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Les mycobactéries, tout  au long de l eur  étude, n 'ont  cessé 

de poser des problèmes, tait en ce qui concerne l e s  réac t ions  irnmunolo- 

giques qu 'e l l es  engendrent dans un organisme, qu'en ce  qui concerne leur  

composition aitigénique propre. 

l. peine ::OC11 ava i t - i l  découvert l a  tuberculine que de grands 

espoirs  naissaient  ; l a  vaccination an t i  tuberculeuse semblait trouvée. 

Tspoir v i t e  d&çu, cil ce qui concerne l 'obtent ion d 'a~t igèxie  vaccinant ; 

par contre,  :COCI1 mettai t  en évidence pour l a  prcinièrc f o i s  un phénomène 

dPimmunit6 ce l l u l a i r e ,  l s l iypersens ib i l i t é  retardée.  Les chercheurs, à l a  

su i t e  de c e t  auteur, a l l a i en t  or ienter  leurs travaux dans deu.x voies 

d i f fé ren tes  : 

- d'une pa r t  1' étude mtigénique des mycobactéries, 

- d 'autre  pcmt l e s  problèmes de lsiriununité dans l a  tuberculose, 

iIous cnvi sagerons succcssivcrnent 1 ' h i s  toriquc de ces  deux 

aspects de l 'é tude imno log ique  des mycobactéries. 

1 - L'IIIIUT~ITR D:qJS LL) TUBEXCULOSX 

îlotre co$naissance des mécanismes de défense i m n o l o g i q u e  

contre l a  t u ~ r c u î ~ s c  r e s t e  encore à l 'heure  actuel le ,  t r è s  incompl&te, 



malgré l e s  nombreux travëiux qui s 'y  attachent.  L'étude de i3immunité 

tuberculeuse a commencé avec l e  phénomène que KOCH ava i t  d é c r i t  en 1291 

en ces termes : 

"Si à un cobzye sa in  on inocule une cu l tu re  pure de bac i l l e  tuberculeux 

vivants,  ce  n ' e s t  qu9 zprès 10 à 14 jours quQ appmait ,  au point  d'ino- 

cula t ion,  un nodule dur qui s 'ouvre bienta t  e t  produit un u lcè re  

pers i s tan t  jusquqà l a  mort de l 'animd. ,  Les choses se  passent tout  

différemment lorsquvon inocule un animal déjà tuberculeux, Le l i e u  de 

réinoculat5on devient dès l e  lendemain ou l e  surlendemain dur e t  noira t re  

sur une étendi~e de 5 à 10 mm. La peau se nécrose l e s  jours suivants ; 

e l l e  ne tarde pas à s 'él iminer e t  l a i s s e  à sa  place un ulcère  superf ic ie l  

qui guér i t  rapidement de façon dé f in i t i ve ,  sans que l e s  g??gl ions  vois ins  

ne soient  tuméfiés". 

Cette réaction comporte en f a i t  deux temps : une réact ion 

dlhypersensibi l i té  proprement d i t e  qui se développe dans l e s  premières 

4f! heures, il s P  ag i t  d'une réact ion de type inflammatoire qui peut 

a l l e r  jusqulA l a  nécrose. Le deuxième pl~énomène e s t  une réact ion d'immunité 

qui se t r adu i t  par une évolution d i f fé ren te  de l a  l&çion loca le  e t  

surtout  par une inhibi t ion de l a  dissémination des germes e t  une cer ta ine  

destruction de ceux-ci. 

1) Comment se produit c e t t e  immunité ? ................................. 

Sssentiellement par des germes vivants e t  l ' on  s a i t  qusà  

l 'heure  ac tue l le  l'immunité l a  p lus  f o r t e  dans l ' i n f ec t i on  tuberculeuse 



e s t  obtenue par lPadminis t ra t ion de B.:::.:;. Certes des bac i l l e s  tués 

par 1 2  chaleur ou par des agents cliimiques immunisent, mais t r é s  

faiblerirent par rapport aux bac i l l es  vivants,  L a  s t ruc ture  des mycobactéries 

explique peut ê t r e  l eur  f a i b l e  pouvoir immunogène. lin e f f e t ,  s i  on 

examine en microscopie électronique l a  s t ructure  des mycobactéries (photo- 

graphie n02),  on cocstate,  outre l a  s t ructure  classique de paroi e t  

de membrai-ies cytoplasmiquè, l a  présence d'une couche amorphe aux 

électrons.  Cette s t ruc  turc par t i cu l ié rc  aux mycobactéries permettrai t  

peut ê t r e  de comprendre pourquoi des bactér ies  en t i è r e s  in jec tées  à un 

animal, ne provoquent pratiquement pas l u  formation d' anticorps, contrai-  

rement aux bactér ies  broyées dont l e s  pmois  sont mises A nu. 

Des études ont  bien sfXr é t é  poursuivies pour é tudier  

l ' a c t i o n  immunisante de ce r ta ines  f rac t ions  obtenues à p a r t i r  de 

mycobzctéries. I l  f au t  d i r e  que tou tes  l e s  f r ac t i ons  u t i l i s é e s  ont  

toujours é t é  obtenues par voie chimique e t  jcunais par des méthodes 

peu traumatisantes n P a l t é r a n t  pas l a  s t ructure  des antigènes. L a  

c i r e  D, dont on cornai t  l e  r 8 l c  dans l shypersens ib i l i t é ,  pas plus 

que l e s  protéines n i  l e s  lipopolysaccharides, ne semble jouer un 

raie dGms l'immunité. Par contre,  des fractioiis  préparées à p a r t i r  

de bac té r ies  broyées, se sont révélées douées d'un c e r t a i n  pouvoir 

i m ~ o g è n e ,  YOUIvLUJS e t  c o l l .  (127) ont  aussi  essayé l e  pouvoir protecteur 

de f r ac t i ons  de mycobactéries sur des l ignées de sour is  e t  ont eu des 

r é s u l t a t s  assez discordants, selon l e s  espèces considérées. En f a i t ,  

il f a u t  souligner que l a  vaccination cantituberculeusc par des f r ac t i ons  

antigéniques de mycobactéries, n t  a jamais é t é  couronnée de succès. 



2) De quel type d'immunité s ' a g i t - i l  '? immunité humorale ................................. 
ou immunité c e l l u l a i r e  

Il e s t  devenu c lass ique de d i r e  que l'immunité dans l a  

tuberculose e s t  une i m r i t é  c e l l u l a i r e ,  Il  fau t  bien reconna'ltre q u ' i l  

y a autant  de f a i t s  expérimentaux qui vont dais l 'w?  ou l ' z u t r e  sens. 

Les travaux de L U R I E  ( 4 9 )  , SUTER ( 1 1 3) , de DPiZJ3NBERG ( 17) 

e t  PMlJELL ( 5 0 )  , montrent que 1 irnrnuni te humor a le  lie joue pra.tiquement 

aucun r ô l e  dans l a  protection contre l a  tuberculose. LURIE a prouvé 

également l e  r ô l e  des macrophages dans l a  destruction des bac i l l e s  

tuberculeux, Des macrophages d' mimaux immunisés se  montrent plus 

facilement capables de phagocyter ces bac i l l es  que des macrophages 

d'animaux neufs, l'lais il f &ut bien d i r e  que, pour ce r t a in s  auteurs 

comme SEIBERT ( I O I ) ,  MACKATJESS (50, 51 e t  52), il e x i s t e  sûrement 

une cor ré la t ion  en t r e  " l 'ac t iv i té  s é r o l o g i q ~ e ~ ~  e t  "1 ' immunité dans l a  

tuberculose". Ces auteurs, en précisant  "ac t iv i t é  sérologiquett ne 

s'avancent guare e t  ne d i sen t  pas s ' i l  s ' a g i t  d 'anticorps spécifiques 

ou de fac teurs  sérologiques non spécifiques. Certains auteurs comme 

MACKANESS, sont même a l l é s  p lus  l o in  e t  ont n ié  l e s  r é s u l t a t s  de 

LURIE,  précisant  qu' il n 'y  ava i t  aucune différence d '  a c t i v i t é  entre  l e s  

c e l l u l e s  d'animaux immunisés e t  non immunisés. 

Enfin il f au t  no te r  que, meme pour l e s  tenants de l a  théorie 

c e l l u l a i r e ,  1 ' immunité due aux macrophages étudiée " in  v i  t r o t ) ,  e s t  

toujours plus  f a i b l e  que c e l l e  observée "in vivou. I l  n ' e s t  pas 

i n t e r d i t  de penser que l e s  deux types de réactions c e l l u l a i r e  e t  

humorale jouent un r ô l e  ; l e s  travaux de FONG SCHEIDER e t  ELBERG (19) 



vont dans ce sens. Ses auteurs ont montré en e f f e t ,  que l e s  sérums 

d t  animaux immunisés protégrtaient l e s  macrophages de 1 ' action d4génératrice 

des baci l les  virulents,  Il  faut  signaler aussi que l a  recherche des 

anticorps s ' e s t  toujours montrée inconstante dans l a  tuberculose. Enfin, 

il faut  c i t e r  l e s  cas  d'accidents mortels dus à L'injection de B.C.G. 

chez des su je ts  a t t e i n t s  d'alymphocytose pure, a lors  que des su je ts  

normolymphocytaires agammaglobulinémiques se comportent aussi bien 

en face du B.C.G. que du baci l le  de ICoch. 

3) Bapports entre hypersensibilité e t  inununité ........................................... 
Il s ' ag i t  bien de distinguer l e  r81e que l 'hypersensibil i té 

e t  1 immunité jouent dans 1 ' opposition de 1 organi srne à wie réinfec tion, 

La question qui se  pose e s t  celle-ci  : dans l a  résistance accrue qu'oppose 

un organisme ayant déjà é té  en contact avec des mycobactéries, l'hyper- 

sens ib i l i té  a-t-elle un r81e à jouer,et quelle e s t  son importance ? 

Il faut  noter que l 'hypersensibil i té,  phénomène inmunologique l e  plus 

spectaculaire dans l a  tuberculose, a é t é  longtemps considérée comme l a  

cause principale de l a  résistsnce spécifique. Cette théorie, énoncese 

par ROIEB, n ' es t  plus admise A l a  sui te  des travaux de BOCQUTT e t  RICH. 

Il faut  reconndt re  que, dans l a  tuberculose, l a  coexistence de lthyper- 

sens ib i l i té  e t  de ltinununité spécifique e s t  s i  constante, qu ' i l  é t a i t  

d i f f i c i l e  de ne pas mettre sur l e  même plan ces deux f a i t s .  

Il existe cependant des arguments qui montrent que lghyper- 



s e n s i b i l i t é  e t  lVimmwiité peuverlt ê t r e  dissociées. Un cobaye qui a déjà 

é t é  in fec té ,  peut perdre au bout d'un ce r t a in  temps l e s  rnzrques de 

l ' hypersens ib i l i t é ,  a lo rs  que 1 irnmmité pers i s te ,  D e  plus, on peut 

t r è s  bien désensibi l i ser  un cobayc par des doses répétecs dc tuberculine, 

sans que l'immunité p ro téc t r i ce  s o i t  mise en cause ; on s a i t  que l a  

necrose e s t  un phénomène e s s e n t i ~ ~ l l e m ~ n t  d 'hypersensibi l i té  e t  190n  

connait son r ô l t  desa treux ou Eavor..?ble sur l a  marche d'une infection 

tuberculeuse. Donc, d'une pa r t ,  apr2s une affect ion tuberculeuse 

l'immunité spécifique péut ex i s t e r  sais qu ' i l  y a i t  réact ion dshyper- 

s e n s i b i l i t é  e t  d 'autre pa r t ,  l a  réaction dqhyperscnsibi l i té  peut avoir 

des conséqucnces divcrses sur l évolution de 1 infect ion,  O11 l e  vo i t ,  

l e s  phénomènes immunitaires déclenchés dans un organisme par l e s  

mycobactéries, r e s t en t  toujours complexes, 

II - LES LWTIGZNES D39 IfYYCOBACTETtIES 

L'étude de l a  s t ruc ture  =antigénique des mycobactéries a 

&galement f a i t  l ' o b j e t  de nombreuses recherches depuis l a  d6couverte 

du bac i l l e  de KOCH. Ces recherches présentent un i n t é r ê t  non seulement 

pour l a  c l a s s i f i c a t i on  des mycobactéries, mais peuvent aider à une 

meilleure compréhension du pouvoir pathogène, II f a u t  noter que, 

parallèlement à l s é tude  de l a  s t ructure  antigénique e t  du pouvoir 

immunogène de cer ta ines  bactér ies ,  des 6tudés chimiques ont 6 t h  f a i t e s  

sur l e s  mycobactéries, sans que d t a i l l e u r s  ces travaux se rejoignent. 



L'analyse chimique des rnycobactérics, r é ù l i s é e  par 13s équipes dfl\JTDERSOK 

( 2 ) ,  de LDDTXT3 e t  d v i l S Ç ~ L I ~ T K . 4 U  ( 3 ) ,  -. permis d ' i d e n t i f i e r  I c s  d ivers  

compos,mts, sans qu'une s t r u c t u r e  chimique d'ensemble a i t  pu 3 t r e  

proposée , 

Zn ce qui conccrne 1 ' snz.lyçe des s t r u c t u r e s  mt igéniques ,  

deux grzmds courants  de rcctierckie se sont  delivlis ; l e  premier s ' e s t  

a t t aché  p l u s  particuliSremcïlt  A mTie $tude des ant igènes  rleç mycobactéries 

en vue d'une c ï a s s i f i c a t i o : ~ ,  1.2 taxonomie des mycobactéries depuis l a  

I1découverte" des mycobactéries ?typiques a y m t  +?té su  j e t t e  A bien des 

remaniements g c e s t  pourq~^oi  de nombreux chercheurs ont  voul-u u t i l i s e r  

des s t r u c t u r e s  ;lyitigéniques pour 1 ' i den t i f i ca . t ion  des  mycobactéries. Le 

second courant  de recherche s g e s t  a t taché  p lus  par t icu l iè rement  à 

l q é t u d e  des c o n s t i t u m t s  de Iù c e l l u l e  myccbactérienne en EP~xdizit  

c e r t a i n e s  f r a c t i o n s  chimiquement dé f in ie s  oii c e r t a i n e s  f r a c t i o n s  

antigéniquement déf i ~ i i e s ,  

A dessein dtune étude t z,::oiiorflique des mycobzcté~~ies ,  on 

a f a i t  appel à t ou tes  l e s  techfliques c l ~ ~ s s i q u e s  de 1' immin~ologie, mise 

en évidence de l ' h l - p c r s e n s i b i l i t é ,  s g ~ l u . t i n a t i o n ,  r éac t ion  de f i x a t i o n  

du complément, hémagglutination, teclwiqucs de p r é c i p i  ta'cion ci g e l ,  

PL?rmi l e s  mé thode s f a i s a n t  ùppcl x%x phénomènes d' llypersen- 

s i b i l i t é ,  deux méthodes ont  étA employ@?s, c e l l e  f a i s a n t  in t e rven i r  

1 hypersens ib i l i t é  r e t a rdée  (phériorn$ne de TOCH) au moyel; d.e tubercul ines ,  

e t  c e l l e  f a i s a n t  zppel à I ' h y p e r s e n s i b i l l t é  imrnédiatc ( r éac t ion  de 

SCIIULTZ e t  D~IL'?) . 



Les tuberculines, qui sont des produits  d' autolysats 

bact6riens,  permettent dc mettre en évidence l e  f a i t  quqiha individu 

ou un animal c, 6té  e:l contact OU noi? i ~ ~ j - e c  u.ne :nycobact6ric0 -:].les 

permettent zusçi ,  p a r  l a  plus ou moins g r a ~ d e  i n t ens i t e  dc l a  réponse 

imuiiologique, de ciktcrminer s i  l e s  tubcrcwliries in jec tées  correspondent 

à l a  mycoba.ctérir: wi a contamii~é I f  r-::-iimç;l, 

L,a mise el_ évidence de clwactères irnmw-ologiques spéciÇiques 

Tut entrepr ise  dès 1909 par JOSBXH (3'1) qui montra l e s  c,.ui2i=tèreS 

Pa r t i cu l i e r s  des s 'scnçit ines ' t ,  pour ereployer l e  terme proposé par 

fiiAG1TUSOf.J de Tiycobac terium tuberculosi s ,  c e  Nycobac terium bovis ci t 

b!ycobacterium avium, On essaya ensui t e  dë trouver des sensi  tiiîes . . 

spécif iques de chaque espèce, puis des e x t r a i t s  pu r i f i é s  remplacèrent 

ces tuberculines brutes,  C e  furent  su.ccessivement l e s  traviluLx de 

SEIBERT e t  GREEN (100) , de STOCRL e t  l.LlTHOIS (57 ) ,  de GREE>I (25) 

qui u t i l i s è r e n t  l e s  f rac t ions  "PPDtf de SEIBER,T, Plus récenmzent, des 

auteurs comme NOEIS:I*:?A ( 5 5 )  oiit u t i l i s 6  des peptides extrs . i t s  de l a  

cellul-e bactériemrLe pour mettre en évidcnce des r6z.ctions d P  hypersensi 

b i l i t é  retzxdée, 

Les réactions d 'hypersensibi l i té  imm6diate fon t  sppel à 

l a  react ion de SCIULTZ e t  DALE, Des 2r ;~ct ions  de f i l t r a t s  de cv.l.tiîre 

non chauff é s  de cycobactëriurn tubercuiosis,, bovis, aviurfi et f o r t u i  tum, 

ont é t é  u t i l i s é e s  pour l e  diagnostic d9cspècc ; l c ç  travaux o n t  surtout  

é t é  ré,ilisés par l t6quipe de JXKSS2J ((37,). Ceux-ci ont u t i l i s é  des 

fragments dPil6o:1s de cobaye a y a i t  ét6 irnrriurlisés avec des f i l t r a t s  dc 

cu l tu re  rnicrobie:inc, 1 , ~ s  c o n t r ~ ~ c t i a i s  iie ces fracgineilts i n t e s t i i i ~ u x  



d g  animc:1~x s e n s i b i l i s é s  m i s  en pr@sencc d s  Pg, o n t  permis de mcttre  

en 6vidence des Lantigènes spéci f iques  de type,  

Un deu-xième groupe de tecil~niques u t i l i s a  l e s  rnkthodes 

c l a s s iques  de 13. sé ro log ie  : r é a c t i o ; ~  de f ixz- t ion  de con~plémeiit, 

agglu t ina t ion ,  h6rn~:gglutiaation. Ver 6 tudes on t  eu pour but de 

cont r ibuer  à 1 9 i d c n t i f i c a t i o n  des d ive r s  coi~poça~:~ts  ~gissc? i l t  en t a n t  

qufhaptènes ou ant igènes  chez l e s  di926rents  types ou espèces de 

rnycobact6ries0 Ces études  o n t  sur tout  Ct6 f a i t e s  2 p a r t i r  de tube rcu l ines ,  

de f i l t r a t s  de c u l t u r e  ou d%extraitç di: c e s  f i l t r a t s  ; plxs récemment, 

on a employé des e x t r a i t s  bac té r i ens ,  Les premières e>c?érieilces ont  

é t é  r é a l i s é e s  au moyen de l a  technique de f i x a t i o n  du complérflent, 

Dif férents  tr.ivaux de ??IFFITE ( 2 7 )  xont rèrent  quelques di icfé~?e~îces 

entrc- b a c i l l e  humain, bovin e t  av i~ . i ï ' e ,  SCHiLEPEJS, à l a  s u i t e  de 

ces  travaux, étudic! l e s  propri6tÉs m'cigén;iques des b a c i l l e s  tuberculeux 

e t  bov i i~s ,  distïrigu;, dails l e s  bac i l l e5  duL Zroupe av ia i r e  qv.atre 

types sérologiqu.es e t  recherchu l a  s p é c i f i c i t é  des pro té ines  des 

b a c i l l e s  tuberculeux au moyen d'une technique quan t i t a t ive  de l a  

r é a c t i o n  de f i x a t i o n  CIL; complément (913, $2), Cet te  technique f u t  

r e p r i s e  en 195'-; p a r  PEYEEL,L (;5) e t  ?:I"I!.PT;~TSICI (140) qui mont~6ren t  

1' ex i s t ence ,  d C u r e  p a r t  d 'un  antigène comrun e n t r c  l e s  di?f é ren tes  

espèces de mycobactéries et, d P  aut r?  p a r t ,  d s  ant iç$nes spécifiqines, 

TAR;:IOK ( 118) p lus  récemment, u t i l i s a  c e t t e  techi1iqu.e pour l z  mise 

en évidence de l q a c t i v i t é  sérologique de l q a c i d e  désoxyribonu-léique 

(DKA e x t r a i t  de mycobact&rieç) , T.?.CQIJZT e t  col1 , ont  employé c e t t e  

technique d m s  un bu,t d s  i d e n t i f i c a t i o ~ i  des rfiycobactéries en u t i l i s a n t  



des immun-sérums préparés avec des ant igènes phénolés, comme 1 s v a i t  

préconisé SCHAZFYR. 

La r é a c t i o n  d 'hémagg lu t in~ t ion  a é t é  u t i l i s é e  par  dc 

nombreux auteurs ,  mais essent ie l lement  d m s  un but d iagnos t ic ,  Il  

s ' a g i t  d'une des r é a c t i o n s  irnmwlologiques l e s  p l u s  sens ib le s  e t  il 

S t a i t  logique de l 'employer pour l a  mise en évidence d'sulticorps dans 

une maladie comme l a  tuberculose don-i. 1 ' ovolut ion s v  écheloniif. chez 

l'homme sur  de nombreuses annEes e t  dont l e  re tent i ssement  humoral 

e s t  f a i b l e .  Le pr inc ipe  m i s  en evidence par DUBOS e t  MIDDLEBROOX (62)  

e s t  l e  su ivant  : des hemcties s e n s i b i l i s é e s  par  un antigène sont  

agglut inées spécifiquement par des ant icorps  ; s i  du complément e s t  

a jouté  à l a  r k ~ c t i o n ,  un phénomène d2iiémolyse s e  produi t .  Cet te  

technique a é t é  é tudiée  par de nombreux au teu r s  dont GERNEZ-RIEUX e t  

TACQUFT ( 2 2 ) .  Après l e s  études de MIDDLEBROOK ( 6 2 ) ,  GERMEZ-RIEUX e t  

c o l l .  qui se  s i t u e n t  e n t r e  1950 e t  1 9 5 2 ,  l z  technique dsIiémagglutination 

e t  d1h6molysê condit ionnée a é t é  r e p r i s e  par  de nombreux auteurs  comme 

BRODI-IAGI-, ( i l )  e t  TSUMITA ( 1 2 3 )  qui s v z t t a c n è r e n t  eux auss i  à l ' é t u d e  

de c e t t e  r é a c t i o n  dans un but d iagnos t ic .  Cet te  technique f i t  a u s s i  

u t i l i s é e  d m s  l e  but d ' i d e n t i f i e r  l e s  mycobactéries g a i n s i  NASSAU e t  

SCH1,fABACHER ( 5 8 )  ont  d i f f é r e n c i e  I4yycoobactérium tuberculos is  e t  

c e r t a i n e s  mycobactéries atypiques a.:. moyen de l a  tecLhnique dq!.iémagglu- 

t i n a t i o n ,  Un troisiSme groupe a employé c e t t e  rieme technique pour 

déc r i r e  l e  spec t re  antigenique e t  l a  communauté e n t r e  ces  

d i f f é ren tes  mycobactéries. Les premiers travaux fu ren t  dqabord  menés p m  

TEURSTOM ( 1 2 2 )  q u i ,  en 1956, montra l a  présence dvun antigène commun 



aux d i f fé ren tes  espèces, ensuite l e s  trpvaux successifs  de LAGERKRAYTZ 

(42)  e t  EUCI3 ( 5 ) ,  aboutirent à l a  mise en évidence de plus ieurs  f rac t ions  

a t i g6n iques  par exemple pour : 

Ivlycobacterium tubcrculosis  : î r ac t lons  A B T; D 
-+- 

ivIycobacterium phlei  : f rac t ions  A B C 

Iiycobacterium jolmei : f rac t ions  A B D 

Fnfin on s pu, grace à c e t t c  tcclmiquc, envisager l e  pouvoir antigénique 

de c c r t a i n ~ s  fractions chimiquement déf i n i c s ,  comme LAUD avec ce r t a in s  

polysaccharides, TAKABASHI avec d e s  phosphatides e x t r a i t s  de FJycobàcterium 

tuberculosi s ,  YfTSUMOTO ;ILvec un lipopolysaccinaride obtenu a par t i r  de 

Nycobacterium bovis, var ié th  B,rC.G. 

Ui ie  z.utre modalite technique proche de l a  précédente a 

é t é  l 'emploi de l a  réaction de flocu1,~tioii.  Cette dernièrc lie semble 

toutefois  pas avoir domé de r é s u l t a t s  t r è s  concluants, Il f a u t  c i t e r  

l e s  travaux de STACEY  IO^), SUBRN~TJL~;'TYNU (1  11) e t  TAI<AHAC;ZiI (1  15) ,  

ces auteurs ayant surtout  cherché à étudier  l e  pouvoir a n t i g h i q u e  de 

cer ta ines  f r ac t i ons  chimiques comme l e s  polysaccharides ou phosphatides. 

