expériences en immunisant des cobayes avec,

d'une part l'antigéne R, d'autre part avec des parois solubilisées.

a) Immunisation par l'antigéne R membranaire

Des lots de cing cobayes dfun poids de 400 g environ ont regu
pendant quatre semaines par voie intradermique des injections hebdomadaires
d'antigéne R & la dose de 1 mg d'antigéne par injection, sous un volume de
0,50 ml, mélangé & 0,25 ml d'une solution d'alun de potassium, ajustée &

PH 7.

Nous avons ensuite inoculé, aprés un temps de latence de dix

jours, une suspension de Salmonella enteritidis récemment isolée.




Ce germe est cultivé pendant 12 h sur le milieu suivant :

Tryptone 20 g
NaCl 5¢g
Glucose 19
Hydrochlorure de thiamine 0,005 g
H2O distillée & B0 Pie 17 000 ml

milieu ajusté a pH 7,2

- Des doses de 107 germes c¢n suspension dans un tampon Tris Mg
et sous un volume de 0,5 ml ont été cnsuite inoculées au cobaye par voie
intra-péritonéale,

- Des lots de cobayes témeoins ont recu en méme temps des doses
identiques de germes sans antigéne, Tous les cobayes témoins sont morts
dans un délai variant de 5 a 2 jours,

- Les cobayes ayant recu l'intigéne et la suspension de
germes sont morts dans un délai de cing a six jours et dais certaines

expériences ces chiffres ont été réduits & 48 h.

Lfinjection dfantigéne R u'apporte donc aucune protection

2

contre le développement de 1l'infection & Salmonella enteritidis, il

semble méme que, dans certains cas, il facilite cette infection.

b) Immunisation par des parocis

Nous avons repris cette expérience mais en inoculant cette

2

fois des parois bactériennes solubilisées dans le mélange urée - Brij.

Comme précédemment, des doses identiques d'antigénes ont été
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employées dans des conditions analoguces,

Des lots de cobayes ayent regu 1'antigéne ainsi que des lots
de cobayes témoins ont &té inoculés avec des doses de 107 germes de

Salmonella enteritidis, Tous les cobayes témoins sont morts dans un

délai variant comme dans 1l'expéricnce précédente de six & huit jours.

Par contre, les cobayes ayant recu les parocis sont morts
dans des délais variant de 12 & 14 jours., I1 semble donc bien qu'il y
alt eu acquisition par les cobayes veaccinés, dfune certaine résistance

a l'infection par Salmonella enteritidis,

2) Immunité spécifique

Des expériences analogucs ont été faites pour déterminer

quel pouvait &tre le comportement de Mycobacterium tuberculosis inoculé

chez des animaux ayant recu au préalable, soit l'antigéne R, soit des

parois de Mycobacterium phlei solubilisées., Des cobayes ont donc été

(9}

préparés avec des entigénes a des doses et dans des conditions identiques

& celles précédemment décrites. Des lots de cing cobayes recoivent des

D>

doses de 1 mg d'antigéne (exprimé en protéines totales) svec de 1'alun
de potassium comme adjuvant, Les injections se poursuivent durent quatre

semaines & raison d'unc injection per semaine, Ensuite, oprés un temps de

latence de dix jours, les cobayes recoivent Mycobacterium tuberculosis

H,

37

4.
Rv par voie intravecincuse & raison de 3 x 10' germes psr cobaye. Des

lots de cobayes témoins ont recu en méme temps la méme dose de germes.
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a) Injection d'antigéne

Lfinjection d'antigéne R nfa apporté aucune inmmunité
protectrice chez les cobayes. Zn effet, & l'autopsie on e retrouvé
sur les poumons le méme nombre de 1lésions chez les cobayes ayant recu
l'antigéne que chez les témoins, Il existe toutefois une différence

importante, les lésions nodulaires sont plus marquées ct étendues

chez les cobayes immnisés,

L'injection de 1l'antigéne Rk, au lieu dc minimiser 1l'extension

de la maladie tuberculeuse, semble favoriser lc développement des lésions.

b) Injection de parois solubilisées

L'injection de parois solubilisées a des cobaycs nous a
apporté des résultats identiques. Le nombre de lésions est identique
chez les cobayes immunisés et les cobayes témoins, mais les lésions

sont plus importantes chez les cobayes immunisés,

I1 semble donc qu'aussi bien 1'injection d4'antigénes

membranaires que l'injection d'antigénes pariétaux de Mycobacterium phlei,

n'apporte aucune protection chez le cobaye, mais qu'au contraire, elle

favorisc l'extension des lésions tuberculcuses,
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CONCLUSION