Une autre  technique c lass ique a é t é  employée : l a  réaction 

d v a ~ g l u t i n a t i o n .  Tl le  avai t  6té préconisée par S C H U F Z R  il ÿ a. de 

nombreuses annees (90) . Evidemment , c e t t e  technique n q  e s t  valable que 

pour l e s  souches "S", ce qui l imi te  lCemploi pour l a  famil le  des 

mycobactéries à quelques espèces du groupe avium. Plus récemment 

SCHASFER (94 ,95 ,96)  a proposé une modiEication à sa  technique en 

t r a i t a n t  au préalable l e s  bacteries PCV l e  phénol de façon 21 ex t r a i r e  



une f r a c t i o n  antig6niqvLe spéci f ique  qui l u i  s e r t  à préparer  des immun- 

sérums. D'autres au teu r s  comme OLITSLY ( 7 2 )  e t  H A G I I E  ( 2 ~ )  oiît confirmé 

1 i n t e r ê t  de c e t t e  teclmique pour 1' i d e n t i f i c a t i o n  du groupe III des 

mycobc.ctéries atypiques,  

Il f a u t  bien souligner  que l e s  techniques précédentes 

n '  apportèrent  q u k n e  idée  t r è s  f a i b l e  sur  13. c o n s t i t u t i o n  sntigénique 

des mycobactéries e t  que c ' e s t  lV  apport important de l a  technique de 

p r é c i p i t a t i o n  en gcslose qui permit iipprochu de l a  compr6iiençion 

de l a  s t r u c t u r e  ~ntig6niqu.e des mqrcob,ictéries, I l  f a u t  no te r  t o u t e f o i s  

que l e s  études ont  en généra l  6 t é  f a i t e s  sur des autolyça-ts  

bac té r i ens ,  cec i  à cause des d i f f i cu . l t é s  d 'obtent ion des a l t igènes  

bac té r i ens .  Ce poin t  l i m i t e  en p a r t i c  l e s  r é s u l t a t s  obtenus à p z r t i r  

de c e t t e  technique, l e s  au to lysa t s  bz.ctérieiis n v  syant  bien souvent 

que de lo in ta i r i s  r appor t s  avec l a  s t r u c t u r e  antigéniqràe propre des 

b a c t é r i e s ,  Deux types de rnétllodc's on t  étri. employés, l a  double 

d i f f u s i o n  en gélose e t  1 ' imrtuno-élcc trophor&se ., Ces deux techniques 

ne peuvent mettre en évidence que des a i t igènës  so lub les  capables 

de d i f f u s e r  dans l a  gélose,  c e  qui peut  sembler une l i m i t e  à c e t t e  

technique, lYclvantage a u P e l l e ç  prdsentent  e s t  l e u r  grand pouvoir de 

r é s o l u t i o n  e t  finalement l e u r  f a c i l i t é  de mise en pra t ique .  1,eç 

premiers travaux f u r e n t  e n t r e p r i s  p a r  PMZLETT e t  YOUMANS (74) en 

1956 en u t i l i s a n t  l a  technique d q  Oudin, pu i s  c e l l e  dl Ouchterlony. 

Ces t ravaux fu ren t  r e p r i s  e n s u i t e  par l P é q u i p e  suédoise de L I N D  e t  

NORL,IN (45,70,71) qui  établirent une v é r i t a b l e  c m t e  ant igénique des 

f i l t r a t s  de c u l t u r e  des d i f f e r e n t e s  mycobactéries ; c c s  r é s u l t a t s  



fu ren t  ensu i t e  comp1étri.s par ceux de GIPPL (23) .  Tous c e s  -Crava.ux ont  

toujours  f a i t  a-ppel à l a  teclînique de double d i f fus ion ,  Lo. technique 

d g  irnrnuno~5lectrophorèçe f u t  dP abord u t i l i s é e  par deux auteurs ,  BURTIN 

e t  KOURILSKï (12) qu i  ont  pu mettre  en évidence dans l e s  c7.utolyscits 

de c u l t u r e  d i f f b r e n t s  c o n s t i t u a n t s  ciiirniquemeint d é f i n i s ,  11s ont  

c a r a c t é r i s é  a i n s i  l q e x i s t ~ n c e  de t r o i s  f r a c t i o n s  essentiel lcment  

polysacc2iaridiqucs a i n s i  que quatre f r a c t i o n s  pro té iques .  Ces 

f r a c t i o n s  etz . ient  en p z r t i c  c c l l e s  d.2jà trouvées par %IBERT dans 

l ' é t u d e  élcctrophori5tique de l a  tuberculine. BURTIB i n s i s t z i t  de jà  

sur l e  f a i t  q u ' i l  n e t t a i t  en évidence, non pas des a i~ t igèneç  à 

proprement p a r l e r ,  mais des haptènes provenant de l a  dégradation de 

molécules plus coinplcxes. L au t re  groupe qu.i u t i l i s a  l a  technique 

d ' imunoélectrophorèçe f u t  l ' équipe  de CASTELNUOVO e t  PEMSC (11.,15,16,78) 

qui se consacra à une étude de l a  i lcarte" ant igéniaue des nlycobactéries. 

D 'aut res  auteurs ,  au l i e u  de s q a t t a c h e r  à I 'F tude  dé l 'ensemble de l a  

s t r u c t u r e  mt igén iqce  des mycobact6ries, ont  é t u d i é  p lus  par t icu l iè rement  

c e r t a i n e s  f r a c t i o n s  chimiquenent d é f i n i e s  e t  obtenues, l a  p lupar t  du 

temps, par  Çractionnement chimique d 9 a u t o l y s a t s  b ~ c t é r i e n s .  

Certains se sont  i n t é r è s s $ s  p lus  p?rt icul ièrcrnent  aux 

f r a c t i o n s  prot6iniqui:s ( ? ,  31,32,103), d g  au t re s  au.:c g luc ides  (1  3,43,56, 

57,102,107,12(1) k t  dt;:utrcs aux l i p i d e s ,  D'autres  encore ont é tud ié  

p lus  pa r t i cu l i è remrn t  l e s  d i f f6renccs  a l t igén iques  des d i î f é r e n t s  

c o n s t i t u m t s  de l a  c e l l u l e  bac ter i rnne  ; a i n s i  R I B 1  (62) a @tudis 

p lus  p ~ r t i c u l i è r e m e n t  l a  paroi  cn i n s i s t a n t  sur  l e  r ô l e  q ~ . ~ c l l c  joue 

dans l c  phénomène d ' a l l e r g i e  ; d q a u t r e s  comme l e s  YOUMATJS (127) l e s  



ribosomés i s o l é s  des  mycobact6ries. 

O n  l e  v o i t ,  l e s  é tudes  a i ~ t i g é n i q u e s  on t  s u r t o u t  c o n s i s t é  

en une recherche permettant  d ' abou t i r  à une c l a s s i f i c a t i o n  des  

mycobactéries 3.u moyen de l e u r  "carte': znt igénique,  Peu dv f? tudes  

ont  é t é  f a i t e s  s u r  lés antigènes proprcmcnt d i t s  des  mycob:?c-teries, 

Les d i f f i c u l t é s  dë broyage des b a c t é r i e s  @ t a n t  t e l l e s  que l a  p l u p a r t  

des  au teurs  on t  p r é r é r 6  s e a d r e s s e r  à des  a u t o l y s a t s  b?.ctériëns,  Ce 

f a i s a n t ,  i l s  on t  p l u s  6 tud i6  des composés dé r ivés  de c e s  m t i g P n e s  que 

l e s  an t igènes  eux-mSmes. Ainsi BURTIN p r é c i s e  en coiîc1usioi.i de s e s  

travaux que les substances q u ' i l  a  i s o l é c s  sont  des  "haptènes" 

incapables  de provoquer l a  formation d O  a n t i c o r p s  e t  qu ' i l s  s e r a i e n t  

donc des p r o d u i t s  de dégradat ion de molécules p l u s  complexes, 

Ds a u t r c s  Rtudes ont  é t é  consec r t e s  au fract ionnement  

purement chimique des  mycobactéries,  l a  s t r u c t u r e  de gros  complexes 

macromoléculairès n ' a  pas  & t é  abordéc e t  nos  connaissanccs s u r  l a  

s t r u c t u r e  mCme des  mycobactéries ne compor t t n t  que des  éléments épa r s  

sans  élément d g U n i t e .  

Lorsque nous nous sommçu i n t 6 r e s s é s  ?LU problème de l a  

s t r u c t u r e  antigeniqu-e des mycobactérics,  l e  p r inc ipe  Eondzmerital 

qui  a  guidé l a  r k a l i s a t i o n  de c c t t e  (:tude a é t é  de préserver l a  

s t r u c t u r e  des  c o n s t i t u a n t s  de l a  c e l l u l e  bac tér ienne  e t  d g 6 v i t e r  

de l e s  modif ier  sous 1' ac t ion  d'un fract ionnement  chimiquu, Ceci 

3ous pe rme t t a i t  d P  o b t e n i r  des  s t r u c t u r e s  macromoléculaires dont  il 

e t a i t  p o s s i b l e  de déterminer p~ar l a  s u i t e ,  l a  s t r u c t u r e  chimique e t  

l e  r ô l e  irnrnunologique t5ventuel. 



AVANT PTOPOS 

De l q é t u d e  bibliographique des travaux consacrés à l a  

s t ruc ture  antigenique, on r e t i e n t  surtout  l e  f a i t  que ces  recherches 

ont eu pour objet  p lusde  comptabiliser uin ce r t a in  nombre dvaiitigènes, 

que d ' i so l e r  des s t ruc tures  macromoléculaires e t  de l e s  é tudier .  Notre 

but a é t é  d'obtenir des s t ruc tures  macromoléculaires antigéniques, 

d'analyser leurs  p ropr ie tés  immunologiques, de connaître l eur  s t ructure  

chimique e t  leur emplacement dans l a  ce l lu le .  Ceci devrai t  nous 

permettre d ' é t ab l i r  un l i e n  entre  lDemplacement dans l a  c e l l u l e  d'une 

s t ructure  macromoléculaire e t  son a c t i v i t é  imrnunologique. 

Pour i s o l e r  ces  séquences antigéniques, il f a l l a i t  

év i t e r  de l e s  modifier l o r s  de l eur  obtention e t  surtout  du f ract ion-  

nement. La plupart des auteurs ont u t i l i s é  comme matériel de départ 

des f i l t r a t s  dl autolysats  bactériens, Il s' ag i s sa i t  de cu l tu res  

l a i s s ée s  suffisamment longtemps 3 37OC pour que l e s  enzymes, l ibé rées  

des bactér ies ,  puissent  at taquer e t  dégrader d ' au t res  bactér ies  e t  

l i bé r e r  a ins i  des f r ac t i ons  solubles. Le problème qui se pose e s t  

ce lu i  de savoir s i  ce s  f rac t ions  peuvent encore rendre compte de l a  

s t ructure  des mycobactéries. En toute logique, il ne peut s t ù g i r  que 

de f rac t ions  a l t é r ee s  nPayant  plus q u h n  l o in t a in  rapport avec l e s  

s t ruc tures  i n i t i a l e s  de l a  bactérie.  Comme l ' a  t r è s  bien démontré 



BURTIN, lt s produ.its d '  au to lysa ts  son t  des dbrivés de complext~s 

m a c r ~ m o l e c u l ~ ~ i r ~ s  où 1 on trouvc c é r t ~ s  dcs produi ts  sc comportmt 

comme des ~ n t i g è n e s ,  mais où l P o i i  t r o v v ~  su.rtov.t dés f r a c t i o n s  

r é a g i s s m t  en t a n t  q u ' h a p t è n ~ s .  Si lVoa cberchc à i s o l e r  dc g ros  

complexes m~cromolCcu la~rcs ,  cc t t ~  t ~ c : i ~ l i q u c  e s t  donc à p r o s c r i r e  

formellement, 

Le b ~ ~ ~ t  primordial  de noti-.: t r i lva i l  n s  a pas k t& Tellement 

d Q é t u d i t r  1~ s t r d c t u r c  ar,tigéniquc pour Llle-mame, mais p l u t ô t  

comme po in t  dé dépar t  pour l s i so lcmcr , t  dc complexes rnacro~~olécula i res .  

Après avoir  i s o l é  un ou p l u s i e u r s  complexes, il 

s q  a g i s s a i t  évidemment de l e s  é tud ie r  &a poin t  de vue chimique, de 

l e s  s i t u e r  dans l a  c e l l u l e ,  de v o i r  quel  rappor t  il a v a i t  ctvcc 

d ' au t re s  bac té r i e s ,  Il s a g i s s a i t  a u s s i  d P  e tud ie r  quel r ô l e  immuno- 

logique c e  ou c e s  complexes macromol~cula i rcs  pouvaient jouer ,  Avaient- 

i l s  un r ô l e  protecTeu.r cont re  l s i n f ê c t i o n  tubercu.leuse ou c o n t r e  

d'i .utres in fec t ions  microbiennes g e t a i e n t - i l s  capables dQengendrer  

ou non des phénomènés dshypr.r .sensibi l i té  r e t a rdée ,  Pour que l C é t u d e  

s t r u c t u r a l e  auss i  bien que 1 6tude dé l a  s t r u c t u r e  ant igenique so ien t  

va leb les ,  il f a l l a i t  avoir  des germes v i a b l e s  e t  si poss ib le ,  obtenus 

toujours  d m s  l e s  m$mes condi t ions ,  d'ad l a  i n i s i  au poin t  dc c u l t u r e s  

en massé de bactc5rieç,  Pour obteni r  dcç complexes rnacromol~culaires ,  

il f a l l a i t  disposer  d~ méthodes de broyage e t  d v e x t r a c t i o u  des  

ant i sènes  qui ne s o i e n t  que des méthodes physiques ne pouv?~lt  en 

aucunc façon,  a l  t 6 r e r  l c s  s t r u c t u r e s ,  I l  convenait donc d P  employer 



des techniques t e l l e s  que l P o n  puisse t r a v a i l l e r  à f r o i d  de t e l l e  

s o r t e  qu 'après broyage des b a c t @ r i e s ,  l e s  3ntigènes i s o l é s  ne puissent  

h c t r e  a l t é r é s  par l e s  enzymes bactér iennes ,  Les techniques chimiques 

Cta ient  donc c:xclutç de c e  premier ç-ti>.de de 1 a p r é p a r a t i o ~ .  ;mtigénique . 
De meme pour l e  fractionncmcnt, i1ou.s nons sommes r é s o l u s  à employer 

exclusivement des techniques physiques pour nous préserver  des 

modif icat ions poss ib les  dc structure, eilgendr6es par un r^ractionnémcnt 

chimique, 

Les p!lénoili&ne s d6clencli6s p r r  l z  prc%serice de mycobactéries 

ou de f r a c t i o n s  mycobactérienneç dans u:n organisme é t a n t  complexes 

e t  mal d i f f é r e n c i é s ,  il e s t  permis de supposer que seule  l v é t u d e  

de l a  s t r u c t u r e  des c a t i g è n e s  de l e u r  emplacement dans 1;;. c e l l u l e  

bactér ienne permettra  de d i f f é r e n c i e r  l e s  d iverses  modali tés  

im.unologiques provoquées par c e s  aiiltigènes i n  v ivo ,  

Cet avant-propos permet de p réc i se r  l e  plan que nous 

a l l o n s  su iv re ,  

Dans une première p a r t i - ,  ilous exposerons l e s  procédés 

d 'obtent ion efi masse dc b a c t é r i e s  xjiait des ca rac té r i s t iq t i e s  

ident iques ,  a i n s i  que l e s  procédés de rupture de c e s  b a c t é r i e s ,  

Dans une seconde p a r t i e ,  nous étudierons l e s  techniques 

immunologiques employées pour l a  mise en éviderice des ant igènes 

mycobacttitriens. 

D m s  une trois ième part&, nous envisageroils 1 2  s t ruc tu re  - 

antigénique e t  le fractionnement, a i n s i  quc 1 @obtent ion  d v  ,:~itigènes à 



l ' é t a t  pur ,  

Dais l a  quatrième p s x t i e ,  ~ ious  ktudierons l e s  moyens - 
d 'obtent ion  d P  antigènes par des mkthodcs biologiques,  sphéroplastes  

ou phages, 

Enfin l a  dern ière  p s r t i e  sera  consacrée à l 'etu.de d'un -- 

nntigèrie i s o l é  de l~~ycobacterium ph le i .  Nous envisagerons les comrnu- 

naut6s  ; ~ ~ t i g é n i q u . e s  avec d f m t r e s  mq~cobüct6ries ou Fiocmdia, son 

emplacement d m s  1 .?I cellule e t  son r ô l d  imiilunologique éventuel ,  



1)  Choix de s s o ~ c h e s  ----------------- 

Ces études ont é t é  effectuées principalement avec une souclle 

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

microbiens de ~ ~ a u s m n e ) ,  Notre choix ç P e s t  porté sur c e t t e  souche pour 

deux ra isons  : ça cu l tu re  relativement plus rapide que l e s  ?Lutreç 

mycobactéries e t  sa s t ruc ture  antigénique t r è s  proche de c e l l e  des 

mycobsctéries pathogènes. ?le plus, P&7cobacterium phlei  a f a i t  l ' o b j e t  

de t r è s  ilombreuses études inétaboliques e t  enzymatiques, ce qui pouvait ê t r e  

in teressant  pour l a  poursuite u l t e r i eu re  de nos recherches,* 

DqaUtrcs souches de I$ycobacterium phlei  dqor i3 ines  di f férentes ,  

ont é té  compar@es au début de nos études, avec l a  s t ruc ture  dc l a  

souche 689. Les s t ructures  s ' é t a n t  rGvélées identiques, l e s  r é s u l t a t s  

acquis svec Plycobacterium phlei  souche 389, ont é t é  conçidérks cornme 

cùractér is t iques  de c e t t e  es2èce. 

P a r  e i l l eu r s ,  une étude cor?piirative a 6 t é  effectuée r:.vec 

ds  autres  espèces rnycobactériennes : 



Nycobacterum bovis (va r ,  D e C o G e )  

1.iycobactcr --. ium wium ( shciard) 

llyco bac t e r  ium xenopsi 

kIycobzc t e r  i u n  s c r o l ~ ~ a c e u m  

 tous n v  avons pas u t i l i s é  dc souches pathogènrs dc type bovin 

o~ humain, l e s  condi t ions  de c u l t u r e  c p e  nous nous é t i o n s  imposées, ne 

iious permettaient  pas d q o b t e n i r  c e s  c;errnes dans des c o n d i t i o ~ s  de 

s é c u r i t é  convenables, Ces recherches ont  donc é t é  conduites  sur  des 

germes c u l t i v é s  dz i s  des  condi t ions  ideiltiques : mêmes milieux de 

c u l t u r e ,  condi t ions  r igoureuses  d'oxygénation, d' agi  t a t i ü n  e t  de pH, 

c e c i  permettant d 'ob ten i r  des bactéries cri phzse exponent ie l le  de 

croissr=nce, a f in  d'&sri t e r  de t r a v a i l l e r  sur  un matér ie l  lys6 .  

De p lus ,  l e s  é tudes  de structure antigénique e t  su r tou t  

d ' isolement  d g  a l t i g i n e  p u r i f i é ,  e x i ç e ~ i e n t  des quan t i t é s  inzportantes 

de b a c t é r i e s ,  Ces cond i t ions  ne pouvaient ê t r e  obtenues que p a r  l 'emploi  

de fermenteur 

2) Nethodes de c u l t u r e  ------------------- 

LES méthodes h a b i t u e l l e s  d 'obtent ion de b a c t é r i e s  au 

Laboratoire ,  en milieu l i q u i d e ,  s o l t  non seulement peu pra t iques ,  mais 



aussi  peu économiques e t  d'un rendement médiocre. Certes l e s  cu l tu res  sur 

milieux so l ides  ont  u n  rendement excel lent  en poids, mais t r è s  f a i b l e  

en ce l l u l e s  v iab les  ; en e f f e t ,  seule l a  couche supérieure de l a  

cu l tu re  e s t  r i che  en c e l l u l e s  vivantes,  l e s  couches in fé r ieures  é t a n t  

consti tuées de cadavres bactériens. Classiquement avec Les méthodes 

usuel les  de cu l tu re  de bac té r ies  en milieu l iquide,  on obt ient  1 g de 

poids sec de bactér ies  par l i t r e  de cu l tu re ,  Les rendements sont au 

moins cinq f o i s  supérieurs avec des cu l t u r e s  en fermenteur. 

Les paramètres l e s  plus importants pour l 'obtention de 

bactér ies ,  pH, aération,  agi ta t ion,  peuvent S t r e  f i x é s  de façon 

rigoureuse dans un fermenteur, ce qui n O e s t  jamais l e  cas  d ~ m s  une 

cu l tu re  classique.  La cu l tu re  immergée e t  agitée présente l e s  

avantages dqun système de composition homogène dans l e s  d i f fé ren tes  

pa r t i e s  du milieu dans lcquel  il e s t  possible d'obtenir un équi l ibre  

de l ' é t a t  gazeux. Le micro-environnement de chaque bactérie e s t  donc 

toujours identique dans chaque cul ture .  Des quanti tés importc?ntes de 

bactér ies ,  en é t a t  de croissance identique, peuvent ê t r e  r e c u e i l l i e s  

par l'emploi d 'unité p i l o t e  de fermentation. Les d é t a i l s  techniques 

de c e t t e  i n s t a l l a t i o n  ayant déjà f a i t  l ' o b j e t  dvun Diplome d8Etudes 

Approfondies de Biochimie, nous ne décrirons i c i  que l e s  méthodes 

d'obtention en fermenteur de t r o i s  types de mycobactéries : 

- une mycobactérie à croissance rapide : Nycobacteriwn phlei  

- une mycobactérie à croissance plus  l en t e  : llycobacterium kansasi i  

- une mycobactérie A croissance leste : Mycobacterium bovis (var. B.C.G.) 



Ces cu l tu res  en masse é t an t  destinées à l ' é tude des  antigénes, 

nous avons éliminé tout  milieu contenant des f rac t ions  protéiques e t  

u t i l i s é  un milieu mineral simple, l e  milieu de Scuton : 

Asparagine 

Acide c i  t r ique 

Phosphate bipo tassique 

Ci t ra te  de f e r  

Glycérine 

Les modalités techniques sont l e s  suivantes : l e s  souches 

sont entretenues sur milieu sol ide  de Coletsos ; on ensemence à p a r t i r  

de ces  milieux des f i o l e s  d i t e s  à toxine, contenant un l i t r e  de milieu 

de Sauton. Jes  f i o l e s  sont cu l t ivées  en agi ta t ion pendant l e  temps 

nécessaire pour obtenir  des bactér ies  en phase exponentielle de 

croissance. 

Cette préculture e s t  inoculée stérilement dans l e s  fermeriteurs. 

Ces cu l t u r e s  dc mycobactéries en fermenteur posent en e f f e t  l e  

problème de maintien de s t é r i l i t é ,  L e  problEme de l a  contamin?.tion se 

pose différemment selon que l e s  germes sont à croissance rapide ou à 

croissance lente .  En cas  de cul ture  de mycobactéries à croissance 

rapide, peu de germes contaminants auroiit l a  pos s ib i l i t é  de s ' y  

développer. l e  ra.pport du nombre é t a t  toujours en faveur de llinoculum. 



PLT c o n t r e ,  s i  l P o n  procède à des c u l t u r e s  de germes à 

développement l c n t ,  donc h taux de cro issance  f a i b l e ,  une contamination 

par des germes, ayant un taux de cro iusa icc  r ap ide ,  pourra surveni r ,  

En e f f e t ,  ces  germes ind&siraSles  seront  t r $ s  v i t e  à une c o ~ ~ c e n t r a t i o n  

supérieure A c e l l e  &il Ferme inoculé c.: l a  cb.?tir.re s e r a  perdue. Notre 

expérience nous a permis de cons ta tkr  que, pour des cu l tu rcç  

clP Zscherichia c o l i  ou &me dc Eacill-L;?, i c s  p o s s i b i l i t é s  de contamination 

sont  r édu i t e s  c a r  peu de germes ont  LUT t2ax de cro issance  mssi 

rapide  e t  des sou i1 l~ : re s  ont  peu de chiilces de se  développer. Pczr 

con t re ,  l e s  mycobactéries on t  des tc:ux de croissance v â r i i ï l t  de 0,20 

pour PIycobacteriurri ph le i  A 0,O7 pour ?4jrcobacterium tuberculos is .  S i  

des bac té r i e s  c o ~ m c  - Escherichia c o l i ,  dont l e  taux de croissafice e s t  

de 3 ,  contaminent mGme en t r è s  f a i b l i  -proportion un ferrnénteu.r 

ensemencé avec des  mycobacti-ries, on iiiira t r è s  rapidement un 

développement du germe contaminant. L ' inoculat ion de l a  précul ture  

dans l e  fermenteur d o i t  donc ê t r e  eEfcctu6e avec bc&ucoup dc p r é c a ~ ~ t i o n .  

Ce mzintie:ii de 1 ~ .  - ; t h r i l i t &  d o i t  % t r e  maintenu pendant 

des d h l a i s  de c i n q  jours  A t r o i s  semeines, c e  qui e s t  poss ib le  grace 

aux d i s p o s i t i f s  de s é c u r i t é  adoptes d m s  l a  cons t ruc t ion  des 

fermenteurs,  D i f fé ren t s  e s s a i s  nous ont  permis dc déterminer,  pour 

chaque espice mycobactérienne, l e s  c o e l f i c i e n t s  d ' a g i t a t i o n  e t  

d ' aé ra t ion  l e s  p l u s  efficaces pour ob tcn i r ,  d a r s  un minimum de temps, 

une quan t i t é  m?.ximum de b s c t é r i e s  en phase exponcnt ie l lc  de cro issace .  

Les tablcaux 1, II e t  III résument l e s  paramètres de c u l t u r t ,  

1-etellus pour l e s  t r o i s  t y p t s  dc ycrmes é tud iés .  Il f m t  i10t~r que le pli 



au cours  dc ccs c u l t u r c s ,  a kt6 mûintc~iu constcmt par  additioi't automatique 

de EC1 IT ou dc Ti11 O!i Y. 
4 

condit ionç di: cu l t i i re  cl; ferr;l,ént::ur pour I.ycob~.cteri:rm plilci : 

- 
Débit d s  e i r  cn * Vitesse d v  a g i t s t i o n  Te i?.p s 

I (li tres/rriinut~) 1 ( tour s/minute) 1 
I t - --* 

TABLT:l:ü II 
-*.--- -- 

Conditions de c ~ ~ l t u r e  cn fermenteur pour Mycobactcrium k a i s a s i i  : 

-. 
, Débit d P e i r  cn ' Vitesse c l q  - c i t a t i o n  Temps 

(li trcs/r~in~l . te)  ' ( tour s/miïiute) 
i 

t 1 



Conditions dc c u l t u r c  éa f e r m c n t ~ u r  pour Piycobacteriurn bovis var .  Bo  C. i, : -- -- r- Dkbit d v ; i r  er , Vitesse d' a g i t z t i o n  
1 Tcmps ' ( i i t r ~ s / r i i l i ? ~ ~ " ~ t )  j ( t o ~ . r s \ i ~ ~ i n u t e )  j 
I l 

j To + 1 4 4 h  

4, j TO + 20 jours  

On cons ta t e  l a  t r è s  f s i b l e  n é r a t i o  : u t i l i s é e  eil début de 

l a  cu l tu re .  D e  nombreux c s s a i s  rious ont  montre lq i f inpor ta~ce  dPuïie t r è s  

f a i b l e  oxygknatioa pendant l a  phase dc: lc:.tcnce, Un déb i t  d P a i r  de t r o i s  

l i t r e s  par milmte, dGç l é  debut di-: l c :  ph?.se de latei lce,  s u f f i t  à inhiber  

1.a croissance.  Il e s t  donc impor twt  de s u r v e i l l e r  l e  taux d ' aé ra t ion  

dsune c u l  tu rc  dc mycobactéries ci1 2eTmcnteur, Avec ces  pr&ci?.utions, l e s  

rendements en fermenteur sont  en général s i x  f o i s  supér ieurs  3 ceux 

obtenus avec l e s  c u l t u r e s  cn f i o l e s ,  Zel lês-ci  doixqent l i c a  à lz. 

formation de v o i l e s ,  dvimportcvzce appcr~~mmeiit s a t i s f a i sa i l t c ,  mais 

comprenmt ên r é a l i t é  un grand nombr<: de c e l l u l e s  mortes, 

Un fermenteur coiiten,alt quillzc l i t r e s  dc mil ieu permet, 

clprès cinq jours ,  I q o b t e n t i o i i  en rnoyezye dc 180 g en poiàç lIumi.de 

de mycobactérics. 

Ces bzctéri , ;s sont  r e c u c i l l i c s  s te r i lement  par un système 

3c centrifug-,tiori  cn cont inu  du t y p ~  Lzcnt-Gyorgyi e t  Bl~aiil, Lz 

suspension bact6rienne c s t  ciivoy6e da ' s  I c  c e n t r i f ~ i g ~ u s e  par inrie 



surpression d g  ,-ir s t & r i l c ,  Les b-,ctéx7ics, après irivagc a 3 . 2 ~ ? ~  

dis t i l léci .  s t é r i l c  d x i s  des p o t s  à ce_;trir'i?.çstion, sont  r é c u c i l l i e s  

s t é r i l t m é n t  c t  c o n s e r v é ~ s  à - 20°C, 

II - BROVAGE DU F.YiT3RIE1, BACTERIEN - 

Dc az;:~breuscs méthcdcs ont  ét& employées pour rornpre l e s  

bac té r iks  , Une des  t c c ? ~ ~ i q v . e s  i c s  p lus  s i x p l e s  pr&conis&c p ; ~  '',TEIDEL 

pour. Uschcricl?ia c o l i  e s t  1 :xitolysc : e l l c  a 1 inconvénieiit d s  a l t é r e r  

considérablement l e s  s t r u c t u r e s  bact4ricnnes,  Lc choc oznzotiq~~c a 6 t é  

préconisé également, cc  moyen a v a i t  é t 6  u t i l i s é  uniquement pour l e s  

bac té r i e s  l ~ a l o p h i l e s ,  Ces b a c t é r i e s ,  L Î ~  c u l t i v a n t  quq en présclice de 

f o r t e s  c o n c e n t r a t i o ~ s  de s e l ,  é c l z t e n l  par  simple choc osniotlque dès 

q u q e l l e s  sont  d m s  une so lu t ion  àypoto:iiquc. 

La reproduction dc cc phénoliz6ric- 2 é t é  ten t6e  chez dcs  

b a c t é r i e s  no2 l ~ a l o p h i l c ç  pçm imrnersio-1 d a i s  l e  g lycérol  de façoii 

3. c?p te r  1 'ezi, de 12 c c l l u l c ,  de m?nièril b ru ta l c .  

Ces teclinique ç de choc osn:.o.tin,uc ou de désliydri.tr'tioi1 

ont é t é  peu u t i l i s é ê s ,  L I  convient  dPe::1 rapprocher l a  m6tYodc de 

broyage récemment proposée, par l e s  zci>lit!iii-s siiico-nluniiïliqueç. Ces 

subs ta i ces  agi r i? ient  cïi c ~ I : ~  tait 1 e z . ~  di: 1::: paroi  bactér ieimc,  f a c i l i t a n t  

a i n s i  son broyage, Çi'lLTOM 2 6gaiemerlt propos6 l e  t ra i tement  des 

b a c t é r i e s  psr  l a  chaleur ,  méthode sclo:l ~ ious ,  pcu inttiiress,-,te,car 

e l l e  u l  t & r c  l e s  ç t r u c  tv.rcs qs?e 1 O:? c l i~ rch t :  A i s o l c r  . Ce:; iilcoizvbllient s 



peuvent ê t r e  6v i t6 s  par  l c i  rnétliodcs dc d&s in t&gra t ion  méccnique. 

Ycs premières f u r e n t  l é  broy,:g-c ou l F  i>git?.tion v i o l e n t e  

en pr6scncc d P ~ ~ . D r ~ L s i f s  comme l e  çabI.c?, ?.luminc ou lés bille:; de v e r r e ,  

dqz . c i c r ,  de pl?.stiquc, $. c e  groupe se rC;ttx5îc l q e m p l o i  de l P  zpparc i l  

de l,:ick:i.c., r;ciAmet-tzit dc r0rnpr.c des  b: ,c ï&ries  par in te r ;?c t ic i i s  en 

presencc de b i l i k ç  di: p1k.s t i q u ~ ,  

L i .  so~i i ia t ion CT, & t é  e-t c t  tou jou r s  UIIC des  méthodes 3-2s 

p l u s  ~mplay i i c~ ; .  CC: plqoci5d6 présc:r;t,: ::l.r9:iiir;oins l s i n c o n v é i l i c ~ i t  d ' u t i l i s e r  

des  a p p m e i l s  à fréquence f i x e  dont l a  seu lë  v a r i a b l e  e s t  l c  tcrnps, 

lJ13.c des tlcri.:ières méthodes proposées 2 é t é  l V u t i l i ç a t i o n  

de f o r t e s  p re s s ions  pour rompre l e s  b2.c-térics cjrace à un ~.ppt :~~-ei l  

zppelé  "French Pressp ' ,  Le pr ir ic ipc en c s t  simplc e t  sCdu i sa i t  : on 

fait passer  A t r a v e r s  unç: va lve ,  ~y~xit un t r è s  p c t i t  o r i f i c c ,  des  

b a c t e r i e s  soumiçcs à de t r è s  f o r t e s  press ions ,  la v~ . lve  é t x ~ t  

évidemeri t  rc f ro id ic :  pour cmpêchcr 1 éciiiuffement. 

Les ~ 1 ~ c o b s c t 6 r i ~ s  sont  p r r t i cu l i&remen t  r é s i s t s i t e s  ~ u x  

d i v e r s  a g t n t s  açresstL~rs ,  q u v i l s  so i t r i t  pflysiqucs ou chirniciv.es, Si  

l ' o b t t n t i o n  e t  I- 5 6 p ~ ~ r l t i o n  dc- pa ro i ?  ,t dc composmts c y t ~ p l ~ ~ s m i q u e s  

dqEsche r i ch i ?  c o l 1  ne posknt guère de problèmes (sonn;tion, simplc 

broyi,gt evcc d~ 1 aluminc, a g i t a t i o n  d ms un iEPIiclcltl" ou c t t t q ~ i  ddc 

1-s pa ro i  par dcs  procédés b i ~ l o ~ i q ~ ~ c s ) ,  il n P  cn e s t  pzç deireiné pour 

l e s  r n y ~ o b ~ x t é r i c s ,  LES r z i s o n s  de c e s  u i l f i c u l t é s  sont  l i s e s  2 12  

s t r u c t i Â r ~  des  mycobactiirics. Lorsqu'oli cxa~ninc c t s  g c r m ~ s  ci: r~ i c roscop lc  

é l cc t roa ique  on c o f i s t ~ ~ t e ,  o u t r e  11 prézcncc. dc 1s p a r o i ,  1 'c.xistcncc 



d'une couclle assez importante, peu deise aux électrons,  entourant l a  

paroi. Cette couche e s t  responsable dc- l t  agglutination des mycobactéries 

entre  c l l c s .  El le  sernblc egalement responsable de l eur  grmdc r é s i s -  

t~vlce  aux d i f fé ren t s  trai tements physiques e t  chimiques. t e t t c  

s t ruc ture ,  t r è s  pa r t i cu l i è r e  dc paroi ,  explique sans doute 1c taux 

de croissance f z i b l e  de ces  germes, l i 6  à i;n métabolisme rédu i t  e t  

au passage t r è s  d i f f i c i l e  des éléments n u t r i t i f s .  La pratiquc des 

coupes, en vuc de lqexamen en microscopie électronique,  montre 

d t a i l l c u r s  que 1 3  pénétration des f i x l t cu rç  dans l a  bactér ie  e s t  

t r è s  d i f f i c i l e  e t  que s a  coupc elle-meme n 9 e s t  pas aisée.  Tous ces  

f a i t s  viennent donc tn confirmation de l a  s t ructure  particulièrement 

r é s i s t m t e  des mycobactéries. 

La sonnation e t  l e  broyage à l q a p p a r c i l  de PBckle ne 

sont de ce  f a i t  que di f f ic i lement  applicables à ccs germes. Certains 

auteurs ont employé l a  sonnation, mais l 'emploi de fréquences t r è s  

élevées a l t è r e  l e s  s t r u c l r e s  c t 1 'écha~xffement du milieu dénature 

l e s  protéines. Nos e s sa i s  de broyage >u fBckle ont donné des pourcen- 

tages de rupture de l ' o r d r e  dc 5 A 10 p. 100 aprés des temps t r è s  

longs, ce  qui e x c l m i t  toute u t i l i s a t i o n  pratique de c e t  appareil.  Des 

e s sa i s  de sonnation ont également ,5té pratiqués avec mi appmeil  

Raytheon 10 Kc. Pour obtenir  des taux de rupture de l ' o rdre  de 10 à 

20 p. 100, nous avons da employer des temps de somùtion de t r o i s  

heures e t  plus p l e s  d i f f e r en t s  e s sa i s  effectués  avec des gerrnes 

soumis à c e t  zppareil ,  ont  montré qu9uii traitement de plus  de 10 rnin 

a l  t é r a i  t l eur  2c t i v i  t é  enzymatique ; O i l  peut donc considérer qu' après 



Schéma no 1 



B . ,S'PAREIL 

1)  moteur électrique 

2) volant 

3) t e t e  destinée à recevoir l a  chambre de broyz.5e 





3 heurcs dc somat ion ,  il ne r e s t e  p lus  -ucune s t r u c t u r c  int?.cté,  

Un des rnoyelis I c s  p lus  conimodes e s t  peut-Stre 1- 'FFreiach 

Prcsss ' ,  qui a 4 té  u t i l i s é c  pour l e  frzctionnernent des mycobcrtéries,  

p(-x- RI131 notmrncnt. S i  c l l c  e s t  d q u n  : ~ ~ p l o i  f ~ c i l e ,  il es t  ccpcndcmt 

toujours  d i f f i c i l e  dc con t rô le r  leé1Cv,cion dc température lo r squqon  

emploie dcs press ions  dc l ' o r d r e  dc IO tonnes. 

Nos recherches ont  port;  sur  deux tec;miques de broy2ge : 

une tcciuiiquc. ~ s s o c i r ~ t  1: rup tu re  méc;.i:ique e t  l P a c t i o n  dtr f r o i d  OU 

l e  cryobroy?.ge, t t  une au t re  tcchniqu.e p l u s  récente ,  l 'emploi  des 

zéo l i thes ,  

Il s ' a g i t  dqune  teclmiqv.~ dont l e  pr inc ipe  a é t é  proposé 

in i t i a l emen t  par ZhMPIERï (129) e t  quc iious avons r e p r i s e  e t  inodif i éc .  

Si  l ' o n  soumet un produi t  org;ii?ique à de t r è s  bcçses tempé- 

r ? t u r c s ,  il perd rc:.pidenient s e s  p r o p r i i t é s  de p l a s t i c i t é  e t  peut  ê t r e  

broyé. D e  &me des microorg?~lismcs coligelilis dms de 1' azotc  l i q u i d e  

A - 180°C, peuvent e t r c  broyés ensu i t e  par  dcs moyens m é c m i q ~ ~ e s  

(vo i r  sch@m? no 1 ) .  

Le broyagc e s t  r é a l i s é  21 lqz.idc. d P m  moulin, cons t i t i ré  de 

deux b i e l l e s  f ixbes  sur  un v o l a i t  mt. p a r  un moteur é l ec t r ique .  Ces 

b i e l l e s  soiit r e l i é e s  3.u c h z s s i s  p,ir un b r a s  mabile e t  possèdent à 

(*) Nous remercions t r è s  sincèrement l e s  Professeurs  PZNSO e t  
CASTELNUOVO de l ' I n s t i t u t  Supérieur de Santé de Rome qui nous ont 
procuré l e s  sphères,  u t i l i s é e s  dx i s  c e t t e  i n s t a l l a t i o i i ,  



l eu r  sommet deux t e t e s  permettant de f i xe r  l e s  cnmbres  de broyage. 

Celles-ci décrivent a lo rs  un mouvement e l l ipso îda l  à raison de 250 

mouvements par minute. Les chambres de forme ovoîde sont en zcier  inoxy- 

dable de 1 cm d'épaisseur e t  sont composées de deux pa r t i e s  hémisphériques 

fermées hermetiquement zu moyen dqécrous,  Ces chzmbres vont recevoir  l e  

matériel  bactérien qui se ra  congelé. Ls rupture des microorg;?nismes e s t  

assurée par des b i l l e s  de tungstène de 1 cm de diamètre, qui sont animées 

d'un mouvement ellipsoPda1 à l ' i n t é r i e u r  de l a  chambre. C'est l a  

projection de ces  b i l l e s  sur l a  masse bactérienne congelée qui va 

zssurer 1 a rupture des microorgmismes e t  trmsformer rspidement c e t t e  

masse dure en une poudre. 

Le cycle de broyage va se dérouler de l a  manière suivante : 

on dépose l a  masse bactérienne dans 12 chambre s t e r i l i s é e  au préalable,  

on ferme l e s  deux p m t i e s  de l a  chambre qui e s t  plongée ensui te  pendant 

15 minutes d m s  l f a z o t t  l iquide g lorsque l a  masse e s t  congelée, on 

ajoute l e s  b i l l e s ,  e t  l P o n  r e f r o i d i t  encore 15 minutes, 

Les chambres de broyage sont &ors  montées sur l e s  b ie l l es .  

On procède à un broyage de 15 minutes, On décongèle ensuite jusqutSl 

l a  tempéreture de O°C sous un courmt  d g  ?ir chaud. Les bactér ies  sont 

soumises à s i x  repr i ses  à un cycle de congélation, broyage, décongélation. 

Il  f a u t  noter que ces congélations e t  décongélations successives sont 

indispensables pour ?.voir wi excdlent  pourcentage de rupture. Un 

simple cryobroy3ge ne donne quPun rendement beaucoup plus f a ib l e ,  Avec 

c e t t e  technique nous obtenons des pourcentages de rupture v a r i m t  de 



liycobactéries broyées 



l,3cobactérics broyées observées en microscopie é lec t ronique  

après ombrage phosphotungstique. 

On d is t ingue  nettement l e s  "sacs" b ~ ~ c t é r i e n s  cassés  e t  v idés  

de l e u r  coiitenu. 





90 A 95 p. 100. Le contra le  du broysge se f a i t  au microscope électronique,  

en exaninant l a  préparation fiprès ombrage à l ' ac ide  phosphotungstique. 

Ce traitement permet d 'obtenir  une masse rendue é las t ique  par  

l a  l ibé ra t ion  des acides nuclt5iques, mzsse dans laquel le  on peut mettre 

en évidence l e s  parois  microbiennes vidées de l eu r  contenu (photographie nO1). 

L e  broyat e s t  ensuite homogénéisé d m s  un broyeur à couteaux 

type Virtis, avec un tampon Tris liCl 1 0 ~ ~ 3 ,  MgC12 I O - ~ I I  à pH 7,4. De 

ce  broys.t, on élimine l e s  bactér ies  i n t ac t e s  par une centrifugaSion de 

600 g pendant 30 minutes ; on obt ient  z ins i  un mélange de parois  e t  de 

const i tuants  cytoplasmiques. 

2) Technique utiliscwit l e s  zéoli thes 

Plus récemment, nous avons u t i l i s é  l e  s i l i co -c lmina t e  de type 

4 A  de l''Union Carbide". D'après ZIPPT? e t  PERSON (1 30) ces produits  

agissent en absorbant l ' eau  des s t ruc tures  lipoprotéiques de l a  paroi, 

favorisant  a in s i  l a  rupture des bac té r ies  par un simple broyage 2u mortier. 

Cette technique s ' e s t  révélée relativement eff icace  avec l e s  

mycobactéries puisqu'el le donne des pourcentages de rupture de l 'ordre  

de 50 à 60 p. 100, La technique d ' u t i l i s a t i o n  e s t  t r é s  simple : on 

mélange d m s  un mortier (mortier e t  p i lon sont s t é r i l i s é s )  5 g environ 

de bactér ies  mec 10 g de zéoli the.  Cette mzsse e s t  t r i t u r é e  jusqu'a 

obtention d'une pâte homogène, puis d'une poudre. Un bon rendement de 

broyage n ' e s t  obtenu que grace à un écrzsement au mortier ~uffis~unment 



long, c m  l e s  zéo l i thes  ne f o n t  que f r a g i l i s e r  12 p,-roi,  1c  phénomène 

d e  écrasement e s t  donc i n d i  spensablc, L'inconvénient mnjcur de c e t t e  

technique e s t  q u O e l l e  d o i t  Ctre ef fec tuee  dans d t s  condi t ions  de 

s t é r i l i t é  rigoureuses, U n  c ~ r t , ? ~ i n  kch-vffcmcnt se  p r o d u i ç ~ l l t  l o r s  du 

rnél?uigir, il convicnt d q u t i l i s c . r  un r n ~ t é r i e l  préalcablcment r e f r o i d i  

e t  mpintenu à O°C d?as un bain dc g lece ,  

Lorsque l c  broyage e s t  terminé, on d i s sou t  1~ poudre dcms 

200 m l  d ' c m  distillée storilt e t  on cen t r i fuge  à 1000 g pendLant 

15 minutes pour él iminer  1 c s  z é o l i t h e s ,  1,e mélange de pc ro i s  e t  de 

cons t i tua i i t s  cytoplzsmiques obtenu d m s  l e  surncgemt ,  e s t  s @ p ~ r é  

selon l a  méthode précédemment d é c r i t e .  

Nous avons procédé à des comparaisons e n t r e  l a  s t r u c t u r e  

mt igén ique  des c o n s t i t u a n t s  cytopl;.smiques obtenus par l e s  deux 

méthodes de broyage. Ces structures nous sont  apparues ident iques ,  

Cette  dernière  méthode présente un gr~and i n t é r ê t  pour 

l ' é t u d e  taxinomique des mycobactéries, du f a i t  de SC f a c i l i t é  dPemploi. 



1 - PREPARfiTIOlJ D3S 1I"ilIUTJ-SERTJI'IS ."- 

1, 'étude des s t ructures  ?~l t igéniques  nécessi te l ' ob ten t ion  

d'mti-sérums dont l a  valeur e s t  conditionnée par l e s  mod?lités techniques 

de prépar3tion. 

L ' imfnunologiste doi t  ;lu préalzble  effectuer  uri choix de 

1' animal A immuniser e t  de l a  méthode de s o l l i c i t a t i o n  zntigéaique. 

1) Choix dc 1 animal ----------------- 

Le l ap in  a é t é  chois i  de préférence à d'autres ,mimaux C C ~  

il permet d 'obtenir  de bons sérums préc ip i tan t s ,  susceptibles d ' e t r e  

u t i l i s é s  d m s  notre système rkvé la tc~ i r  (méthode de p r é c i p i t ~ t i o n  en 

gélose).  Les var ia t ions  de réponse s d o n  l e s  animaux, nous ont conduit 

à u t i l i s e r  des l o t s  de 10 lap ins  pour chaque f rac t ion  mtigénique,  dont 

cert?.ins des anti-sérums ont é t é  mél ::figés, après évaluztion du taux 

d' anticorps de chacun dP eux. 



2) 2iétliode de s o l l i c i t a t i o n  antigénique .................................... 
La préparation de ces anti-sérums nécess i te  habituellement 

l e  choix d'un adjuvant qui a l a  propr ié té  d'augmenter l 'importance de 

l a  réponse immune. 

iJotre choix s ' e s t  porté sur deux substances classiquement 

u t i l i s é e s  : 1' alun de potassium e t  l e  mélange incomplet de Freund 

( lanol ine  - hui le  de vaseline).  Lcs seu l s  points que nous discuterons 

i c i  seront l e s  modalités d ' in ject ion e t  l e s  quant i tés  d'antigènes. 