Le but de notre travail & été de mettre au point les modalités

d'obtention et de fractionnement des antigénes de Mycobacterium phlei

puis d'en étudier la situation dans la cellule et éventuellement leur

réle,

1) La réalisation de cette recherchc a nécessité au préalable

a) L'obtention de grandes quantités de germes dans des conditions
rigoureuses de culture, grace a la mise au point d'unités de fermentation

adaptées a la culture des mycobactéries,

b) Une étude précise de la structure de ces germes en microscopie
électronique de facon & préciser 1l'emplacement des antigénes isolés
dans la ccllule bactérienne, Nous nous sommes plus particuliérement
attaché a l'analyse de deux formations particuliéres de Mycobacterium
phlei : le mésosome dont le volume est trés important au sein du
cytoplasme et la couche amorphe, responsable de 1'agglutination des
bactéries entre elles et de la résistance du germe aux agents physiques

ou chimiques,



¢) La mise au point de méthodes de broyage permettant l'obtention
d'antigénes de mycobactéries, soit par cryobroyage, soit par l'emploi
d'aluminosilicates de synthése, MNotre préférence s'est portée sur la
seconde méthode qui est d'une réalisation simple et peut &tre utilisée

pour le typage des mycobactéries,

2) Les broyats bactériens obtenus par les techniques précédentes ont
servi a la séparation des différents constituants ccllulaires

Hous avons réalisé la séparation des parois des antigénes

solubles et particulaires par des centrifugations différentielles.,

Les antigénes solubles et particulaires ainsi séparés ont été
ensuite isolés par une méthode de fractionnement basée sur 1'emploi
successif de sédimentation en gradient de saccharose et de la gel
filtration sur Sephadex. C'est l'utilisation de deux techniques faisant
appel a des principes trés différents qui ont permis la mise au point d'une
méthode de séparation sélective et reproductible. La méthode des gradients
par un partage préalable permet d'obtenir des groupements de trois ou

quatre antigénes qu'il est possible ensuite de séparer sur Sephadex,

Nous avons mrecueillir ainsi des fractions antigéniques qui,
par contrdle immunologique et par vérification en gel dc polyacrylamide,
se sont révélécs isolées., Nous ne prétendons pas que cette technique
permette d'avoir des complexes protéidiques a 1'état pur, mais bien.

de fractionner des antigénes. Il est certain que pour ltobtention de
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fractions chimiquement pures une étapec terminale en électrophorése de

gel de polyacrylamide serait indispensable, mais diminuerait aussi
considérablement le rendement déja faible. Bn effet, les quantités
d'antigdne isclé ént toujours été peu importantes et la durée d'obtention

d'une masse suffisante de matériel pour entreprendre 1'é&tude d'un

antigeéne, nous a posé de sérieux problémes,

Parmi ces fractions isolées, l'une d'entre clles a été
étudiée plus particuliérement, cer nous avions précisé au préalable
les relations de cet antigéne avec les mycobactéries, autres que

Mycobacterium phlei, ainsi qu'avec diverses bactéries,

3) L'étude de 1'antigéne isolé a permis de constater

a) qu'il est commun aux différentes espéces mycobactériennes étudiées,

b) qu'il est 1ié 4 la membranc cytoplasmique pour les raisons suivantes :

+

~ les sphéroplastes dec Mycodacterium phlei dépourvus de parois contiennent

.

encore cet antigéne,

- la dégradation des parcis par des mycobactériophages spécifiques laisse
persister l'antigéne,

- la technique & la ferritine a été employée pour visualiser en microscopie

électronique 1'emplacement de 1'antigéne étudié (antigéne &) . Des immun-

D

it

D0

sérums préparés avec l'antigéne R ont marqués a la ferritine, Un
mélange de membrenes et de parois & été mis en contact avec 1'immun-sérum

marqué et a permis de mettre en évidence la présence de ferritine autour
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des membranes,
- 1'absence dans la composition chimique de cet antigéne de "marqueurs"

de la paroi comme 1l'acide muramique ou l'acide diaminopiméliquc.
g £ 2 &

Tl n'a toutefois pas été possible de préciser si cet antigeéne
est unc partie intégrante de la membrane ou s'il s'agit d'une fraction

cytoplasmique trés fortement liéea celle-ci,

c) Ou'il posséde des propriétés immunologiques
L'injection d'antigéne & une action aggravante sur l'infection

bactérienne du cobaye par Salmonclla typhi ou lMycobacterium tuberculosis,

I'étude de ces propriétés fera 1l'objet d'unc étude complémentaire.

Au cours de ce travail nous avons cu constamment comme idée
directrice d'iscler des composants bactériens natifs et, pour suivre
ce fractionnement, la méthode de chioix est la constatation du maintien

des propriétés antigéniques.,

Alors que de nombreux travaux concernant la chimie des
composants cellulairces mycobactéricns ont été réalisés, oucun de
ceux-ci n'a permis de déterminer 1la nature chimique d'une structure
donnée., Notre travail doit permettre dems 1'avenir, grace a l'isolement
de quantités plus importantes d'antigéne, de mener a bien 1'&tude
chimique de constituants immunologiquement définis et structuralement

localisés.
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