Hous avons procédé à di f fé ren te  e s sa i s  portant  sur l a  

fréquence des in jec t ions ,  l a  durée de ces  in ject ions ,  l a  quanti t6 

d'antigène A i n j ec t e r .  L a  complexité du problème é t a i t  t e l l e  que nous 

avons l imi té  notre  programme d 'essai  à deux techniques : 

- une technique u t i l i s a n t  l a  voie sous-cutanée avec comme adjuvant l e  

m6lange incomplet de Freund, 

- vine tecluiique u t i l i s a n t  l a  voie veineuse avec comme adjuvant 1 'alun 

de potassium, 

Pour chaque modalité chois ie ,  des e s sa i s  ont  é t6  r é a l i s é s  

avec des doses d'antigènes f i xe s  (7 mg p a r  exemple) e t  des fréquences 

d ' in ject ions  var iab les  ( tou tes  l e s  43 h, 7 2  11 e tc . . . ) ,  Ces études ont  

Bté complétées par des expériences effectuées  à des fréquences de 

s i x  jours par exemple, avec des doses var iab les  d'antigènes, 1 mg, 

2 mg, etc. .  , 

I ~ ~ é v o l u t i o n  de l a  courbe d 'appari t ion e t  de d i spar i t ion  des 

anticorps a é t é  étudiée pa r  des prélèvements bihebdomadaires, 



l e s  contrôles d5ppa r i t i on  des anticorps se f a i s an t ,  de façon quali- 

t a t ive ,  pa r  la tecfiniquc d P  Ouchterlony, e t  de façon quant i ta t ive ,  par 

une technique de p réc ip i ta t ion  en tubes, Ces e s sa i s  ont é t f  . C c î . i t s  

avec l e s  deux techniques suivantes : 

a) Techniqinc d'immunisation par voie vcincuse - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - -  

Le facteur  adjuvant chois i  e s t  l ' a l u n  de potassium. L9antigène 

e s t  dissous à l a  concentration de 1 mg p a r  mi dans une solution d'alun 

de potassium à 1 p. 100, amenée à pH 7.  On pratique t r o i s  in jec t ions  

dans l a  veine marginale de l v o r e i l l e  du lap in  de 7 , 5  m l  pend'mt t r o i s  

semaines, suivies  de t r o i s  in ject ions  de 3 m l  par semaine, pendant 

cinq semaines. Les in jec t ions  sont arrEtées pendrant un mois. On 

pratique ensui t e  uni: in jectiori intra12usculaire de 3 m l ,  suivie éventuel- 

lement d'une s é r i e  d ' in jec t ions  intraveineuses. L e  sérum e s t  prélevé 

hui t  jours après l a  dernière in ject ion,  

b) Teclmique d P  i~nmunisation pas voie sous-cutanée - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - -  

On u t i l i s e  comme produit cd-juvant l e  mélange suivCmt, 

s t 6 r i l i s é  p a r  c l~auff  age à 120°C: pendmt 20 min : 

I cmoline 
huile de vaseline C ,  5 ) 

Des in jec t ions  sous-cutanées sont r éa l i s ée s ,  après incorporation de 

l 'ant igène d ~ z s  L'huile,  eii phase coiltinue e t  selon l e s  proportions : 

adjuvant : 1 m l  
antigène : 0,5 m i  dsune solution à teneur 

protéique de 5 mg/ml 



Les in jec t ions  sont f a i t e s  en plusieurs points  de l'abdomen, une f o i s  

par semaine, cec i  pendmt s i n  a sept  semaines, Après l a  dernière 

in jec t ion ,  l e s  l ap ins  sont l a i s s é s  s.u repos dix jours, puis on 

procède au prélèvement sanguin, 

c)  Choix de l a  techaique - - - - - - - - - - -  

lJotre choix s ' e s t  port4 sur l a  seconde technique qui donne 

des imq-sérums aussi  r i ches  en anticorps que 1 2  technique plus 

longue d'imrmu?isation p a r  voie veineuse, E l le  permet d f  obtenir  l e s  

anti-sérums en moins de deux mois, s o i t  dans ui? délai  relativement 

bref.  Les sérums, avant d8t?tre u t i l i s é s ,  sait décomplémentés par 

v ie i l l i ssement  à 4.OC pendant un mois. 11s sont ensuite s t é r i l i s é s  par 

f i l t r a t i o n  sur f i l t r e  u l ~ i l l i p o r e ' f  de 0,25 p e t  conservés en ampoules 

scel l4es  de 1 m l ,  à l a  température de - 20°C. 

II - TECII:TIQUT DE I J S X  ET; EVIDTi,CE DZ L2, IISILCTI~!?  ̂ iS,iTfTIGS>JE--AiJTICORPS 

1:ous avons u t i l i s é  uniquement des techniques de p réc ip i ta t ion  

en gélose eii macro ou microméthode : s o i t  l a  teclmique d' OUCI-ITERLOPIY (7 3 ) ,  

s o i t  l a  technique dgOUDI~ . 

1) liacrométhode de précipi ta t ion en gélose ....................................... 

0ïi u t i l i s e  des plaques de verre  sur lesquel les  sont c o l l é s  

des ce rc les  d 'ac ier  de 8 cm de la rge  e t  1 cm de hauteur. On coule d'abord 



une couche de 3 m l  d g  Agar à 1 p. 100 d~-liç une solution de EaC1 à 0 , 5  p. 100 

ou dans un tampon véronal. (31 dépose ensuite un moule ayaïit l a  forme 

dési rée ,  Iious avons employé i c i  des r6servoirs  r e c t a ~ g u l a i r e s  de 4 mm 

sur G mm, disposés de l a  façon su ivmté  : 

Finalement on coule à nouveau 5 m l  de gélose, Après avoir enlevé l e  

moule, l e  matériel e s t  p rê t  pour l a  réaction.  D a n s  l e  bass i~z cen t ra l  

on dépose l'immun-sérum e t  dons l e s  bassins latéraux l e s  solutions 

mtig6nique.s. 

Les chargements peuvent se l a i r e  pendant ur ou plus ieurs  

jours, selon l a  r ichesse en antigènes e t  en anticorps. 0i1 l a i s s e  l a  

réact ion se développer à 30°C en t re  c h a p e  remplissage, pu i s  l a  

p réc ip i ta t ion  se îormer à q°C pcndmt quatre jours. On élimine ensuite 

l e s  r é a c t i f s  en exces p u  un lavage dzis une solution de N 2 C 1  à 1 p. 100 

puis dans 1 s e z . ~ ~  d i s t i l l é e .  Avant de sécher l a  plaque par une bande de 

papier \Jhatmclr, il0 1 ,  on photographic, on colore ensuite pcw' 1 'amidosc!?wartz 

ou l e  v e r t  de lissamine, 

Lvt tude de lPévolu t ion  du diagramme de préc ip i ta t ion  e s t  

irnportantc à suivre car elie permet d 9 @ v i t e r  l e s  e r reurs  dues à des 

~ w t e f a c t ç ,  GR e f f e t ,  s q i l  e s t  avantageux de recharger plus ieurs  f o i s  



en ant igènes ou en ant icorps  une plc?que dvOuclriterlony, la modification 

du rappor t  antigène-anticorps peut c in t rz î~ ier  un déplacement dsun a rc  

dc p r é c i p i t a t i o n .  Tl e s t  donc indispensable de su ivre  e t  d t  comp~arer 

l e s  différents aspects  que peut d o n f ~ ~ r  c e t t e  r éac t ion ,  en Ponction des 

d i f f é r e n t e s  coacent ra t ions  d g  znt igènes e t  d q  ant icorps ,  

2) fticrométhode de p r é c i p i t a t i o n  en gélose ------------=-----------_---------------- 

El le  e s t  r é a l i s é e  sur  Lames de microscope. Un ge l  de 

composition ident ique  à c e l u i  u t i l i s ê  d a i s  l a  macrométhode e s t  coulé 

sur  l e s  l m e s  ; oi? découpe e n s u i t e  des r é s e r v o i r s  dans l a  g(?lose. Nous 

avons u t i l i s 6  des r é s e r v o i r s  de 3 m de diamètre, d isposés  en quinconce. 

La d i s t ance  diagonale l i b r e  e n t r e  l e  bord du r é se rvo i r  in t e rne  e t  l e  

bord du r é se rvo i r  externe e s t  de 5 m;ng Oil charge les godets  avec 

1' immun-sérum e t  l e s  f r a c t i o n s  mtiç&xiques une f o i s  seulement. L a  

mmipula t ion  e s t ,  pc2.r z i l l e u r s ,  en tous po in t s  ident ique  à c e l l e  de l a  

rnacrométllode, Nous avons s u r t o u t  u t i l i s 6  c e t t e  methode comme technique 

de "dépistr,geW, étcmt donné l e  peu. de r t a c t i f s  qu.'ellc exige. 

I l  e s t  à noter  que nous ;~vo:is employé p a r f o i s  di'ns c e s  

tcchniqurs  des tampons vérona: à pH Z,G, Ceci e s t  i n t é r e s s m t  d a i s  l e  

cas  d 'an t igènes  peu d i f f u s i b l c s ,  lQ?v.gmentation du pH favor iç ;u t  c e t t e  

d i f f u s i o n  ; il conviendra t o u t e f o i s  de v e i l l e r  à ce que 1' a ~ ~ g ~ n e n t a t i o n  

de pH ne diminue l a  constante d 'açsocia t ion  antigène-anticorps. 



3) Technique d P  immunodif fus ion  en re? . lu le  (Gudin) ............................................ 

Cette c e l l u l e  e s t  cons t i tu6e  de deux lames de ve r re ,  d i s t a n t e s  

l q u n e  de l ' a u t r e ,  dans l a q u e l l e  sont  coulés successivement un g e l  dv3gar 

c o n t e n m t  l'immun-sérum, pu i s  une coi~clie de ge l  v i e rge ,  enfiil  l e  ou l e s  

g e l s  dOAçar c o n t e n a t  l e  ou l e s  ant igenes.  Cette  technique permet 

d9employer de f a i b l e s  concent ra t ions  dgAgar e t  donne une excel lente  

d i f fus ion ,  E l l e  présente t o u t e f o i s  1; inconvénient  dVempScher toute  

teckinique de co lo ra t ion  f i n a l e .  

4) Technique d '  i1!mno6lectrophorèse ................................ 

La micromathode sur  lames de microscope m e c  une gélose 

tarnpor,iÎée 2 % ~  véronal & pH 8,G s é t é  E,:.ite sous une tension de 2 5 0  v o l t s  

pendant wiz heure, 

III - CfJOIX 37s TECEiNSQ'JRS ET ITJTTRP;ZTï?ATIOI: 

La r&actioi i  d ' imm~nodi i fus io~ i  en gélose type ûuchterlony nous 

a  semble I r  mieux addptée à c e t t e  étude : c l l c  permet de modifier en 

cours  dc r6actioui l e  r appor t  an t lgènc-a l t icorps  e t  de su ivre  l t é v o l u t i o n  

du dirtgramme de p r é c i p i t a t i o n ,  71le nécess i t e  c e r t e s  un taux d tzn t i co rps  

p lus  i n p o r t m t  que d s a u t r e s  techniques de mise en évidence de l a  r éac t ion  

m t i g è n ~ - a i t i c o r p s ,  l a  r é a c t i o n  d'hémagglutination par  exemple, La 

s e r i s i b i l i t 6  dc 1s réac t ion  d70ucliterlony n P e s t  en e f f e t  que dc 



A, B anticorps 

et a1 a t a t  mtig~nes ayant 
WC certaine conaanr~lazrte antighique 

DifPCrents types de rçiiction B'Ouchterlony 



2 , 5  pg B.& ("), tandis que c e l l e  de l a  réact ion dthémagglutination e s t  

de 0,003 pg N,,'ic. 

E l le  présente cependant l ' avmtage  considérable de permettre 

Facilement l ' analyse  dfun complexe antigène-anticorps, donc de suivre 

également l a  pur i f i ca t ion  d'un mélange dsantigénes. Clle o f f r e  également 

La pos s ib i l i t é  d D é t a b l i r  des r e l a t i ons  éventuelles en t re  des a t i g è n e s  

d i f fé ren t s .  

Si on ne t ic i i t  compte que d'un système équi l ibré ,  c 'est-à- 

d i r e  où l e  rapport  a e s t  voisin de 1 ' uni té ,  on peut d is t inguer ,  selon 
Ac 

Guchterlony, t r o i s  types de réact ions ,  résumées sur l e  schéma no 2. 

La réact ion de type 1 correspond à 1 ° i d e n t i t é  complète en t re  deux 

antigènes e t  il nqex i s t e  qu'un seul  arc de précipi ta t ion.  

L a  réact ion de type II donne deux arcs  de p réc ip i ta t ion  qui 

se c ro i sen t ,  ce qui s i gn i f i e  que deux antigènes d i f fé ren t s  sont présents, 

L a  réact ion de type III e s t  caractér isée  par l'inÇlection d'un 

22s arcs  de p réc ip i ta t ion  qui rencontre un autre arc, indiquant a ins i  

une cer ta ine  communauté antigénique en t re  l e s  deux composants a e t  a,. 

Il  convient toutefois  de signaler  qu'en l 'absence d'équivalence 

ACJ/AC, il peut y avoir une redissolut ion du précipi té  en excès d'antigènes 

ou dqsn t icorps ,  phénomène qui e s t  également observé dans l e s  réact ions  

de précipitz-t ion en milieu l iquide.  

(-x) N e  Ac = quant i té  l imi te  d 'anticorps décelable exprimé en poids 
d 'azote,  



équivalence 
t 

Par ailleurs, uai déçtquilibrc du r appor t  antigéne-anticorps peut 

&galement en trazntr 1 

- soir une trainde prés d'un asc de pabcipitation donnant l'aspect 

suivant r 

- soit un BÉdoubZement de f 'az'c de psçcipitation. 



L ' i n t e r p r é t a t i o n  d'un diagranme de p r é c i p i t a t i o n  devra donc 

t e n i r  compte de c e s  not ions  c l a s s iques  en immunologie ; il nécess i t e  

uiie étude con!parntive des so lu t ions  de concent ra t ions  d i f l é r e n t e s  en 

imtigènes e t  en süiticorps. De  p l ~ s ,  çevL1c l a  confrontat iol l  e t  l a  

comparaison des diagrammes de p r e c i p i t a t i o n ,  acquises z.ux d l s f e r e n t s  

temps de La r é a c t i o n ,  permettront de se  f a i r e  une idGe du nombre excct  

de couples ant igène-anticorps,  en t rm'c  en jeu dans l a  réact ioi i .  



CHAPITRE III 

STRUCTURE ANTIGENIQUE ET FRACTIONNEMENT DES ANTIGENES 

DE MYCOBACTERIUM PHLEI 

Lorsque nous avons pensé i so l e r  des f r ac t i ons  macromoléculaires 

de mycobactéries, encore f a l l a i t - i l  pouvoir l e s  s i t ue r  dans l a  c e l l u l e  

bactérienne e t  pour ce l a  connaître l a  s t ructure  d'une mycobactérie. La 

connaissance pa r f a i t e  de l a  s t ructure  e s t  en e f f e t  indispensable pour 

sélectionner l e s  méthodes de fractionnement, Ainçi l ' é tude des différent?.  

s t ruc tures  morphologiques pouvait amener à comprendre quel complexe 

macromoléculaire é t a i t  susceptible d P  ê t r e  attaché à l a  paroi ,  de 

préciser  1 'importance des s t ruc tures  membranaires e t  l a  r e l a t i on  de t e l  

antigène avec t e l l e  s t ructure .  

Toutes ces  ra isons  nouç ont donc amené à une Btude prélimi- 

nai re  de l a  s t ruc ture ,  en microscopie électronique, de Mycobacterium phlei ,  

1 - ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE MYCOBACTERIUM PHLEI (79) 

Nous nous sommes adressé à des microorganismes obtenus dans 

l e s  mêmes conditions de cu l tu re  que ceux u t i l i s é s  pour l ' ex t r ac t i on  de 

f rac t ions  macromoléculaires antigéniques, Il  s ' a g i t  de cu l t u r e s  agi tées  

f a i t e s  sur milieu de Sauton. Pour avoir des bactér ies  en phase exponen- 

t i e l l e  de croissance, nous avons u t i l i s é  des cu l tu res  de quarante hui ,  



:iycobacterium ph le i  

dspec t u l t r a s  t r u c  t u r a l  



rlycobac ter ium p h l e i  (coupe l onç i tud ina l e )  

c i : couche i n e r t e  

p : pa ro i  

ru c : mcrnbrcme cytoplasmiqi?.e 

sp : sphérule  

n : noyau 

rn : mésosome 





heures de croissance, au maximum. 

Les mycobactéries sont f ixées  selon l a  technique de RYTER 

e t  KELLTNBERGER (87) e t  f ixées  à l lépon selon LUFT (48). Les coupes 

sont effectuées à l 'ultramicrotome Porter Blum, r e c u e i l l i e s  sur g r i l l e s  

nues, lavées à lqhydroxyde de plomb. Lorsqu'on examine une coupe de 

Mycobacterium phlei  (photographie no 2 ) ,  on dist ingue t r o i s  zones 

e s sen t i e l l e s  : l e s  enveloppes bactériennes, l e  cytoplasme avec son 

matériel  nucléaire e t  enfin une s t ructure  pa r t i cu l i è r e ,  invagination de 

l a  membrane cytoplasmique, l e  mésosome, s i t u é  dans l e  cytoplasme e t  
O 

accole au noyau. L'enveloppe a une épaisseur moyenne de 450 A e t  

comprend une couche externe, une paroi e t  une membrane cytoplasmique. 

La couche l a  plus externe, appelée couche ItinerteI1, prenant 

t r è s  mal l e s  colorants,  entoure l a  bactérie d'une manière continue. 

O 

Cette couche, d'une épaisseur de 170 A, dont l a  composition chimique 

e s t  inconnue, r é s i s t e  aux traitements physiques auxquels sont sownises 

l e s  mycobactéries. L a  présence de c e t t e  s t ruc ture  semble ê t r e  à l ' o r ig ine  

de l a  grande rés is tance de ces  germes aux divers  agents agresseurs, 

physiques e t  chimiques. On a pu se rendre compte que c e t t e  couche 

" iner te"  r e l i a i t  ent re  eux e t  accola i t  l e s  microorganismes e t  expl iquai t ,  

sans doute, l a  formation fréquente d q  amas. 

Ceci a pu ê t r e  démontré de façon f o r t u i t e ,  par l ' é tude de 

l 'obtent ion de sphéroplastes de mycoba.ctéries, Pour obtenir  ces 

sphéroplastes, nous nous sommes adressés à d i f f é r en t s  inducteurs 

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



Qcobacterium phlei 

Aspect ul tr astructur al 



Mycobacteriurn ph le i  traité p a r  Ic L i C 1 ,  On note une v i s u a l i s a t i o n  

p lus  n e t t e  de l a  couche amorphe 





coupes de mycobactéries t r a i t ées  au L i C l  (photographie no 3),  permet 

d'individualiser d'une façon beaucoup plus précise ce t t e  couche externe, 

Aucune explication n 'a  pu ê t r e  apportée à ce phénomtne ; en e f f e t  l e  

L i C 1 ,  métal léger,  ne peut en aucun cas ê t r e  considéré comme un 

contrastant. L'explication l a  plus plausible e s t  une combinaison du 

L i C l  avec des composants de l a  couche amorphe, modifiant 1 'opacité 

aux électrons de ce t t e  couche. 

O 

La paroi, d'une épaisseur moyenne de 100 A, e s t  étroiternen~ 

accolée à l a  couche amorphe, même après cryobroyage. Après l a  paroi se 

O 

s i t ue  une couche de 100 A environ, peu dense aux électrons e t  qui 

sépare l a  paroi proprement d i t e  e t  l a  membrane cytoplasmique. Le 

problème qui se pose e s t  de savoir si ce t t e  couche doi t  ê t r e  rattachée 

directement à l a  paroi, ou si e l l e  a une existence autonome. 

La membr me cytoplasmique e s t  composée de deux f e u i l l e t s  
O 

séparés pai- une distance de 80 A, Le f a i t  que l a  membrane cytoplasmique 

ne s o i t  pas directement accolée a l a  paroi, permet d'expliquer l a  

présence dans l e  surnageant S des fragments de membranes (sans conpter 
2 

l e  mésosome). En e f fe t ,  l e s  relat ions avec l a  paroi n 'étant pas t r è s  

é t ro i t e s ,  il e s t  normal que l a  membrme puisse se détacher de l a  paroi 

e t  passer facilement dans l e  surnageant, 

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

classiquement l e  matériel nucléaire e t  l e  cytoplasme. Ce dernier 
O 

contient de nombreuses particules denses de 150 A de diamètre qui sont 

des ribosomes. (n1 observe également des sphérules de nature indéterminée, 



l e s  uns peu denses, l e s  autres  t r è s  opzques qui,  pour TAKFYA, sont 

des granules de polyphosphates. Cependint, l a  formation i n t r ace l l u l a i r e  

caractér is t ique de ces  mycobactéries e s t  surtout  consti tuée par un 

mésosome, I l  s v a y i t  dvun ensemble relativement important, pouvant 

s t t e indre  0 , 5  à 0,G p de diamètre. Cette masse e s t  entourée d'une 

enveloppe double qui n ' t s t  que 1c prolongement de l a  membrane cytoplas- 

mique. On retrouve en e f f e t  l e s  deux f e u i l l e t s  de l a  membrme, dont 

1 'un e s t  d'  ille leurs plus opaque aux é lect rons ,  f e u i l l e t s  sépcîrés 

par un c e r t ~ i n  espsce. R l ' i n t é r i e u r  de c e t t e  enveloppe, se trouvent 

des s t ruc tures  lsmel la i res  ou tubulzi res  ( i l  e s t  en e f f e t  d i f f i c i l e  de 

reconstitu.er à p m t i r  d'images en deux dimensions des s t ruc tures  en 

t r o i s  dimensions) . QuP e l l e s  soient  tubulai res  ou lamellaires,  ces  

s t ructures  ont un aspect identique, en microscopie électronique, A 

l a  mernlraie cytoplasmique e t  à l 'enveloppe du mésosome, c 'est-&-dire 

deux f e u i l l e t s  de densité d i f férente ,  séparés par une zone c l a i r e .  Ce 

rnésosone proviendrait d'invaginations successives de l a  membrane 

cytoplasrniquc, ieu de loca l i sa t ion  de nombreuses enzymes comme l a  

membrane cytoplasmique, il joue un r ô l e  dans l a  division.  En e f f e t ,  

dans une mycobactbrie en d 'v i s ion ,  ce mésosome e s t  toujours en contact 

avec l e  noyau q u ' i l  semble scinder g on constate que l e  mésosome e s t  

en r e l a t i on  avec l e  septum au moment de l a  division,  cec i  a é té  m i s  

en évidence également par RYTER chez - Bacil lus s u b t i l i s  (88). Cette 

s t ructure  do i t  ê t r e  détachée t r è s  facilement l o r s  du broyage bactérien 

e t  se retrouver en pa r t i e  dans l e  surnageant, 



La s t ructure  générale de - Piycobacterium p w  é t an t  décr i t e ,  

nous a l lons  essay6 de voir  maintenant quelle peut ê t r e  l a  r épa r t i t i on  

au cours des fractionnements, des éléments bactériens après cryobroyage 

e t  quel les  sont l e s  re la t ions  qui peuvent ê t r e  mises en évidence entre 

l ' ant igène e t  l a  structure bactérienne, 

II - FR-4CTIONlJENENT PRELIMINAIRE 

Le cryobroyage des mycobactéries permet dl obtenir  un 

mélange de bactér ies  in tzc tes  ( l e  broyage ne peut jamais concerner 

l a  t o t a l i t é  des bactér ies) ,  des parois  bactériennes e t  un mélange 

complexe comprenant tout  l e  contenu cytoplasmique, DNA, RNA, ribosomes, 

débris  de membranes cytoplasmiques e t  de mésosomes, Le premier problPrrp 

e s t  donc de procéder à un positionnement de ces d i f f é r en t s  cons t i t umt s  

dans l e s  d i f fé ren tes  phases du fractionnement en tenant compte des notions 

acquises par l ' é t ude  en microscopie électronique. En e f f e t ,  il semble 

bien que s i  l a  couche amorphe e t  l a  paroi forment un ensernble re la t ivemp~+ 

homogène, on doive retrouver ces  deux const i tuants  r e l i é s  l ' un  à l q a u t r e .  

Dans l a  phase en suspension, on do i t  retrouver ce r t e s  l e s  d i f fé ren t s  

const i tuants ,  ribosomes, DNA, ttpolyphosphatestt, mais auss i  des 

de membranes e t  de mé so some s , 

Notre fractionnement a é t é  r é a l i s é  à p a r t i r  des bactér ies  

broyées e t  homogénéisées, dans un broyeur à couteaux type V i r t i s ,  

avec un tampon Tris Dcl I O - ~ M ,  MgC12 10-~1~1 à pH 7,4. Ce broyat a é t é  

tout d'abord débarrassé des bactér ies  i n t ac t e s  par une première centr i -  
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fugation 600 g pendant 20 minutes, Nous avons obtenu a in s i  un 

surnageant dans lequel  se trouvaient  l e s  antigènes solubles mélangés 

avec l e s  parois ,  Le premier surnageant a é t é  appelé S g nous avons 
1 

ensui te  séparé l e s  parois  des antigènes solubles par une centr i fugat ion 

a 12.000 g pendant une heure. Les antigènes solubles ou pa r t i cu l a i r e s  

ont é t é  retrouvés dans l e  surnageant, l e s  parois  dans l e  culot .  Ces 

d i f fk ren tes  f r a c t i ons  ont f a i t  l v o b j e t  d'observations en microscopie 

électronique , après ombrage pho çphotungçtique . Ces examens nous ont  

permis de v é r i f i e r  l 'absence de bactér ies  i n t ac t e s  dans l e  SLlrnageant 

S e t  l s  absence de parois  dans l e  surnageant S Cette séparation a é t é  1 2 "  

résumée sur  l e  tableau I V .  Les d i f f é r en t s  temps de centr i fugat ion e t  

l e s  v i t e s s e s  de séparation, ont é t é  déterminés après avoir contrôlé  en 

microscopie électronique que l e s  surnageants é t a i e n t  exempts de 

bac té r ies  ou de parois ,  

Nous avons donc séparé un surnageant S s u i  renferme des 2 - 

antigènes pa r t i cu l a i r e s  ou solubles e t  un cu lo t  contenant exclusivement 

l e s  parois  bactériennes. 

III - STRUCTURE AHTIGENIQUE DES PmOIS 

Nous avons t en té  d 'obtenir  des f r a c t i ons  d 'antigènes A 

p a r t i r  des parois  soumises à l ' a c t i o n  de vibra t ions  sonniques, a f i n  

de séparer quelques s t ruc tu res  macromoléculaire S. La somat ion a é t é  

ef fectuée  pendant 15 $linutes avec un Raytheon Sonic Osci l la tor  (puissance 

10 KC) . Les rés idus  de parois  ont  é t é  séparés des f r a c t i ons  isoléeç  par 



St ruc tu re  ant igénique de p a r o i s  de Mycobacterium p h l e i  

en r é a c t i o n  d'  Ouchterlony 

godet c e n t r a l  : Immun-sérum ant i -an t igènes  de p a r o i s  

godets  pé r iphé r iques  : Ag de p a r o i s  

THOTOGRPPHIE iTO 4 



une centr i fugat ion de 12.000 g pendant une heure. L e  surnagernt 12.000 g 

(s3) a servi  à préparer un immun-sérum. 

Les réact ions  dqOuchterlony, pratiquées en t re  ce  sérum 

de parois  e t  l e s  e x t r a i t s  de parois, ont montré l a  présence de cinq 

f r ac t i ons  antigéniques (photographie no 4). 

Nous avons procédé également des réact ions  croisées  en t r e  

l'immun-sérum prepare .3 p a r t i r  du surnageant 12.000 g ( s a )  e t  l e s  

f r ac t i ons  obtenues A p a r t i r  des parois,  Nous avons constaté l a  présence 

de c inq f rac t ions  antigéniques, Des réact ions  croisées ,  f a i t e s  d'une 

par t  avec l'immun-sérum anti-surnageait S p  (c'est-A-dire l e  surnageant 

avec l e  contenu cytoplasmique, l e  DNA, l e s  membranes) e t  l e s  surnageants 

S e t  S ( f r ac t i ans  de ~ a r o i s ) ,  e t  d 'autre  pa r t ,  avec lqimrnun-sérum 
2 3 

an t i  S réagissant  avec l e s  surnageants S e t  S , prouvent que l e  
3 2 3 

surnageant cont ient  l e s  mêmes antigènes que ceux e x t r a i t s  des parois. 

Donc, en soumettant des parois  à l a  sonnation, on ne f a i t  que détacher 

des s t ruc tures  qui sont déjà  passées part iel lement dans l e  surnageant 

au moment du cryobroyage , 

Il n ' e s t  pas possible,  avec l e s  méthodes que nous nous 

sommes imposées, de pousser plus l o in  l e  fractionnement des s t ruc tures  

macromoléculaires i so lées  de parois. 

Des études complémentaires ont  é t é  f a i t e s  pour tenter  

d ' i so l e r  par des méthodes chimiques, d i f f é r en t s  const i tuants  de l a  

paroi ,  dont l e s  caractères  antigéniques ont é t é  comparés à ceux 





obtenus précédemment. Après d i f f é r en t s  e s sa i s  de ~ s ~ l u b i l i s a t i o i i ~ ~  des 

parois,  nous avons obtenu une rupture de ce l les -c i  e t  l a  transformation 

en substances pa r t i cu l a i r e s  par l ' a c t i o n  du mélange : 

( uréc = C 1' 
v,'v ( Brij 7 p. 1 0 C  (polyo:cyéthylène cetyle ther)  

Le trai tement pzr ce rfi6l~:mgc perrilct d'  obtenir  une dispari-  

t ion  de l a  s t ruc ture  des parois ,  a ins i  que l e  v é r i f i e  lPexamen en 

microscopii: électronique. L I  immun-sérun~ préparé à p a r t i r  de ces  

parois  s 0 1 ~ b i l i s é e s ,  n E  a permis de déceler que cinq f rac t ions  antigé- 

niques, ce l l es -c i  é t a n t  exectement c e l l e s  que nous avions e x t r a i t e s  

par sonnation e t  qui sont donc présentes dans l e  surnageant. 

Des e s sa i s  d'études im~noloc; iqucs  ont  é t é  également f a i t s  

sur des e x t r s i t s  de paro i s  obtenus aprés trai tement enzymatique 

( t rypsine  notamment) e t  l à  encore, nous n8av0;is obtenu que des 

s t ruc  turcs  trop a l  t é r ée s  pour pouvoir e t r e  considérées comme des 

s t ructures  macromoléculaires antigéniques. 

LPétude des a i t igénes  de parois  nous a donc semblé d i f f i c i l e  

sans a l t é r e r  l a  nature  de ces  strinctures m~cromolécu l~ i res ,  tou t  au 

moins dsns l a  l imi te  des techniques que nous nous é t ions  imposées, 

Ces consta ta t ions  nous ont conduit 21 étudier  des antigènes 

e x t r a i t s  du surnagcmt,  sails leur  f a i r e  subir  aucun traitement chimique 

u l t é r i eu r ,  de façon 3 ne pas a l t é r e r  l e s  s t ruc tures  antigéniques. 
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Structure antigénique du S 1 '.O00 g de 1;ycobacterium . . p h l e i  
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I V  - STRUCTURS &:TICI-Zî$IQUE DU SUi;I?AGEiST 12,000 g S2 

Le  surnageant S e s t  obtenu par centrifugation à 12.000 g 
2 

du broyat bactérien débarrassh de bactér ies  ent ières .  Ce surnageant, 

en tenant compte des données morphologiques e t  de l ' é t ude  de parois, 

do i t  donc contenir  des morceaux de membrane e t  de i;zésosome, l a  matériel 

nuclhaire, l e s  ribosomes e t  tout  l c  contenu cytopliismiquc . Ce surnageant 

SÎ, concentré par u l t r a f i l t r a t i o n ,  a é t é  u t i l i s é  pour l a  préparation 

d'un i r in - sé rum,  selon l e s  modalités décr i tcç  au chap i t re  llTechniques". 

La première méthode u t i l i s é e  potir mettre en &idence l a  

s t ruc ture  aatigénique du surnageant S a étS 1 ' immunoélectrophorèse. 
2 

Celle-ci nous a permis dPobserver sep t  f rac t ions  antigéniques,.comme 

l ' indique l e  schéma no 3.  &vcmt l e  pe t i t .  nombre de Eractioiis caractér isées  

e t  lP imposs ib i l i t é  de f a i r e  var ie r  l e  rapport antig&ne/anticorps, nous 

avons préféré  u t i l i s e r  l a  technique dqOuchterloiiy. Celle-ci nous a 

permis de mettre en évidence 12 f r ac t i ons  antigéniques qui ont é t é  

désignées par l e s  l e t t r e s  A, B, C, précisant  l a  posi t ion des t r o i s  

groupements principau;:, l e t t r e s  suivies  de c h i f f r e s  pour indiquer chaque 

arc de précipi ta t ion.  L a  pllotographie no 5 représente l a  composition 

antigénique du surnageant S 
2" 

Zn fa i san t  va r i e r  l e  rapport  antigène/anticorps, 11 e s t  

possible d'obtenir psx centr i fugat ion & 100,000 g une concentration des 

antigènes e t  de mettre en &idence quatre nouvelles f r ac t i ons  antigéniques 

appelécs C'l,  2, 3 e t  4.  JOLIS avoiïs procédé égalernent à des e s sa i s  avec 

des immunoglobulines Ig G pur i f i ées ,  obtenues A p a r t i r  de l'immun-sérum, 
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qui nous ont permis de f a i r e  v a r i e r  l e  rapport A ~ / A C  p a r  augmentation 

de l a  concentration en Ganticorps. Ceci nous a permis de déceler 16 

f rac t ions  antigéniques (voir  schéma no 4), 

La recherclie dPun d i a g r m e  mtigénique l e  pl-us complet 

possible & t a i t  indispensable pour qu'ecsui t e  l e  fractionnement des 

antigènes puisse ê t r e  considéré comme valable,  En e f f e t ,  l o r s  de 

l ' é tude  du fractionnement, nous mettons en contact w e c  l'immn-sérum 

un antigène séparé e t  concentré par rcipport au surnageant de départ ,  Dans 

ce cas,  l e  rapport Ag,'Ac e s t  fortement perturbé. I l  était:  donc indispen- 

sable de nous assurer,  par une s é r i c  de réactions dvOuctiterloi~y fa i san t  

var ie r ,  dans des l imi tes  t rPs  l a rges ,  ce rapport A ~ / A C ,  que lious zvions 

un nombre déterminé d g  cantigènes, quelles que soient  l e s  vmin t ions  du 

rapport A ~ / A C .  

V - FRACTIONTWflENT DU SURlJAGEAPjT S2 

Ay-mt obtenu un broyat bactérien par des méthodes a l t é ran t  

l e  moins possible l e s  s t ruc tures  antigéniques, il s ' a g i s s a i t  ensui te  

de f ract ionner  ce broyat, a f i n  dqobten i r  des s t ruc tures  macromoléculaires 

antigéniquement pures, l e  but de notre t r ava i l  é tant  l ' é tude  de l a  

s t ructure  des antigènes, de l eur  emplacement dans l a  c e l l u l e  e t  de l eur  

pôle imrnunologique. Il é t a i t  indispensable de mettre au point des 

techniques permettant dqobten i r ,  à p a r t i r  du surnageant S des f rac t ions  2' 

antigéniquement pures, dans nos çondi t ions  expérimentales, 



:Tous avons exclu  tou t  fractionnement par  des moyens cliimiques, 

ce  qui  l i m i t a i t  no t re  méthode aux tecimiques plciysiques t e l l e  l a  cen t r i fu -  

ga t ion  e t  1s chromatographie. 

Nos e s s a i s  de mise au poin t  dvu.ne méthode de sépara t ion  de 

nos ant igènes 2 é t é  précedée dPun t r a v a i l  pré l iminai re  c o n s i s t m t  à 

comparer l e s  d i f f é re i i t e s  tec l~niqueç  dviçolement poss ib le s  : obtention 

de procédés p r é c i s  e t  s u r t o u t  reprod1~ct ib les  permettant  d q o b t e n i r  a i n s i  

des quan t i t é s  importantes de matér ie l ,  ? f i n  d ' é t u d i e r  l e s  s t r u c t u r e s  

macromoléculzires obtenues; maintiei: de 1 a s t a b i l i t é  des s t r u c t u r e s  

ant igeniques ati cours  du fractionnemenr . 
A p a r t i r  d'un mélange ? u s s i  complexe comportant 16 f r a c t i o n s  

ant igéniques,  il é t a i t  i nposs ib le  de pouvoir séparer  en une seule  étape 

des f r a c t i o n s  sntig6niquement pures. II e t  a i t  donc nécessa i re  d s  é tud ie r  

au p réa lab le  d i f f é r e n t e s  techniques, de voi r  que l l e  approcl.ie de f r ac t ion -  

nement on pouvait espérer  de chacune d 9 e I l e s  e t  de combiner ensu i t e  une 

a s soc ia t ion  l a  p lus  favorable  au fractionnement, 

Pour nos sépara t ions ,  nous avons employé urr surnagezmt S 2 

B une concentrat ion de 10 mg/ml de pro t6 ines  (dosase par l a  technique de 

LOVRY, 47). 



1) Techniques ---------- 

a) Technique de chromatographie sur DZA? ce l lu lose  DE 11 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L a  ce l lu lose ,  lavée dais  un excès dvcau d i s t i l l é e  e s t  

soumise à des décaïitations successives pour élimirier l e s  p?xticiiles l e s  

p lus  f i ne s .  La cel lu lose  e s t  mise én suspefision dans un volume X de Hcl 

0 ,5  N ,  puis l e  surnage'mt e s t  eliminé j l a  ce l lu lose  remise en suspension 

dans l e  même volume X de WAOII O,=. lu' puis lav4e à l P e a u  d i s t i l l é e .  

Ensuite, on remplit l a  colonne avec 1 2  cel lu lose  e t  on termine par un 

rinçage à l ' eau  d i s t i l l e e  pou; avoir un eff luent  neutre ,  011 f a i t  

-2 passer au-travers de l a  colonne l e  ta;ilpo;i dc 1 Pé luen t  (T r i s  10 14 Hcl 

pH 7 , ~ ) .  Lu colonne e s t  a l o r s  prê te  pour l e  dépôt de 1 séchznt i l lon e t  

l e  démarrage de 1 élut ion avec un gradient de NaCl 0 , l  M à NaC1 FI 

(en tampon Tris  10-~1.1 Hcl pH 7,0). Le débit  e s t  de 5 m l  p2i. minute, 

r éçu la r i sé  par une pompe pé r i s t a l t i que ,  

b) Technique de l a  f i l t r a t i o n  sur gel de Sephadcx . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La Sephadex e s t  miçeà goilFler dms  un excès de solvant 

u t i l i s é  pour l q é l u t i o n  : il s ' a g i t  d'un solv,mt 
Tr i s   IR^ IO-II~I) 
NaCl , ) PH g o  

Ce solvant e s t  toujours u t i l i s é  après s t é r i l i s a t i o n  à l 'autoclave.  On 

ajoute en outre unc f a ib l e  dose dOsgent  bactériostat ique : du mcrcuro- 

t h io l a t e  sodique à 1 p. 10,000, 

Le gel  gonf lées t  lavé à l ' e a u .  d i s t i l l é e  plus ieurs  f o i s  de 

su i t e  avec décantation e t  élimination des par t i cu les  surnagcmtes, 



Après dhgzzage, on rempli t  La colonne g finalement,  on f a i t  

passer un ce r t s i i l  volumc de tampon POLI- s t a b i l i s e r  l e  ge l ,  011 peut 

a l o r s  e f fec tue r  l e  dépCt de l ' é c h a n t i l l o n  e t  l P é l u t i o n .  Jc d é b i t  e s t  de 

5 m l  p?ir minute, r égu la r i s [  p a r  une polrpe p é r i s t a l t i q u e .  

c) Teclmique de gradiciit  de c e n t r i f u s n t i o n  - - - - - - - - - - - - - - . - . - - - - -  

Oi: r i a l i s e  un gradient  de s?cchsrose en tampon Tris 14gC1 
2 

10-~&1 à pH 7 , 2 .  Les so lu t ions  de sacckiarose sont  s t é r i l i s é e s  avant- 

emploi 30 minutes à 120°C, 

La r é a l i s a t i o n  du gradient  se  f a i t  d a i s  un mGl;i;igcur 

c o n s t i t u é  de deux r é s e r v o i r s  r e l i é s  par un rob ine t ,  l e  mél.mge se  

f a i s a n t  par barbotage d 'azote  l'R". Les prélèvements sont  r e a l i s é s ,  non 

par percement du pot  A cen t r i fuge r ,  mais à l ' a i d e  d'une ? i p i l l c  que 

l P o n  plonge dcms l e  g rad ien t .  

2) Frzctior~ierflent cn une scu le  é tFpe  ................................. 

îJotre idée  première f u t  dvessûyer  de f r a c t i o m e r  l e  

surnageant p ~ l r  ccn t r i f igz . t ion ,  non pour ob ten i r  un ciiltigène pur,  mais 

pour esscycr  de f r ac t ionner  en grouprmcnts d q m t i g è x e s  no t re  complexe 

i n i t i a l  de 16 cmtigèncs, 



a) Fractionnement par centrifugation - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Différents e s sa i s  de centr i fugat ion,  h di f fé ren t s  temps e t  

d i f férentes  v i t esses ,  nous ont montré q ~ ~ ' u n e  centr i fugat ion de 4. h 

à 144.000 g permet de séparer l e s  antig2nes solubles en quatre f rac t ions ,  

deux surnagexits a e t  a2 e t  deux f rac t ions  sédimentables appelées P 
1 1 

e t  P2 '  La f r ac t i on  a l a  plus légère,  e s t  opalescenté e t  possède une 
1' 

teneur en proté ines  de 3? L: rng//ml e t  une teneur en oses de 1,75 mg/& 

(technique à 1' ûrcinol,  125). 

La phase intermédiaire a e s t  limpide e t  possède wic concen- 
2 

t r a t i on  en protéines dc 5 ,2  mg/ml e t  en oscs de 3 mg//ml. Le cu lo t  e s t  

formé de deux f r ac t i ons  superposées, p l  d 'aspect  gélatineux incolore 

(concentration en protéines 10,1 mg/ml e t  en oses 9,6 m g / m l )  e t  P p  

(concentration en protéines 10,4 mri/ml e t  en oses 12,2 mg/ml). Tous 

ces  ch i f f r e s  de dosage correspondent à l a  concentration obtenue après 

d i lu t ion  du cu lo t  au volume du surnageant i n i t i a l ,  La s t ructure  antigé- 

nique de ces  différei i tes f rac t ions  a é t é  évaluée en réact ion d90uchterlony 

e t  résumée sur l e  scliéma n04. 

La f rac t ion  a oomportc quatre antigènes de type A e t  un 
1 

antigène pa r t i cu l i e r  C qui  n ' cs t  retrouvé dars  aucune autre f rac t ion .  
4 

La f rac t ion  a ne possède pas l e s  mtigèncs  C T B e t  A l '  
2 1' 4 

La. f r ac t i on  sédinentable P donne u?vl plus grand nombre d 'arcs  
2 

de précipi ta t ion ( 15 arcs)  que l e  surliageant S ( 1 2  arcs) .  Ces quatre 
2 

f rac t ions  supplémentaires ont  é t é  appelées C' C l  C s  e t  C'/?-. LB 
1' 2' 3 

f rac t ion  p nc d i f f è r e  de l a  f rac t ion  P que psr  l 'absence de ce s  1 2 



f rac t ions  C q  . 
Nous avions donc obtenu par c e t t e  technique un début de f rac-  

tionnement, tout  au moins pour l e s  deux s u r n ~ g e ~ m t s ,  Nous pensions donc 

en par tant  de ce matériel ,  i s o l e r  des f r ac t i ons  antigéniquement pures 

en l e s  soumettant à l a  chromatographie, 

b) Fractionnement p~ar la.  teclxtiquc chrom~tographique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Reprenant l e s  travaux de ïQ4ICKER (37), nous avons tout  

d'abord adopté l a  chromatographie sur DEAE ce l lu lose  DE 11, af in  

d'obtenir des f r ac t i ons  antigéniquement pures. Le fractionnement a 

é t &  f a i t  sur des colonnes de 20 mm de diamètre in terne,  dPune hauteur 

de 300 mm, r é f r igérées ,  L'élution e s t  effectuPe avec un gradient  de 

NaCl de 0 , l  M à Nç.Cl N en tampon Tris  Hcl pH 7,4 ,  Le volume de solvant 

é t an t  de 400 m l ,  l e  f r ac t i ons  r ecue i l l i e s  sont de 5 m l  ; ces  f r ac t i ons  

sont r e c u e i l l i e s  à f ro id ,  groupées selon l e  d i s g r ? m  d 'é lut ion e t  

ensui te  dialysées,  Cette dialyse se f a i t  également à 4 O C  contre de 

l le; lu d i s t i l l é e .  Après dialyse,  l e s  frz.ctions sont lyophi l isées  e t  

redissoutes avant d q ê t r e  analysées p;lr lès techniques immunologiques. 

Nous n'avons jamais pu obtenir  mec c e t t e  technique un fractionnement 

d'antigènes purs ou m%me un groupement de f r ac t i ons  antigéaiques 

pouvant ê t r e  i so lées  par l a  su i te .  

Des groupemats de f rac t ions  plus r édu i t s  peuvent c e r t e s  

ê t r e  obtenus p m  passages successifs  sur d i f f é r en t s  types de res ines .  
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1 - Dingrmme dQélu t ion  

2 - Structure .antigénique des dif férentes  fractions 

Schéma no 7 



Somme pour l a  chromatogra.phie sur DTAE, l e s  f rac t ions  de 

5 m l  d 9 é l u a t  sont r e c u e i l l i e s  à f ro id ,  groupées selon l e  diagramme 

d 'é lut ion e t  ensuite dialysées. L a  concentration des d ia lysa t s  se f a i t  

ensui te  par lyophi l isa t ion,  

Sur l e s  schémas de fractionnement no 5 e t  7 ,  sont résumés 

l e s  diagrammes d 'é lut ion avec l e s  r é s u l t a t s  immunologiques correspondant. 

Chaque point  correspond à l a  présence d'un antigène dans l a  f r ac t i on  

correspondante du diagramme d'élution.  Les r é s u l t a t s  du fractionnement 

sont in té ressan ts  en ce qui concerne notamment l e  Sephadex G50 ; on 

constate en e f f e t  un début de séparation concernant l e s  antigtines de 

type B. 

Cette f o i s  encore, aucune f rac t ion  antigéniquement pure 

n ' a  pu ? t r e  i so lée .  On note toutefois ,  en ce  qui concerne l e s  Sephadex 

G25 e t  GSO, un meilleur étalement du. fractionnement qu'avec l e s  

Sephadex GlOO e t  G200. 

Ce fractionnement donne des r é s u l t a t s  d'une constance 

remarquable prouvée aussi bien par l a  régu la r i  t é  du diagramme d t  é lut ion 

que par l a  r égu l a r i t é  des r é s u l t a t s  immunologiques. Bous avons donc 

avec c e t t e  technique, une methode dormant des r é s u l t a t s  semblables l a  

méthode sur DEAE en ce  qui concerne l e  fractionnement proprement d i t ,  

mais l a  r égu l a r i t é  de fractionnement permet d'envisager son application 

à un t r a v a i l  en grande sé r ie .  



Schéma no 8 



FRACTIOlfNZmNT FIT GEADIENT DE Ç!~I~:CII!RBOSE 10 - 30 P 100 
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I - Dizgramme dPé lu t ion  

2 - Structure mtigénique des d i f fé ren tes  f ract ions  

S c h é m a  no 9 



Fractionnement par gradient de sédimentatioli de . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La centr i fugat ion nous zyant déja  permis de séparer c e r t a in s  

groupements de f rac t ions ,  il é t z i t  logique d ' u t i l i s e r  une méthode plus  

f i n e  de séparation : l e  fractionnement en gradient  de saccharose. 

Les premières études fLirent r éa l i s ée s  à l ' a i de  d'une 

couronne ù"' 39 L ( ~ ~ i n c o )  qui nous permettai t  un large éventai l  de 

v i tesse ,  mais l i m i t a i t  l a  quanti té à f ract ionner  de 0 ,s  m l  par  tube. 

Après avoir déterminé l e  gradient de saccharose (10 - 30 p. 100) l e  

plus favorable au Tractionnement, nous avons é tudié ,  cornme l e  montrent 

l e s  schémas no C e t  9 ,  l e s  v i t esses  e t  l e s  temps de centrifugation 

nécessaires,  La solution antigénique ( O , ?  m l )  e s t  déposée sur un 

gradient  de saccharose 10 - JO p. 100 ( 4 , 2  m l )  e t  centrifugée. OYI 

recue i l l e  des f r ac t i ons  de 0,2 m l  ; ces  f r ac t i ons  sont d i luées  ensui te  
O 

a 2,5 m i  puis leiix absorbaice mesurée à 2500 e t  2600 A, 

En essayant d i f f é r en t s  temps de 4 h A 20 h, d i f fé ren tes  
. - 

accélérationç de P0.000 à 13fi.00û 5, nous en sommes arr ivé  à ~mployer 

un temps de 15 h pour m e  accélération de 134.000 go  

Les f rac t ions  de yradi,:nt ont  pu ê t r e  u t i l i s é e s  directement, 

sans dialyse préalable,  en réaction d'ûuchterlony, cel le-c i  n ' é t an t  

pa-s perturbée par l a  présence de sacch@ose. 

Sur l e s  schémas no Ci. e t  9 ,  bont reprhçentés t r o i s  e s sa i s  

de diagramme de fractionnement avec l e  meme gradient ,  mais avec des 

1s 
temps e t  des 2tccélérations différentes.  On coilstate bien que l a  meilleuFS 



séparation e s t  donnée PCV une accélération de 134.000 g z.vec un temps 

de 16 h. Sur l e  schéma no 9 ,  e s t  repr6senté l e  diagramme du meme 

gradient e t  l a  s t ruc ture  antigénique correspondant zux d i f fé ren tes  

f rac t ions ,  moique l a  sépc?iration ne s o i t  pas e f fec t ive  ( s m f  pour un 

antigène de type B e t  un xiitigène de type C ) , l e s  r é su l t a t s  sont 
1 

supérieurs A ceux donnés par  1'Clution en gradient  de chromatographie, 

On vo i t  dtOautre p-art, que l e s  groupements de f r ac t i ons  sont in té ressan ts  

A étudier ,  On trouve en e f f e t  : 

dans l a  première f rac t ion  

dans l a  troisième 

dans l a  quatrième 

dans l a  cinquième 

dans l a  sixième 

dans l a  septième 

d m s  l a  huitième 

dans l a  neuvième 

dans l e s  dixième, onzième, douzième 

dans l e s  deux derniéres  

3 antigènes 

1 antigène i s o l é  

4 antigènes 

3 cmtigènes 

5 antigènes 

6 m-tigsnes 

6 antigénes 

4 antigénes 

2 antigènes 

2 antigènes séparés, 

A l 'exception de t r o i s  f rüc t ions ,  nous zvons obtenu une 

bonne séparation. Ces r é s u l t a t s  montrent l ' i n t é r ê t  de l ' app l ica t ion  

de c e t t e  technique à l 'approche du fi;ictionnement des antigènes 

bactériens,  La technique des gradients de saccharose e s t  donc u t i l e ,  

non comme technique d' isolement d ' ;antigènes purs, mais comme technique 

préparative de fiactionnement. 

Malheureusement, si l a  séparation e s t  excellente,  l e s  

quanti tés séparées demeurent trop f a i b l e s  e t  il e s t  impossible 



FRACTIOI'JT;I3TE1\JT EîT GRADIENT DS SACCH;VLOS7 DU SURiiAGEHqT 12.C50 

1 - Grzdient 10 - 25 p ,  1C>O - 40,000 g 16 11 

2 - G r ~ d i e n t  5 - 20 p .  100 - 90.000 g 16 h 

Schéma no 10 
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d'envisager d'employer c e t t e  technique pour l 'obtent ion de quanti tés 

suf f i san tes  à l 'é tude u l t é r i eu re  d'un zmtigène, Ceci nous a f a i t  

abandonner l'emploi de l a  couronne S!? 39 L pour employer l a  couronne 

SW 25 permettant de f ract ionner  5 m l  de solution mtigénique par pot ,  

s o i t  15 m l  par centrifugation,  

Sur l e s  schémas no 10 e t  11, nous avons représenté l e s  

e s sa i s  de fractionnement avec d i f fé ren t s  gradients  de sacchsrose 

10 - 25 p .  100, 10 - 20 p. 100, 5 - 20 p. 100. En fonction des 

r é s u l t a t s  ~ c q u i s ,  l a  technique su ivmte  a donc é t é  retenue : l a  

solution antigénique ( 5  ml) e s t  déposée sur un grsdient  de saccharose 

10 - 20 p. 100 en tampon Tr i s  MgCl* I O - ~ M ,  pH 7 ,2  (25 m l )  e t  centrifugée 

a 90.000 g pendant 16 h. On recue i l l e  l e  gradient  par f rac t ions  de 

0,5 m l .  Sur l e  schéma no 11, sont représentés l e  diagramme de fraction- 

nement e t  l a  composition antigénique correspondante, On constate que 

l a  séparation e s t  c e r t e s  moins bonne que dcms l a  centrifugation A 

134.000 g g en e f f e t ,  un seul  antigénc e s t  séparé directement, mais 

on obt ient  toujours ce r t a in s  groupements de t r o i s  ou quatre ~ n t i g e n e s  

qui pourront ê t r e  u t i l i s é s  pour un f r~ct ionnement  u l t é r ieur .  Ainsi 

dans l a  f rac t ion  24, on i s o l e  l e s  t r o i s  mtigènes  de type B avec un 

antigène de type A seulement ; dcms l a  f rac t ion  17, l e s  antigènes de 

type A sont i so lés .  

0Ii vo i t  donc tout  l ' i n t é r e t  q u ' i l  y a à u t i l i s e r  l u  

technique de gr3dient de saccharose comme teclmique prépmstive.  Il 

e s t  c e r t a in  qu'une centr i fugat ion en gradient  zona1 s e r a i t  également 



lére dessication 

Courbe de tcnxp&ratbtre au cours d~u2e lyophilisation 



in téressante  pour ce  fractionnement préparat i f  e t  permettrnit 

l 'obtent ion de plus  grLandes quantités. C'est ce type de technique que 

nous u t i l i s e rons  ulterieurement, lorsque nous aurons à notre disposi t ion 

ce matériel.  

3) Technique de fra.ctionnement en deux temps ......................................... 

Après ~ v o i r  analysé l e s  d i f fé ren tes  méthodes dc fractionne- 

ment, il nous r e s t e  à étudier  l e s  groupements de méthodes qui nous 

permettrons d 'obtenir  des qucmtités suffisamment importantes d'cmtigènes 

pur S. 

Nous éliminons à pr io r i  l e s  techniques par chromatographies 

s u c ~ e s s i v e s ,  CLV l e s  é lua t s  de chaque chromatogrnphie doivent ê t r e  

concentres PLV lyophi l isa t ion,  ce qui peut entra iner  des a l t é r a t i ons  

de s t ructure  des antigènes étudiés. Nous avons constaté qu'une 

lyophi l isa t ion pratiquée sur notre surnageant ne provoqua.it pas l a  

d i spmi  t ion de s t ruc tures  cmtigéniqueç. Ceci e s t  possible à conditions 

dPar r? te r  l a  lyophi l i sa t ion  zvmt l a  deuxième dessication : on sa i t  

en e f f e t ,  comme l e  montre l e  schéma no 12, que dans une lyopii i l isat ion 

l a  dessication se  déroule en deux temps, d'abord à f ro id ,  puis ensui te  

à une température superieure a O°C. C'est  souvent durant c e t t e  deuxième 

période que l e s  s t ruc tures  protéiques sont a l t e rées .  Nous avons donc 

p r i f é r é  a r r ê t e r  l a  lyophi l isa t ion su niveau du point A, c 'est-à-dire 

lorsque l a  température du produit e s t  proche de O°C. Nous n'obtenons 

c e r t e s  pas une substance pulvérulente, mais un produit s u f f i s - m e n t  



concentré pour notre usage. I l  faudrai t  p lu tô t  pa r le r  i c i  de concentration 

que de lyophi l isa t ion.  S i  une concentration de ce  type n ' a l t è r e  pas l e s  

antigènes, p e  contre,  deux concentrations consécutives entrainent l a  

d i spar i t ion  de ce r ta ines  s t ruc tures  mtigéniques.  

Eliminant l a  technique de chromatographie corne fractionnement 

p réparz t i f ,  nous avons donc é t é  amené à u t i l i s e r  l ' u l t racen t r i fuga t ion  

préparative ou l a  centr i fugat ion en gradient  de sacchmose comme premier 

fractionnement. N0i.S exposerons donc l e s  r é  su1 t a t  s obtenus avec : 

( suivie  de chrorn~~tographie : 
l a  centrifugation ( sur DEJE cel lulose  

( ou sur Sephadex 

l e  fractionnement ( su iv i  de chromatographie : 
en -'gradient de ( sur DEAE cel lu lose  

saccharose ( ou sur Sephadex 

a) Fractionnement dans lequel in te rv ien t  l a  simple centr i fugat ion _ _ _ _ _ _ _ _ _ - _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - - - - - - -  

Nos premiers e s sa i s  de frclctionnement avaient montré qu'une 

centrifugation à 144a000 g pendant 16 h permetait de séparer l e s  antigènes 

en quatre groupements. Il  s u f f i s a i t  donc d ' u t i l i s e r  un de ces  groupements 

pour l e  fractionner ensui te  par une technique de chromatographie. 

Le matériel à séparer e s t  l e  surnageant S 2 résu l tan t  de 

l a  centr i fugat ion à 12.000 g du melange parois,  antigènes solubles e t  

pa r t i cu la i res .  Ce  matériel i n i t i a l  cont ient  15 f rac t ions  ~a t i gén iques ,  

qui peuvent ê t r e  séparées en quatre groupements. L'un dqen t re  eux, l e  

groupement al cont ient  5 f rac t ions  antigéniques ; c ' e s t  ce groupement 



1 - D i a g r m e  d' é lu t ion 

2 - Structure antigénique des dif î6reil tes f r ac t i ons  

Schéma no 1 3  



que nous avons essay6 de fractionner par chromatographie sur DEAE 

cel lulose  e t  par gel  f i l t r a t i o n  sur Sephadex. 

Le schéma no 13 montre l e  diagramme d 'é lut ion e t  l a  compo- 

s i t i o n  antigénique des f rac t ions  i so lées  par passage sur Sephadex G50, 

Ce diagramme indique que nous n1 avons pu obtenir  aucune séparation 

avec c e t t e  méthode, il en e s t  de même après passage sur DEAF: ce l lu lose .  

Nous avions chois i  cepend~mt parmi l e s  groupements i s o l é s  

pa r  centrifugation ce lu i  qui possédait l a  plus f a ib l e  r ichesse en 

antigènes, l e s  au t res  groupements comprenant au minimum hu i t  antigènes. 

Il nous a donc semblé indispensable dPef fec tuer  un fractionnement 

préalable plus  poussé, permettant d 'obtenir  au maximum, t r o i s  ou quatre 

f rac t ions  antigéniques. La technique l a  p lus  apte à résoudre ce problème 

nous a semblé ê t r e  l a  technique de sédimentation en gradient  de saccharose. 

Cette technique jo in t  en e f f e t  l a  f inesse  de fractionnement à l a  r égu l a r i t é  

des r é s u l t a t s ,  c ec i  sans qu'aucune a l t é r a t i on  ne s o i t  apportée au matériel 

séparé, 

b) Fractionnement dans lequel i n t e rv i en t  l a  centr i fugat ion . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
en gradient  de saccharose - - - - - - - - - - - -  

L 'u l t racentr i fugat ion en gradient  de saccharose e s t  une 

méthode t r è s  sensible e t  de r6a l i sa t ion  relativement simple. L e  gradient 

peut ê t r e  effectué  avec l e  tampon e t  Le pH qui s' accordent l e  nieux 

avec l e  produit à f ract ionner ,  ce qui e s t  un point important, connaissant 

l a  f r a g i l i t é  e t  l a  s ens ib i l i t 6  aux var ia t ions  de pH des produits  biolo- 
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giques. De plus, l e  saccharose par lui-même n'apporte aucune réaction 

Cet t e  teclmique combinée à une séparation chromatographique 

permet l 'obtent ion e t  l a  séparation dqantigènes en quant i tés  c e r t e s  

relativement r e s t r e in t e s ,  mais aussi 180btent ion d'antigènes à l ' é t a t  

pur. Nous dé ta i l l e rons  l e s  r é s u l t a t s  d'une séparation à p a r t i r  d'une 

f rac t ion  de gradient. Nous avons chois i  de décrire l a  technique 

concernant l ' isolement d'un antigène dont nous développerons 19é tude  

ultérieurement, Cette technique peut s 'appliquer à n'importe quelle 

f r ac t i on  du gradient. 

La t o t a l i t é  du fractionnement e s t  résumée sur l e  tableau no V ; 

il précise  l e s  d i f férentes  opérations nécessaires pour aboutir au 

fractionnement e t  à l 'obtent ion d u e  î rac t ion  antigéniquement pure. 

Il  e s t  procédé tou t  d'abord à une centr i fugat ion en gradient 

de saccharose à p a r t i r  du surnageant 12.000 g, puis à un fractionnement 

d'une p a r t i e  du gradient par chromatographie ou g e l  f i l t r a t i o n .  Le 

problème se pose a lo r s  du choix de l a  technique de chromatographie. Nous 

verrons pour quel les  raisons notre choix s ' e s t  finalement por té  sur l a  

technique de gel f i l t r a t i o n .  

Le surnageant S e s t  frclctionné par centr i fugat ion en 
2 

gradient  de saccharose 10 - 20 p. 100 cm tampon Tr i s  MgCl* pH 7,4 à 

90.000 g pendant 16 h avec une couronne SW 25 ( ~ ~ i n c o ) .  Les f rac t ions  

sont r e c u e i l l i e s  par volume de 6 , 5  m l ,  cec i  permet d'obtenir 24 f rac t ions  

dont l a  composition s ~ t i g é n i q u e  e s t  l n  suivante : 



F R A C T I O N S  

F'RA~TIOI~FIJ~EAT SUR DCAE CELLULOSE - 1  DE LA PRACTIOpI 2 1 
DU GRADIENT 10 - 20 p o  100 

I - Dizgramrne d 'é lut ion 

2 - 5tructure iuitigénique des diffhrentes  f rzct io i is  
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Fraction no - .  . - ,  > ,, ' 
,' 

. . 12 *,? 

grac t ion  

5 f r ac t i ons  

5 f r ac t i ons  

ri f rac t ions  

3 f r ac t i ons  

6 f r ac t i ons  

5 f r ac t i ons  

6 f r ac t i ons  

6 f r ac t i ons  

5 f r ac t i ons  

6 f r ac t i ons  

1  f r ac t i on  

4 f r ac t i ons  

C'est donc à p a r t i r  de c e t t e  f rac t ion  24 que nous avons essayé de 

séparer des f rac t ions  antigéniquement pures. 

a / Fractionnement sur DEAE cel lu lose  de l a  f r ac t i on  24 

La f ract ion,  sédimentant au fond du gradient ,  cont ient  

quatre antigènes. Après fractionnement sur DEAE cel lu lose ,  comme l e  

montre l e  schéma no 14, nous n '  avons pu i so l e r  aucune f rac t ion  antigénique- 

ment pure. De plus, l ' u t i l i s a t i o n  de DEAE s ' e s t  avérée d i f f i c i l e ,  comme 

nous 1' avons montré plus h au to  

Nous avons donc u t i l i s é  l a  technique de fractionnement en 

gradient  de saccharose comme technique préparative, suivie  de f i l t r a t i o n  

sur gel  de Sephadex. 



FR.2CTIOPINKmTST SUR C9L DZ SEPHADEX Cl00 DE L A  FRACTION 24 
DU GRADITN'T 10 - 20  p ,  100 

1 - Diagrmune dV6lu t ion  

2 - Structure antigenique des dif fbrentes  fractions 

Schéma no 15 



F I A C T I b N S  1 0 1 0 0  I O  4 i . a .  70 80  Sb 160 Tm 1 
3 

-- - \y' ,:#LI 
. . -- - .- - 

~ - -  -- -- - ;d - 
A N 1  IOENES 

:;a 
, w  . 

h, . . 
+ 

10 2 O a0 40 60 w 70 *O #O ( 0 0  F R A C T I O N S  

- - - - - - -- 

kACTIOITnTSpiEi SUR CYL DE SEPHADE: G 5 0  DE LA FRACTIOiJ 24 
DU GRADIEi'!T 10 - 20 p .  100 
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- Structure snt igéniquc des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

Schéma no 16 



f3 /Fractionnement de l a  f rac t ion  24 du gradient  sur Sephadex 

- Sépzxation sur Sephâdex GlOO 

La Sephadex C-100, comme on l e  consta te  sur l e  schéma no 15, 

permet de separer l P a r c  A des t r o i s  a rcs  E, meis ne permet pas une 

séparution des t r o i s  arcs  B. Cette technique ne peut donc & t r e  u t i l i s é e  

que pour l 'obtent ion d'un mtigène A pur. 

- S6paration sur Sephadex G f j O  

L e u t i l i s a t i o n  de l a  gel f i l t r a t i o n  sur Sephadex G5O permet 

l a  séparatiori, aommc on peut l e  voir  sur l e  scliérna no 16 : 

d'un antigène b 

d'un antigène BI 

dPun cantigène BQ 

Cette méthode pcrmet dl obtenir ,  A p a r t i r  d'un complexe de quatre antigènes, 

t r o i s  f rac t ions  antigéniquement pures dans l e s  conditions expérimentales 

que nous employo~is. L'ensemble du fractionnement e s t  résumé sur l e  

tableau V. 

c )  Discussion - - - - -  

L'objet immédiat de notre t r a v a i l  é t a i t  d ' i so l e r  à l ' é t a t  

pur des f rac t ions  antigéniques. La pur i f i ca t ion  e t  l ' isolement d' antigènes 

à p a r t i r  d'wi mélange complexe d'antigènes e s t  toujours un prolbén~e 

d i f f i c i l e  à résoudre en ra ison des f a i b l e s  concentrations r e l a t i v e s  des 

antigènes. 



L'ultracentrifugation en gradient  de saccharose permet l a  

concentration de ce r ta ins  types d'antigènes, Une autre d i f f i c u l t é  provient 

également de l ' i n s t a b i l i t é  de ces  s t ruc tures  antigéniques vis-à-vis de 

nombreux agents physiques e t  chimiques, 

Ceci nous a conduit à éliminer l e s  procédés de fractionnement 

chimique, comme l a  t chnique au su l f a t e  dPammonium, par c r a in t e  d'une 

dénaturation des antigènes. 

En ce qui concerne l e s  rés ines  échangeuses dq  ions,  notre 

choix s ' é t a i t  porté sur l a  DEAE ce l lu lose  car  l e s  condit ions de pH 

nécessaires à 1 ' u t i l i s a t i o n  de ce  type dl échmgeur s ' adap ta i t  l e  

mieux à l a  chromatographie de molécules biologiques f r ag i l e s .  

Nous avons essayé également d ' u t i l i s e r  l a  technique de gel 

f i l t r a t i o n .  Le choix des types de Sephadex s ' e s t  f a i t  après me étude 

des capaci tés  cft- séparation des d i f fé ren t s  Sephadex vis-à-vis du mélange 

complexe que nous avions à séparer,  

En ce  qui concerne l e s  techniques chromatographiques, si 

nous avions eu a f f a i r e  à un mélange simple, nous aukior,s pu espérer,  

comme l e  premier fractionnement donnait peu de r é su l t a t s ,  séparer nos 

antigènes par un second fractionnement. 9n e f f e t  , par fractionnements 

successifs ,  on r é p a r t i t  une f r ac t i on  du mélange i n i t i a l  dans tou t  l e  

volume de l'échangeur, ce qui permet de séparer des f r ac t i ons  pures 

Avec no t re  mélange complexe, il au ra i t  f a l l u  procéder à de t rop nombreuses 

chromatographies, ce qui posait  a l o r s  l e  problème de l a  concentration 

après chaque élution.  



Cves t  pourquoi nous avons chois i  deux techniques di f férentes  r 

- 1 eul t racen t r i fuga t ion  d i f f  e r e n t i e l l e  en gr?.dicnt de s~cci~;--rose, 

- l a  chromatographie, 

Lqultracentrif 'ugation en qrcdient  de saccharose e s t  une 

méthode dvexécution simple, l a  c o n f ~ c t i o n  du gradient ne posmt  aucun 

problème. Lc sacciiarose, à condit ion q~i~1.1 so i t  t r a i t é  20 minutes à 

105.OC, ne donne ~ ~ u c ~ c  réaction génani-e vis-à-vis des c o n ~ t i t u ~ a n t s  quP il 

e s t  des t iné  à sépcarer, Ce traitement à 1 0 5 O C  permet à l a  f o i s  d'obtenir 

un matériel  s t é r i l e  e t  de dé t ru i re  ce r ta ines  cnzymcs qui SC trouvent 

dans l e  saccharose e t  qui pourraient  ag i r  sur l e s  s t ruc tures  protéiques, 

DPune pa r t  avec 1 tracentrifugation d i f f é r en t i e l l e  en gradient  de 

saccharose, on peut u t i l i s e r  l e s  tampais e t  l e s  pH qui conviennent 

l e  mieux au produit A séparer. 

Lsautre  avantage de c e t t z  teclmique e s t  l a  constmce des 

r é su l t a t s .  Tmdis que l e s  techniques chromatographiques avec échageurs  

d'ions donnent des r é su l t a t s  i r r égu l i e r s ,  l su l t racen t r i fuga t ion  différen- 

t i e l l e  en gra-diént de densité permet ?lu. con t ra i re  d s  obtenir  des 

r é s u l t a t s  coiistants, évi tant  a in s i  des contrôles immunologiques toujours 

fas t id ieux,  Jcs  contrôles ont été  effecixés  seulement sur des l o t s  

importants de produits  i so lés .  

Cette technique 2 l e  dés,iv~litage de rendements relativement 

f a i b l t s ,  mais ceci  c s t  largement comp~nsé par l n  constance des r é s u l t c t s  

apportés par c e t t e  teclinique, 

Pour 1 a  deuxième étape du ir zctionnement , 1 a chromatographie 



pouvait ê t r e  f a i t e  s o i t  sur  des  r é s i n e s  échai~geuses d ' ions ,  s o i t  en ge l  

f i l t r a t i o n .  

Si  l c ?  première technique permet souvent une sépnratiori p lus  

e f f i c a c e  que l c  ge l  f i l t r a t i o n ,  c e t t e  dernière  nous 2 donné 1.me plus 

g r ~ ~ d e  r é g u l a r i t é  de rendement. L a  mise en oeuvre de l a  techriique en 

ge l  f i l t r a t i o n  e s t  en out re  dc r é a l i s ? t i o n  plus a i s é e  que 12 chromato- 

graphie sur  éch?agcurs d ' ions ,  

Xous avons pu a i n s i  i ç o l c r  une f r a c t i o n  antig6niquement pure 

en q u a n t i t é  su: I s a t e  pour préparer  des immun-sérums d i r i g e s  contre 

c e t  m t i g è n c  t t  en é tud ie r  l a  s t r u c t u r e  chimique. L'isolement d'une 

q u m t i t é  s ~ f f i s r i l i t e  de ma té r i e l  antigénique a q e s t  poursuivi  su r  un 

t e r p s  ~ S S L Z  long (deux 3 s )  pour que lious puissions appréc ier  1 2  

f i d é l i t é  de c e t t e  technique. 

Tn c f t e t ,  l c s  c o n t r ô l e s  i r ~ m ~ o l o g l q u e s  on t  é t é  f a i t s  sur 

des l o t s  comportsnt des mélaiges de f r a c t i o n s  obtenus à p a r t i r  de 

d ive r s  b ioyats  et de d ive r s  frzictionnemcnts : nous avons toujours  

cons ta t é  l a  meme structure antigenique,  

L F 6  tude de l a  composition en acides 'uninés de ln  aritigène, 

r é a l i s k é  sur  d ive r s  l o t s  d P a i t i g è n c s ,  s ' e s t  révélée  ident ique .  I l  e s t  

donc pcss ib le  d '  aff i rmer quP zuss i  b i t n  dPun poin t  de vue immunologique 

que chimiqluxe, c e t t e  technique de sépara t ion  s v e s t  r évé lée  valùble.  



K SSAI Ç D ' OBTEIJTION DE 1,LÇi;T BliCTF.RIXP3 

PL@ DE Ç PROCEDES BIOLOGIQUES 

Afin de p réc i se r  1 'emp1ç:cement des d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  

~ n t i g é n i q u e s  d a ~ s  l a  c e l l u l e  b a c t é r i e m e ,  il e s t  nécessa i r e  de connaî t re  

l e s  compositions antigEniques de d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  obtenues, non à 

p a r t i r  de bac té r i e s  i n t a c t e s ,  mais â p s r t i r  de b a c t é r i e s  degradées par 

1 ' ac t ion  d'enzymes bactériophagiques, ou de sphéroplas tes  bac té r i ens ,  L a  

compcara.ison de l a  stru.ctu.re antigénique des f r a c t i o n s  a i n s i  obtenues 

e t  de l a  compoçition dPxm surnageant 5 d o i t  en p r inc ipe  permettre de 
2' 

cons ta t e r  une modification de c e s  s t ruc tu res ,  par  d i s p a r i t i o n  d 'an t igènes  

de pa ro i s  ou r e l i é s  à l a  paroi .  

Dms l e  c a s  de spiléroplnçtcs, en e f f e t  l e s  enveloppes de ces  

formes bactér iennes sont  r é d u i t e s  en priricipe .à l a  membrune cytoplasmique, 

Lvactiozi su r  des bac té r i e s  des bactériophages ou de l e u r s  

enzymes, permet de rechercher  l a  l i b é r a t i o n  de f r a c t i o n s  ident iques  à 

c e l l e s  obtenues par broyage méccmique y c i l e  permet également d'observe? 

wle d i s p a r i t i o n  éventuel le  de c e r t a i n e s  frcict ions ou l ' a p p a r i t i o n  de 

f r a c t i o n s  mt igéniques  nouvel les ,  

On v o i t  donc quel é t a i t  1 i x t é r ê t  d é t u d i e r  sur >Iycobacteri17--1 .- - 

ph le i  l ' a c t i o n  de c e s  deux procédés biologiques qu i ,  A p r i o r i ,  dégradent -- 

de manière spécif ique l a  pa ro i  bact&rienne,  



I - OBTEUTION DE SPHEROPLAÇTES TT ETUDY 3 C  LA COIIPOSITIOI~ 
? ~ T I G E I J I ~ ~ U E  DU LYSAT n- SP:~T~;OPLAS~CTS DF TIICOBACT~RIUIZ T J I ~ ~ , ~ I  

p..-- -- 

L,? formation d'organismzs sphérlqaes à p a r t i -  des b a c t é r i e s  

e s t  un phénomèile cornu depuis  l e s  trcvdux de FISCHSR e t  KT IENZNBERGER 

hOBEL, consacrées 21 c e s  formcs nom.~ées formes L, pro top las t e s ,  sphéro- 

p l a s t e s .  Tous c e s  élémeiits sont  cd rac t6 r i sbs  par  une l é s i o n  de l a  pa -o i  

qv.i rend l e s  b a c t é r i e s  p l a s t i q u e s  cr sensibles aux modif ic r t iods  des 

press ions  osmotiqu.cs, 

On d i s t ingue  théoriquement, l e s  p ro top las t e s  dcs sphéro- 

p l a s t e s  par l e  f a i t  que l e s  premiers sont  totalement dépourvus de 

paroi  e t  ne sont  pas suscep t ib le s  de révers ion  v e r s  l a  forme bactérienne 

a l o r s  que, chez ks seconds, il p e r s i s t e r a i t  des fragments de pGaroi, 

permettant l e  r e t o u r  v e r s  l a  forme bactérienrie. Les formes sphériques 

que nous avons obtenues, ont  6téquc.lil"iées de sphéroplastes ,  c a r  il 

e s t  d i f f i c i l e  dqdf f i rmer  lgabsence  de r é s i d u s  dc paroi ,  bien que l e s  

observat ions que nous avons f a i t e s  en microscopie é lec t ronique  n 9  a i e n t  

pas permis de r s v ê l e r  l a  présence de s t r u c t u r e s  r a p p e l a r t  l a  psiroi. Il  

é t a i t  donc i n t é r e s s m t  d O é t u d i e r  l a  composition antigénique du l y s a t  de 

c e s  sphéroplastes .  

La p lupa r t  des  espèces bactér iennes peuvent ê t r e  transformées 

en sphéroplastes  sous l ' a c t i o n  dPagen t s  l e s  p lus  d ivers .  Cependant, peu 

de travaxx ont  é t é  coÿisacri5ç à l ' ob ten t ion  de sp2iéroplastes de mycobactéries :, 

l a  l e n t e u r  de c u l t u r e  de c e s  microorgc?ilisrnés e t  l e s  d i f f i c u l t é s  techniques, 

dues 12 formation dvagrég3 t s  bac tér iens ,  expliquent  l c  p e t i t  nombre de 



recherches sur  ce s u j e t .  Si  des a u t c ~ ~ r s  corne WATTlM3 e t  col-1, (59) 

décr ivent  l V o b t c n t i o n  de forme 1, sur dc simples milicux s u s  add i t ion  

de produi ts  inducteurs ,  d E  au t re s  comm 'TTIACORE (121) e t  SATO (69) 

obt iennent  des sphéroplas tes  au moyen de substailces trmsformt-ntes,  

Cs e s t  en nous inspirri-it dc c e s  dc rn iè rcs  recherches que 

nous avons pu mettre  ZLZ point  uiie teclmiqur. dPob ten t ion  des s p k ~ é r o p l z s t ~ ~ ~  

1)  l \ lodal i tésdfobtent ion de s p l i é r o p l ~ s t e s  de Hycobacteri~zrri plilei  ............................................................ 

Dif fé ren t s  e s s a i s  pré l iminai res ,  po r t an t  sur  1' inf luence  

des milieux de c u l t u r e  (mil ieux l i q u i d e s  de Sauton e t  de ~ t b o s )  e t  sur  

l e  r ô l e  de l ' a g i t a t i o n ,  nous ont  permis de c h o i s i r  l e s  modalités 

expérimentalcs suivcantes ; 

- l e s  c u l t u r e s  sont  r 2 a l i s é e s  sw milieu l i q u i d e  de Sauton r é p a r t i  en 

f i o l e s  de 750 m l ,  suscep t ib le s  d v ê t r e  directement centrisfugées, 

- l'ensemencement de c e s  f i o l e s  e s t  e f f e c t u é  à p a r t i r  d 'me c u l t u r e  

sur  mil ieu so l ide  de Coletsos en b o i t e s  de Roux. 

- l e  c u l o t  de cen t r i fuga t ion  des mil ieax l i q u i d c s  e s t  z l o r s  por té  sur  

l e  milieu inducteur .  

?TOUS avons essay& d i f f é r e n t s  types de milicux, supports  de 

l ' i nduc t ion ,  de façon à obteni r  l e  rcndemtnt mciximum en sphéroplasteç.  



a) Tro is  milieux induc teu r s  on t  é t é  t e s t é s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

cc / Le mi l ieu  l i q u i d e  de Dubos 

phosphate monopotassique : 1 g 

phosphate disodique 3,1 g 

asparagine 2 g 

c i t r a t e  de f e r  ammoniacal : 0,05 S 

s u l f a t e  de magnésie 0,01 g 

bactopeptonc 5 g 

H20 q.s.p. : 1000 m l  

A ce mi l ieu ,  e s t  a joutée  s t é r i l emen t  une s o l u t i o n  de f r a c t i o n  V dPalbumii. 

bovine à l a  concent ra t ion  f i n a l e  de 10 g pour 1000 m l  de mil ieu.  

Ce  mi l ieu ,  de pH 7 , 2 ,  e s t  habi tuel lement  employé pour ob ten i r  des  

sphé rop la s t e s  d 'En c o l i  : 

Beicto t ryptone  : 12 g 

e x t r a i t  de l evu re  3 i f c o  4 g 

2 g 

PO R 
X2 

: 18 g 
4 

pep tone : 10 g 



y / Milieu. de Dubos modifié 

Nil ieu de Dubos s a s  f r a c t i o n  V, auquel on ?.joute : 

Casaminoacides Difco : 90 mg/l 00 

CaC1 : I mg/10o 

Wicotinmide : 2 mg/1û0 

Glutathion : 90 mg/100 

FIg C i  
2 : 4 mg/100 

Des études comparatives nous ont  montré que c e  dernier  mi l ieu  é t a i t  

l e  p lus  favorable  à l v i n d u c t i o n  des sphéroplas tes ,  

Nous avons procédé à l ' é t u d e  des substances transformimtes 

capables d ' i ndu i re  l a  formation de sphéroplastes .  

b) Substances t rmsformantes  - - - - - - - - - - - - -  

Trois  types de subs ta ices  classiquement u t i l i s é e s  pour 
> .  

l ' i nduc t ion  de sphéroplastes  ont  é té  employés : l e  g lycocol le ,  l e  ;,, 
/ 

A" 

chlorure de l i t h ium,  l e  lysozyme. La présence de c e s  t r o i s  p rodu i t s  

e s t  indispensable à la t rmsformat ion  des mycobactéries : une seu le  

d 'en t re  e l l e s  ile donne aucun r é s u l t a t  e t  1' associa t ion  de deux de c e s  

subst?nces ne conduit  qu 'à  un f a i b l e  taux de sphéroplastes .  

310s cons ta t a t ions  sont  iden t iques  à c e l l e s  de SAS0 e t  c o l l .  

(89) .  Par con t re ,  nous nPzvons jamais pu ob ten i r  de r é s u l t a t s  p o s i t i f s  

par l ' a c t i o n  de l a  cyclosér ine ,  qui a é t é  préconisée par PiATTPLFLN (59). 





c )  Milieu ds induct ion  cho i s i  pour c e s  étu-des . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

f7 ~ e s  c s s c i s  ont  permis de c h o i s i r  12 tcchniquc çuiv?nte, 

Après quatre jours  dc c u l t u r e  agitSe 21 30°C, l e s  f i o l e s  dc précul ture  

sont  ccnt r i fug6es  20 minutes à 500 g. Le cu lo t  de cen t r i fugz t ion  e s t  

inoculh dans l c  mil ieu dvi l iduct ion ,  mil ieu l i q u i d e  dé h b o s  inodifib, 

auquel aont  a joutées  l e s  subs tar~ccs  trznsform,?ates : 

L i C l  0 , l  p ,  100 

Lys0 zjrri1é 0,Ol po 100 

blycocolle  : 3 p. 100 

e t  du sacchcarose à l a  concentrzt ion f i n a l e  0 , 5  M. 

L s  transformation e s t  f - i t e  d m s  des f i o l e s  d9une contenance 

de 500 m l ,  contenant 250 m l  de mil ieu g l f i n c u b z t i o n  à 30°C e s t  

prolong& pendant cinq jours  , Les sphéroplaste  s sont  séparés des 

b a c t é r i e s  pzr déccmtation en tubes pendant 30 minutes g i l s  sc 

t rouvent  dLms l e  surnagemt  qui c s t  r e c u e i l l i  par  c?spirut ion pu i s  

cen t r i fugé  à 400 g ,  pour récupérer  l e  matéricl  cellulaire, 

2)  R6sul ta ts  --------- 

Les premiers s p h é r o p l n s t ~ ;  se  forment dans l e s  milieux 

de c u l t u r e  46 heures après l e  debut dc l ' i nduc t ion .  A ce moment l e u r  

dizmStrc e s t  i n f é r i e u r  à 2 p y v e r s  l e  troisième jour app; ra issent  

des formes dc dincnsions intermédic i r e s ,  dvenvi.ron 3 p, Puis  v e r s  l e  

cinquième jour,  au moment de 1- tr :~isformation m~ximum, on observe 

1' ~ t p p m i t i o n  de formes p l u s  volumineuscs, dvun  di,mètre d q  environ 5 p.  



Sphéroplastes de Hycobac terium p h l e i  

aspect ul t r a s t r u c  tural 



Sphéroplaste de llycobacterium phlei  

Il s ' ag i t  i c i  dDune forme de 3 p environ où l e s  s t ruc tures  in ternes  

ne sont pas trop r:ltérées, 

On note l a  d ispar i t ion quasi complète de l a  paroi  





Sphéroplaste de P!ycobscteriwm p h l e i  

aspect ul tr astruc turz.1 

FHOT0GR:PHIT îJO 5 b i s  



Sphéroplaste de PIycobacterium phlei  

Il s ' ag i t  i c i  d'une forme de 5 p de diamètre. On note 1 2  d i sps r i t ion  

de l a  paroi e t  des s t ruc tures  cytoplasmiques considérciblement 

a l  térées.  





Xouz cT.-ons cons'iaté que l e s  formes de p e t i t e s  dimensions sont  toujours  

g:u~p~:!cs en amas, m6l~zgées  à des b a c t % r i e s  encore i n t a c t e s ,  t a n d i s  que 

: ..-, .,.: for-es dV7xl  d ianxt rê  de 5 1). sont  toujours  i so lées .  T,'bh.de de l e a r  

ztrv.? t c f e  e;l :izicroçcop?e file(: t roniquc (pklotographie no 6 ri-présentalit 

1,122 £9-crie d . ' u i  diar:i.?tre de 3 p), montre que 1s couche c-morphe envelop- 

: t  1 9 r: 2 L ç p a r ~ ~  e t  ql2.ë seulc: per s - s t e  l a  membrme cytoplasmique 

cni:<,- i2:: d??~.i_ ~ ~ ( ~ s i i c  dc pmoi ,  Le noji;.u conserve son aspect  f i b r i l l a i r e  

cn n:n,:ç, sc~2s ~t1::6:t,:;i,tion appaiei,tr- ; par cont re ,  l c  cytoplasme prend 

~;...-ic sl! V Y C  ~ x - a r ~ u l a i r e  e t  vacuola i re  ., 

L r  ç £sr:;ies g b m t e  s ont  des  s t r u c t u r e s  i n t e r n e s  bezucoup 

->1!-:; ;:l 'l-,':i_cc, ,P ?.c matSriel nucl6aiëc dif'fuçc d m s  toute  l u  c e l l u l e  

e t  l a  52;-ucl:iai?c\ 9i??z-u7a.re d1.1 cjrtopissrne e s t  t r è s  c ? c ~ e n t u C e ( ~ h o t o ~ r a p h i e  

- , ' - T  ods q i  Z-~O-IS obçcrvii aucujic s t r u c t u r e  rappelza t  l e s  

,::if. -::ii 5 ;a- c, ces ~ p l . ~ ~ 4 ~ o p l a ç i ; ~ s ,  i l lors  que c e s  formations sont  cons- 

,?. . -.ir j1-*5s.--7xes dans l e s  c e l l u l c s  bcLct4riennes dc ifycobL:cterium pkilci. 

3) S-L::uc::*-*e antigénique des sph6roplastes  - -.-.-.---....-------- 

;,c c u l o t  de s p h é r o p l ~ s t e s  ù ins i  r e c u e i l l i  par  c e n t r i f u g ? C ~ c . ~  

~ . s  L ?mi. r' _ - s  C?J t,:~?i)c Tri s NgC1 succ2i~ros6,  Les s p h é r o p l ~ s t e s  sorlt 
2 

3 ycés e;lsl<S ci- p m  U?IC so lu t ion  6.c B r i j  58  à une concentret ion f i n a l c  

un 1 p o  :Cl, ceci à l a  ténpérature de O°C pendant une heure, Le l y s a ~  

:isJ: ii-:lci.,litc X,lr~é t r c i s  ? o i s  mec   LI tmpon T r i s  NgCls pH 7 , 2  ; ce  



Structure antigénique d'un l y s a t  de sphéroplaste de 

N y c o b a c t e r i ~  .- phlei  en réac t ion  dl (luchterlony 

godet cen t ra l  : Immun-sérum anti 5 12.000 g 

godets supérieurs 
- gauche : 3 12.000 g 
- d r o i t  : l y s a t  de sphéroplaste 

godets in fé r ieurs  
- gauche : l y s a t  de sphéroplaste 
- dro i t  : l y s a t  d i lué  au. 1,'100 

On note l a  présence dans l e  l y s a t  d 9 ~ m  antigène B (i^ig R) 
arc t r è s  fin s i t u é  près  du godet. 



s t r u c t u r e  niitiggnique du l y s a t  dc s p h é r o p l ~ s t e s  rst  montrée s u r  l a  

p h o t o g r ~ p h i c  no 7 ,  L 2  r e a c t i o n  mtigèvic/;*nticorps e s t  f - . i t ~  e n t r e  

u.n immun-sérum ( m t i  Li ( surnagern t  S déb,lrrassé de puroi)  e t  l e  
2 2 

l y s a t  de sphéropl:stes, 

On c o n s t z t e  uiiiquemeiit 1,. prclssence dcs  f r a c t i o n s  a i t i g é n i -  

ques de type B e t  l u  présence dPune f r i c t i o n  ant igénique dc type A, 

Dans ces  f r a c t i o n s  s e  s i t u e n t  donc obl iga to i rement  des  m t i g è n e s  de 

l a  membrane cytoplasmique. 

Ces r é s u l t u t s  o n t  é t é  compzrés à ceux obtenus -7vec des  

l y s a t s  bact&riophagiques,  

ETUDE DU LYÇAT B A C T E R I O P H I I G I Q  DE I~IYCOBI~CT~;PIUM PHLEI 

Lsac t ion  des  b a c t 6 r i o p h i - g ~ ~  s u r  l e s  b a c t e r i e s  s e  t r a d u i t  

pur l a  dcs t ruc t ion  p c r t i e l l e  de lc. pa ro i  bac t é r i enne ,  Clnssiquement, 

l g z c t i o n  des enzymes bactér iophagiques e s t  comparable à c e l l e  du 

lysozyme g il s ' a g i t  dknnè a c t i o n  spéc i f ique  e t  l i m i t é e  à c e r t a i n e s  

s t r u c t u r e s  d6terminécs de l a  paro i .  L e  r é s u l t n t  de 1 ac t ion  de c e s  

bactér iophages s u r  l e s  mycobectéricç e s t  l a  d i s p a r i t i o n  de t o u t e  

s t r u c t u r e  organisée dLms :a bnc tk r i e ,  Pour o b t e n i r  l e  l y s a t  bac tér io-  

phagique de Ejcobactcrium p h l e i ,  nous nous sommcs adresses au phage B 
2 

spbc i f iqu t  de c c  germe, 



1 )  Prépara t ion  du l y s z t  bac té r i en  .............................. 

Le mil ieu u t i l i s é  pour l ' ob ten t ion  des bactér iophages 

auss i  bien que du l y s a t  bac ter ien  e s t  l e  suivant  : 

Heart infus ion  brotli  ( ~ i f c o )  : 25 g 

Bacto peptone ( ~ i f c o )  : 10 y 

C12Ca : 0 , l l g  

g lycér ine  : 40 m l  

1-1 O d i s t i l l é e  q ,s ,p .  
2 

: 1000 m l  

a j u s t e r  à pH 7 

Ce mil ieu a é t é  employé sous forme l iqu ide  ou gélosée 

( à  15 g d 'agar)  ou semi-solide (à  8 , l  g d v a g a r ) .  Pour ob ten i r  l e  

stock de bactériophages, on mélange 0,5 m l  d'une suspension de c e s  

5 dern ie r s  à l a  concentrat ion de 10 i m i t é s  par  m l ,  à 0 , 5  i n l  dPune 

7 suspension de 10 germes par m l .  L e  mci.l,mge e s t  a jouté  à 4 m l  de 

milieu semi-solide, mainteau à 40°C e t  coulé sur urie b o i t e  de P e t r i  

contenant l e  même milieu. s o l i d e ,  Après 48 h d ' incubation à 37OC, on 

a joute  5 m l  de mil ieu l iqu ide  e t  on r e c u e i l l e  sur une tar latcme 

l'ensemble mil ieu l iqu ide ,  mi l ieu  semi-solide. Après fil.Lr2.tion1 on 

cen t r i fuge  30 minutes à 1,500 g p u i s  on termine par une Ç i l t r a t i o n  

sur membrane 1.li l l ipore de 0,25 p, 

On ob t i en t  z i n s i  l a  suspeiision de bactériophages qui e s t  

t i t r é e  e t  dont on con t rh ie  l a  s t é r i l i t é ,  



Structure antigénique d'un l y s a t  bactériophagique de 

godet c en t r a l  : Immun-séru.m alti Ç 12.000 g 

godets supérieurs 
- gauche : 5 12.000 g 
- d r o i t  : l y sa t  bactériophagique 

godets i i i fér ieurs  
- gauche : l y sa t  bactériophsgique 
- d r o i t  : l y s a t  di lué au 1/100 

On note l a  présence dans l e  l y s a t  d ' u n  antigène B (t4g R) 
arc tros f i n  situé près du godet. 

PHOTOGRAPHIE No 8 



2) Obtention du l y s a t  bactériophagique ................................... 

On procède tout  d t  abord à une cu l tu re  à 37OC de Mycobacterium 

phlei  pendant 40 h. A ces bactér ies  en phase de croissance, on ajoute 

ensui te  des par t i cu les  bactériophagiques à l a  concentration f i n a l e  de 

5 IO par t i cu les  par m l .  Apr&s un contact  de 17 h, on sépare l e s  

bactér ies  i n t ac t e s  par une centr i fugat ion à 6.000 g pendant 20 minutes. 

3) Etude de l a  s t ruc ture  antigénique du l y sa t  .......................................... 

Après f i l t r a t i o n  du l y s a t  puis concentration p3r lyophil i-  

sa t ion,  nous avons étudie s a  s t ruc ture  antigénique par rapport  à un 

immun-sérum anti-surnageant 12.000 g. La photographie no 8 montre que 

dans l e  l y s a t  bactériophagique on peut mettre en évidence 6' f rac t ions  

antigéniques, 4 arcs  de type A e t  2 arcs  de type B. Il convenait de 

rechercher s ' i l  n ' e x i s t a i t  pas d ' in teract ion immunologique en t r e  l e s  

bactériophages e t  l e s  composants antigéniques du lysa t .  Nous avons 

x la r s  procédé à l a  séparation des par t i cu les  bactériophagiques e t  des 

antigènes bactériens. 

L a  concentration en par t i cu les  phagiques du l y s a t  f u t  d'abord 

t i t r é e  par l a  technique des plages, Le l y s a t  f u t  ensui te  centr i fugé à 

94.000 g pendant 2 h. Dans l e  cu lo t  se trouvaient l e s  f r zc t i ons  antigé- 

niques e t  dans l e  surnageant l e s  bactériophages. L '  absence de par t i cu les  

bactériophagiques dans l e  cu lo t  94,000 g a é t é  contrôlée au microscope 

électronique ; 1' absence de plages de lyse  provoquée par ce cu lo t ,  a 



LYSAT BACTEBIOPWtGXQUE DE 

CENTRIFUGATION 6OW 20 min 
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SEPARATIOH W S  UN LYSAT MCTERIOPHAGIQUE DES PHAGES 

ET DES AMTIGENES BACTERIENS 
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égaiement é t é  vérifiée.  

Le surnageant 94.000 g a é t é  centrifugé ensuite à 114.000 g 

pendant 4 h, e t  dans l e  culot  de c e t t e  centrifugation l a  présence de 

part icules  bactériophagiques a é t é  contrôlée en microscopie électronique, 

e t  par numération des particules mrierktroux l a  même concentration en 

particules que dans l e  f i l t r a t  i n i t i a l .  

L'analyse i m o l o g i q u e  du culot contenant l e s  bactériophages 

a montré l'absence de réactions croisées entre l e s  par t icules  bactério- 

phagiques e t  l'immun-sérum anti-surnageant 12.000 g. 

L'ensemble de la séparation des antigènes résul tant  de l a  

lyse bactériophagique e t  des bactériophages eux-mêmes, a é t é  résumée 

sur l e  tableau VI11 .Ceci nous a donc permis de montrer que l e s  

antigènes trouvés dans l e  ly sa t  bactériophagique r é s u l t a i t  bien de 

l ' ac t ion  des enzymes viraux e t  q u q i l  n 'y avait aucune re la t ion  

imrrtunologique entre  l e s  virus  e t  1 'immun-sérum S2. 

III - CONCLUSION 

La comparaison des spectres antigéniques des ly sa t s  de 

sphéroplastes e t  du lysat  bactériophagique e s t  intéressante à étudier. 

On constate dans l e s  deux lysa t s  l a  persistance des fract ions anti- 

géniques de type B. Ces fract ions "BI1 ne sont donc pas en relat ion 

avec l a  paroi, puisqu'.on l e s  retrouve intactes  à l a  f o i s  dans l e s  

sphéroplastes e t  l e  lysat  bactériophagique. Ces fract ions antigéniques 



doivent donc ê t r e  ra t tachées ,  s o i t  au contenu cytoplasmique, s o i t  

p lutôt  à l a  membrane cytoplasmiquc, Nous verrons ultérieurement q u ' i l  

a é t é  possible de démontrer que ce type dsantigènes é t a i t  bien r e l i é  

à l a  membrane cytopl~asmique (ou au mésosome), Les f rac t ions  mt igé-  

niques de type C, qui ne sont retrouvées n i  dzns l e s  sphéroplastes, 

n i  dans l e s  l y s a t s  phagiques, doivent ê t r e  rat tachées à l a  paroi ,  



CHAPITRE V 

- - lqous avions remarqué au cours des études préliminaires que 

nous avions f a i t e s  sur l a  s t ructure  antigénique des d i f fé ren tes  myco- 

bac té r ies ,  q u ' i l  y avai t  des c o m l a u t é s  antigéniques, notamment parmi 

l e s  antigènes de type B. C P e s t  pourquoi nous nous sommes attaché A 

l P é t u d e  d'un antigène de ce type, pensant a in s i  pouvoir appliquer l e s  

conclusions t i r é e s  de 1 étude dsu;? antigène à 1 ensemble des mycobactéries. 

L'c~itigène que nous avons chois i  d 'é tudier  e s t  l qan t i gène  B, 
J 

dénommé R pour l a  commodité de lqexposé.  Cet antigène e s t  obtenu à p a r t i r  

du surnageant S fractionné par gradient  de centr i fugat ion en saccharose, 
2 

puis  par gel  f i l t r a t i o n  sur Sephadex, comme il a é t é  d é c r i t  au chapi t re  

précédent. Cette technique nous permet d 'obtenir  une f r ac t i on  immwiolo- 

giquement pure comme l e  fon t  appara'ltre l e s  photographies il0 9 e t  10. 

La première d 'entre  e l l e s  montre une réact ion d'imm'moprécipi- 

t a t i on  entre  l t i m n - s é r u m  alti 5 e t  l ' ant igène R ,  l a  deuxi&me une 2 

réac t ion  entre  l'immun-sérum préparé avec 1 antigène R e t  l e  meme antigène. 

Ces deux réact ions  indiquent l a  présence d'un seul  arc  de précipi ta t ion g 

ces  réact ions  ont  é té  f a i t e s  arec d i f fé ren tes  concentrat ions d'antigènes 



Réaction d'ûuchterlony 

godet central : Immun-sérum anti S 12,000 g 

godets périphériques : Ag R 

PHOTOGRAPHIE N09 



TlectrophorSse en gel  de polyacrylznide agaroçe 

(technique d q    ri el) de 1 ' antigène F 

PHOTOGRAPHIE N 0 l l  



e t  d 'anticorps,  De même, une réaction en t re  1°immun-sérum spécifique de 

1' ailtigène il e t  l e  surnageant S2 nc f a i t  appmartre  en réact ion 

d1 GUchterlony qu8un arc  de précipi  tatioii.  :Tous ne pouvons pas prouver 

par ces  réact ions  de p réc ip i ta t ion  en gélose, q u ' i l  s ' a g i t  d'une 

f r ac t i on  chimiquement pure, mais simplement que nous avons a f f a i r e  ?A un 

antigège i so l é ,  donc à une f rac t ion  immunologiquement pure, Il  f a u t  

noter que nous trouvons également par une au t re  technique, une 

f rac t ion  isolée .  En e f f e t ,  nous avons pu contrôler  par électrophorèse 

en ge l  d'acrylamide-agarose, que c e t  antigène 9 ne présenta i t  qu'une 

bande après migration de 1CO min sous une tension de 11 volts/cm 

(photographie no 1 1)  . 
Il y a donc bien concordance en t r e  l e s  r é s u l t a t s  immunologiq~cs 

e t  l e s  r é s u l t a t s  de mipa t i on  en ge l  de polyacri1arni.de. 

I l  e s t  à noter que c e t t e  concordc7nce entre  l e s  r é s u l t a t s  

immunologiques e t  l e s  r é s u l t a t s  de migration ei1 gel  de polyacrylamide 

se retrouve également pour l a  f rac t ion  24 obtenue p a r  gradient de 

centrifugation,  c e t t e  f rac t ion  é tan t  l e  point  de départ du fractionnement 

de l 'ant igène R. Cet antigène ayant é t é  i s o l é  en quant i té  suff isante ,  

nous avons pu procéder a lo r s  à son étude, 

La premi&re recherche qui s ' imposait é t a i t  dc savoir s ' i l  

s ' ag i s s a i t  d'un a l t igène spécifique du genre liycobacteriwn ou de l ' e s -  

péce P~cobacterium phlei ,  ou même d'un antigène commun à d 'autres  

genres bactériens. C e  point  déterminé, il é t a i t  in téressant  de 

connartre l'emplacement d m s  l a  ce l l u l e  de c e t  antigène. Les r é s u l t a t s  

obtenus par l ' é tude  préalable de l a  s t ruc ture  antigénique permettaient 



- ,--.- a 
d6ja de se f a i r e  me idée des r e l a t i ons  de c e t  iintigéne avec l a  ce l lu le .  

L'étude du l y s a t  phagisue, résul ta i i t  de l ' a c t i on  de bactériophages sur 

des bac té r ies  in tac tes ,  avai t  permis de montrer que l 'ant igène 9 

p e r s i s t a i t  dans l e  l y s a t  phagique, cc  qui impliquait que c e t  antigène 

n ' ava i t  p è r e  de chance d g ê t r e  une pa r t i e  i n t éy rmte  de l a  paroi. Ce 

point é t a i t  confirmé par l ' é t ude  des spliéroplastes dont l'examen en 

microscopie électronique indique la dispar i t ion quasi complète de l a  

paroi ,  Les l y s a t s  de sph2roplastes molitrcnt également l a  pcrsistance 

de 1 'antigène Y. I l  semble donc que c e t  antigène doive % t r c  plus en 

r e l a t i on  avec l a  membrane cytoplasmique, l e  mésosome, ou l e  cytoplasme 

qu'avec l a  paroi. L'étude de l a  composition chimique de c e t  antigène devrait  

également permettre de confirmer ou non l a  présence de composants 

spécifiques de l a  paroi comme l ' a c i d e  muramique ou ses  précurseurs. Le 

dernier  point  que nous nous proposons d'étudier e s t  l e  r61e imrm~nologique 

de c e t  antigène, Si on in t rodui t  c e t  antigène dans un organisme, quel 

phénomène immunologique va-t- i l  développer, quel se ra  son pouvoir 

protecteur éventuel. 

1 - ";CDS DE LA C013?U7;;"JJTE ;:UTTIG?!iI ()UT A17TC DP -IUTPE S BACSERISS 

Après &voir i so l é  un complexe macromoléculaire antigéniquernent 

pur, il é t a i t  in téressant  de savoir  s ' i l  e t a i t  possible de retrouver c e t t e  

f rac t ion  chez d q  autres  mycobactéries ou d q  autres genres bactériens,  

Six espèces de mycobactéries ont  é t é  t e s t ée s  en vue d'y retrouver c e t  



antigène : 

- Elycobncterium bovis (vsx. B.C.G.) 

- .- ~lycobncterium k.xisss i i  

- Ifycobiictcrium avium 

- PIycob3cterium minet t i  

- F.iycobacterium smegmatis 

Ces souches ont é t é  cu l t ivées  dc f q o n  identique à c e l l e  employée pour 

Mycobacterium phlei ,  cul ture  zgi tée  su2 milieu de Sauton. i,es bactér ies  

r e c u e i l l i e s  ont é t é  t r a i t é e s  de t e l l e  sor te  que l ' on  puisse obtenir  

comme pour Mycobac terium phlei  des ;?n tigène s  solubles e t  par t i c u l  a i res .  

Les r.ycobactéries sournises au cryobroyage sont centrifugées 

4 h à 12.000 g pour séparer l e s  parois  des antigènes solubles e t  

pa r t i cu la i res .  Des immun-sérums ont é t é  préparés avec l e s  ~ l i t i gènes  

solubles,  pa r t i cu l a i r e s  e t  l e s  pcîrois des di f férentes  mycobz.ctéries, 

cec i  avec une technique identique à c e l l e  déjà proposéc pour Mycobacterium 

phlei .  .- Ses imrm-sérums ont se rv i  à etudier  l e s  communautés Liitigéniques 

ex i s tan t  en t re  ll;intigène R e x t r ü i t  de i.iycobacteriwn phle i  e-t l e s  

d i f f6 ren tes  espèces de mycobactéries. Lz ré lc t ion  dP  immno-difEusion 

d'0uclritcrlony a  é t é  u t i l i s é e  pour mettre en i-vidence des communautés 

On a retrouvé l a  f ract io i i  altigénique B chez toutes  l e s  

mycobactéries étudiées. D'un iiutrii côté  011 a employé l'im1nan-s4rum préparé 

à p a r t i r  de lPcmtigènc R pour f a i r €  des réact ions  i m n o l o g i q u e s  croisées 

en t re  c e t  imn-sérum spécifique e t  l e s  d i f fé ren tes  f ract io i ls  i so lées  
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I : Reaction de précipi ta t ion en t r e  l'immun-sérum a n t i  Ag Y! (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnageant 12,000 g de Nycobacterium phlei  (godets périphériques) 

2 : Réaction de précipi ta t ion en t r e  lrimmun-sérum a n t i  fig E cen t ra l )  

e t  l e  surnageant 12.000 g de tiycobacteriwn segmatis (godets péri-  

phériques). 

: Réaction de précipi ta t ion en t r e  l'immun-sérum a n t i  2-g l? (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnsgeant 12.000 g de Piycobacterium minett i  (godets périphériques).  

4 : Réaction de précipi ta t ion en t r e  l'immun-sç5rum an t i  ig j! (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnageant 12.000 g de iiycobacterium kansasii  péri- 

phériques). 

5 : Réaction de p réc ip i ta t i an  en t r e  IPimmun-sérum a n t i  .lg ?l (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnàgemt 12 .O00 g de - Iiycobacterium aquae (godets périph6riques). 

f; : Réaction de précipi ta t ion en t r e  l'immun-sérum a n t i  Ag K (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnageant 12.000 g de avium (godets périphériques),  







7 : Réaction de p réc ip i ta t ion  entre  lqimmun-sérum anti 4g kd (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnageant 12.000 g de iqcobac terium scrof'ulace~un péri- 

phériques). 

P : Réaction de p réc ip i ta t ion  entre  l'immun-sérum a n t i  :g R (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnageant 12.0?0 g de lfycobacterium bovis (var. B.c:.c;.) (godets 

périphériques) . 

9 : Réaction de p réc ip i ta t ion  entre  l'immun-sérum anti :;g 2 (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnageant 12,900 g de l!ycobacterium xenopei (godets périphériques). 

10 : Réaction de p réc ip i ta t ion  entre  l'immun-sérum an t i  hg R (godet cen t ra l )  

e t  l e  surnageant 12.000 g de Piycobscterium phlei  périphériques) . 

11 : Réaction de p réc ip i ta t ion  entre  l 9  immun-sérum an t i  S 12.000 g de 

Eycobacterium phlei  (godets in fé r ieurs )  e t  d i f fé ren tes  f r ac t i ons  

bactériennes s i t uée s  dans l e s  godets supérieurs,  on trouve de gauche 

à droi te  : 

Tscher ich iaco l i  ( S  12.000g) 

Nocardia pellegrino( S 12,000 g) 

E!ycobacterium phle i ( f rac t ion  24) 





des diverses mycobactéries. Cette Fois auss i ,  l e s  récct ions  se sont 

montrées pos i t ives  comme l e  montrent Les p1;unchcs no 1 e t  2 ,  

:Tous svons pu montrer que c e t t e  f rac t ion  se re t rouva i t  chez 

toutes  l e s  mycobactérics e t  se comportzit à l fu l t racen t r iTuga t ion  

préparativc comme l 'ant igène R de I',ycobacteriwn phlei.  01i trouve 

toujours en e f f e t  c e t  antigène X, quelque s o i t  son origine,  d m s  l e  

surnageant 12.000 g  e t  dzns l a  f r ac t i on  24 du gradient de densité.  

Il e s t  donc ce r ta in  que c e t  mt igènc R e s t  un mt igéne  

commun à toutes  l e s  mycobactéries e t  lé f a i t  q u ' i l  s ' ag i sse  d'un 

antigène mcmbrmsire peut expliquer c x i ,  ?Tous avons cherché également, 

PCV des méthodes identiques,  à retrouver c ~ t  mtigène chez d i f fé ren tes  

espèces bactériennes éloignées des mycobactéries, comme : 

- Escherichia c o l i  

- Bncillus s u b t i l i s  .-. " 

- Pseudomonas zeruginosa 

e t  chez des espèces proches des mycob,:ctéries, comme : 

- - Bocmdia p e l l c y r ?  

Nous n 'wons  trouve aucane cornmurmuté antigénique en t r e  

l ' ant igène R e t  l e s  d i f férentes  f r ~ c t i o n s  extraites de ces  germes. Il 

s ' a g i t  donc dDun antigène spécif iqv.~ des d i f fé ren tes  mycobcctéries 

étudiées. Il  e s t  i n t4 r e s smt  de noter que nous nsavons pu montrer son 

existence chez des Nocardia e t  no tm~~iit Nocmdia pel legr iso  qui sont 

l e s  b ~ c t é r i e s  l e s  plus proches des mjrcob;?ctéries. 



En conclusion, on peut donc affirmer que c e t  mt igène e s t  

commun aux dif fgrentes  mycobnctéries, qu'on l e  retrouve tou.jours d m s  

l e s  mêmes f rac t ions  e t  que, de plus, il semble specifiqiie du genre 

liycobacterium, -. 

Ce point  6 t z i t  importcxit à démontrer, Toutes Ids  propr ié tés ,  

cmac t é r i s t i ques  démontrées pour c e t  : , i l t igèn~ ,  seront ea e f f e t  v a l ~ b l e s  

pour n'intportc quelle mycobzcteri~ ç:prophyte ou pathogène ; n o t L m e n t  

l e s  proprii-tés i m n o l o g i q u e s  évcn t i~è l l e s  pourront s rappl iquer  21 tous 

l e s  espèces mycobactériennes, 

II - LOCALISATIO?T DE CET -NJTIGZ?IY D"&S LA CELLULE 

L e  dcltveloppc'ment dc méthodes immunologiques e:l t r a t  que 

moyen d ' invest igat ion cytologique eli inicroscopie électroniqv.e, a permis 

lil détermination de 1 ' emplzcement de s t ruc tures  au nivc,w. m,xroomoléculaire, 

ce  qui n ' e t a i t  pas réa l i sab le  ciu pr4,-.l?.ble. Ces methodcs sont buçées 

sur l e  principe de 13 résct ion cmtigèi~e-anticorps, c e t t e  r é ~ c t i o - n  é tan t  

v isual isée  p m  l e  mrirquzge de 1? m c l é c ~ l e  d 'anticorps p?r des moléculeç 

ayant des s t ruc tures  c m ~ c t é r i s t i q u c s  cn microscopie Elec troniquë . Ces 

techniques à base immunologiquc. peuvent donc ê t r c  appliquées :;u position- 

nement d ~ n s  une c e l l u l e  de n'importé quelle s t ruc ture  se comportant corn@ :.. !% 
antigène ou hap tèné . Cette méthode b h é f  i c i e  a ins i  dc l a  grzide spéc i f i c i t é  

de l a  r é x t i o n  ~~1t igène-~7i t i corps  mzis e l l e  pose deux sor tes  de problèmes : 

- l e  marquage des znticor?s 

- 1 7  réact ion antigène-;mticorps sur coupe 



Différentes substLnces ont é t é  u t i l i s é e s  pour l c  couplage cvec l P a n t i c o r p s  : 

13. f e r r i t i n c  p3r SINGTR (105), 1 'url-mium par ST3PJJBERGGR ( 1  IO),  l e  

mercure pzx PEPE ( 7 7 ) ,  l ' i ode  par IZKLSR (54), Enfin plus  récemment 

on a pensé à f i xe r  sur 1' anticorps v:ie enzyme qui permette ensui te  

Pr= son action sur un subst ra t  color6 de mettre en évidence l p m t i c o r p s  (4). 

Ces di f férentes  modalitks doivent toutes répondre à 

ce r t c in s  c r i t è r e s  communs. I l  f z u t  évidemment que I rL  molécule chois ie  

s o i t  aiskment repérnble en microscopie électronique. LF. l i a i son  entre  

l e  mmqueur c t lP x-~t icorps  d o i t  S t r c  suffisammcrnt s t a b l ~  pour supporter 

l e s  techniques de pr&pmation,  d ' inclusion c t  l e  choc dv. f l ux  

électronique,  Les tcclmiqucs de couplzqc ne doivent pas d tn~ . t u r e r  l e  

s i t e  anticorps e t  une vér i f i cn t ion  de 1~ r éac t i v i t é  de lg rc i t i corps  

sera  toujours n é c e s s ~ i r e  sprès l e  couplage du mrxqueur r t  de l ~ m t i c o r p s .  

Le deuxiPme type de problsme qui se pose e s t  c e lu i  de l a  

pénétrat ion de 1 enscrnble znticorps-inxqueur dans 1 û  ce l l u l e ,  En f a i t ,  

quelque s o i t  l e  mmqueur u t i l i s e ,  il szmble d i f f i c i l e  d' ~dmettrc qu ' i l  

puisse y avoir pénétration d'une mol6culc d 'anticorps A t r cvers  une 

paroi bactérienne, l a  moléculc Ig G ?y:int un poids moléculaire de 

150,000, cec i  en iic. tenant pas compte du poids moléculaire  LI marqueur. 

Ccttc technique ne peut doiic ê t r e  u t i l i s b c  que pour mettre 

en évidence des 2ntigènes dé surf~?cc.. On peut c e r t e s  f  c i r e  des réactions 

sur coupes après f  ixp-tion e t  inclusion,  ce r ta ins  l ' o n t  préconisé mais 

nos propres e s sa i s  ont  montr4 que c e t t e  techniquc e s t  inuti l is?.ble dwns 

ccs condit ions,  du f n i t  dc 1s fixatiori non spécifique de l;, Eerr i t ine  



sur l a  coupe. Il  nous semble que l a  seule p o s s i b i l i t é  de r é a l i s e r  ces  

réact ions  s e r a i t  de t r a v a i l l e r  sur des coupes obtenues C lsultramicrotome 

à congélation, 

sn ce  qui concerne lqant igSne R, l e s  premiers r é s u l t a t s  

nous ayant donné l ' impression q u ' i l  s 7 a g i s s a i t  d'un antigène de membrane, 

nous avons f a i t  réagir  directement l e  couple anticorps-mmqueur sur un 

mélange pcaroi-membrane. Nous avons cho is i  comme marqueur ce lu i  qui nous 

semblait p r i o r i  l ' u n  des plus  commodes pour l e  repérage eil microscopie 

électronique : l a  f e r r i t i n e ,  De plus, c e t t e  technique semblait devoir 

nous poser un minimum de problèmes techniques. &?puis que nous avons 

en t r ep r i s  ce t r ava i l ,  l a  technique u t i l i s a n t  l e s  enzymes semble avoir 

résolu ,  au moyen de l a  glutaraldéhyde (4) l e  problème du couplage 

enzyme-anticorps, mais e l l e  ne semble pas a t te indre  l a  fiiiesse de 

repérage de l a  f e r r i t i n e .  

Nous exposerons successivement dans ce  chapi t re  l e s  modalités 

techniques u t i l i s é e s  e t  l e s  r é s u l t a t s  obtenus, Le premier type de 

problème qui se posait  é t a i t  c e lu i  de l 'obtent ion d'immuno.globulines. 

Pour que l a  conjugaison s o i t  possible,  il e s t  en e f f e t  indispensable 

d ' u t i l i s e r  des sérums possédant des taux élevés en globulines spécifiques. 

Si l e  sérum contient  des anticorps qui ne sont pas u t i l e s  dails l a  réact ion,  

il e s t  essen t ie l  de l e s  él iminer,  Pour ces r s i sons ,  il e s t  prsférable  

d ' u t i l i s e r  une f rac t ion  globulinique spscifique,  d'où l C i n t é r & t  de 

l 'emploi d'une méthode de fractionnement qui nous permet dtobtenir  

directement l a  f rac t ion  Ig G contensslt l e s  p réc ip i t ines .  Avant donc de 



décr i re  l e s  techniques de conjugaisou, il f au t  au préaleble discuter  du 

choix d'une technique de fractionnement des immwioglobulincs, 

1) Technique de frzctiomement des immunoglobulines ................................................ 

Différentes méthodes ont bté employées pour f r?ct ionner  

l e s  immunoglobulines destinées au marqusge p a r  l a  f e r r i  tiiic . iJous 

avons é tudié  ces  fractionnements eiî Ponction de deux c r i t e r c s  : 

- l a  const~vlce e t  l a  f i d é l i t é  du frcctionnement ; qual i t6  dci retrouver 

à chaque fractionnement l e s  précipi t ines  dans des proportions identiques, 

- l a  non dénaturation des précipi t incs  vé r i f i é e  en réact ion dqOuchterlony 

en contralant  l e  nombre de f rac t ions  p réc ip i tées  pour u_a sérum donné. 

Rous nous sommes adresses L ~ U X  t r o i s  méthodes clessiquement 

u t i l i s é e s  : méthode de fractionnement par l e  su l fn te  de sodium, p a r  l e  

su l fa te  d' monium e t  par 1 ' é tha-~ol ,  

a) Technique de fractionnement 2.u su l f a t e  de sodium (109) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le sérum e s t  d i lué  .~:ans son volume d'une solution de ClNa 

à 8 , 5  p. 1000, On ?joute ensui te  2,0< ; de SO Va anhydrc pzx  IO m l  de 
4 -  2 

si-rum di lué .  Le préc ip i té  r e c u e i l l i  par centrifugation e s t  eilsuite 

redissous dans une solution de ClKa ( ? , 5  p. 1000) e t  l e s  9lobullnes sont 

de nouveau précipi tées .  L a  précipit?.tion e s t  recommencée me troisieme 

f o i s  de l c i  même façon ; finzlement l e  p réc ip i té  d'immunoglobulines est 



dialysé contre de l ' e au  courante, puis contre une solution de NaCl à 

n,c, p. IOOO. 

b) 8T6tliode de fractionnement au i0,j. ( ~ 4 ) ~  (36) - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

On p réc ip i te  cinq f o i s  de s u i t e  pa r  une solutioi2 saturée 

de S O ~ ( T T I ~ ~ )  deux volumes de serum pour LLI volume de solu-tio:? süturée 

de S O ~ ( N H ~ )  2 .  On termine comme précédemment par une dialyse. 

c) Fléthode de fractionnement à 1 ' éthanol - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Four l e  fractionnement des immur~oglobulines, nous avons 

adopté mie modification de l a  technique de COHN proposée pcz  NICOL 

pour l e  fractionnement des immunoglobulines de l ap in  ( 5 9 ) .  

Le sérum e s t  d i lué  avec t r o i s  volumes dseau d i s t i l l é e  e t  

l e  pH e s t  e n s l ~ i t e  a jus te  àpiI 7 , 7  cvec un tampon phosphate 0,05 M. L a  

solution e s t  re f ro id ie  à O°C e t  de lq; ' lcool à 50 p. 100 r e f r o i d i  à 

- 2 0 ° C  e s t  ajouté lentement sous ag i ta t ion  jusquPà obtention dsune 

conceiitration Eiiiale de 20 p. 100 en r lcool .  La tempérstvxe durant 

c e t t e  addition e s t  maintenue S.LIX environs de - 5OV, On obt ient  un 

préc ip i té  qui e s t  r e c u e i l l i  par centrifugation.  Ce premier p réc ip i té  

contient  toutes l e s  immunoglobulines, Lesquelles sont mises en suspension 

dans une solution de NaCl 0 , 2  11 mzinteliue à O°C. Le pH de c e t t e  solut ion 

e s t  ensui te  a jus té  à 5,2 par addition de CH COOE 0,5 11 p puis  on 
3 



ajoute de l 'é thanol  pour avoir  une concentration f i n a l e  de 10 p. 100. 

On obt ient  à nouveau un précipi té  e t  un surntryeznt, Dans 

l e  surnagernt on retrouve l e s  Ig G, daris l e  :>récipi té  l e s  Ir; A e t  l e s  

Ig  M. Les seules immuiioglobulines qui nous inttiiressent é t a i t  l e s  Ig  G 

puisqu le l l es  comportent l e s  p réc ip i t ines ,  nous ne développeront que 

ce fractionnement. 

Le surnageant e s t  amené lentement à m pH de 7,4 par 

addit ion de PO, HMn O, 5 M. De l l z l c o o l  à 95 p ,  100 r e f r o i d i  3 - 20°C 
-t 2 

e s t  ajouté ensui te  jusqufà obtention dCune concentration de 25 p. 100. 

On ob t ien t  a in s i  des Ig G qui sont r ecue i l l i e s  p a r  centr i fugat ion e t  

ensui te  soumises à une dia lyse  contre de l 'eau cour~mte  puis  contre 

une solution de NaCl à 9 p.  1000. 

d) Discussion - - - - -  

Par  l a  méthode de précipi ta t ion en gélose,  nous avons 

vérifiéwlcp"ès fractionnement toutes l e s  précipi t ines  qui r e s t a i en t  

présentes. 

11 en a é t é  a i n s i  avec l e s  techniques au sulflLte de sodium 

ou dgammonium, m 3 . i ~  nous avons souvent é té  géné p a r  11inconst7ilce 

quant i ta t ive  des r é su l t a t s .  Par contre,  avec l u  technique de précipi ta t ion 

à l s a l c o o l ,  nous avons pu obtenir  Lrne grande r égu l a r i t é  dms nos 

r é s u l t a t s ,  aussi  bien d'un point de v-ie qua l i t a t i f  que ( ru~-s l t i ta t i fo  

L a  c r i t i que  qui e s t  f a i t e  généralement à ce type de tecimique u t i l i s a n t  



l a  prtiicipitation à 1' alcool e s t  1' a l tb ra t ion  des immunoglobulines. Le 

f a i t  que nous retrouvions après traiternent l e  même nombre de précipi t ines  

qu' avant l e  fractionnement, montre que ce t t e  technique peut ê t r e  

considérée comme valable. Un autre ,m~,rument en faveur de la précipi ta t ion 

a l S & l c o o l  e s t  l e  f a i t  que nous ne dbsirions obtenir  que l e s  Ig  G,  l e s  

Ig A e t  l e s  Ig II ne contenant aucune précipi t ine .  O r  seule l a  teclmique 

de COHN permet un fractionnement vraiment s é l ec t i f  des d i f f e r en t s  

types d'immunoglobulines. 

Cet ensemble de f a i t s  ilous a cmené à r e t e n i r  la. technique 

de fractiomiement à l ' a l coo l  adapté 312 sérum de l ap in  pom l 'obtent ion 

des immunoglobulines u t i l i s é e s  dLms I?. techniqae de rnarqwge à la. 

f e r r i t i n e ,  

2) Techniques de conjugaison 

Nous avons u t i l i s é  comme marqueur l a  f e r r i t i n e ,  u t i l i s é e  

par SINGTR dès 1959. Certes, l e  reproche que l ' on  a f a i t  A c e t t e  

molécule e s t  dPavoir  un poids moléculzire t r è s  élevé e t  a i n s i  

dqempêcher l a  pénétration de l gwi t i co rps  dans l e s  c e l l u l e s .  Si l e  

probléme peut se discuter en ce  qui coïicernc l a  c e l l u l e  :nimale, pour 

l a  c e l l u l e  bactérienne l e  poids moléculaire de 1 9 i m n o g l o b u l i n e  e s t  

déja  suf f i san t  pour empêcher toute pénétration. On ne pourr2 donc 

u t i l i s e r  ces  tecluniques que pour des ,antigènes de surf  zce (p?rois-  

membranes). Par contre, l a  tecimique à l a  f e r r i t i n e  r e s t e  toujours l a  



seule qui présente un mzrquagc f i n  en microscopie électrcnique.  

Le problème préalable posé par l a  f e r r i t i n e  e s t  s? 

p u r i f i c ~ t i o n ,  La f e r r i t i n e  e s t  en clEet e x t r a i t e  de l a  r z t e  de 

cheval e t  l e s  produits  commerciaux :le sont jamais tout  à lciit 

d4barrassés de débr is  cellulaires. 

2 )  kurifica.tion de l a  f e r r i t i n e  - - - - - - - - - - - - - -  

Cette pur i î i cz t ion  e s t  conduite de l a  façon s u i v ~ n t e .  

L a  solution concentrée de f e r r i t i n e  brute e s t  menée à wie concentration 

f i l ia le  de 1 2 2 p. 100 avec u.ne solution de su l f a t e  d'ùmmonium à 

2 p. 100. On i j ou t e  ensui te  une solution de su l f a t e  de c a ~ w n  à 

20 p, 100 jusqusà obtention dDune cozcentration f i n z l e  de 5 p. 100 

en su l fa te  de cadmium, Le mélaiige e s t  ensui te  place 2 h à ,<OC 

puis cen t r i f iyé  30 min à 1000 ç. ,@rSs élimination au swi i~ .gemt ,  l e s  

c r i s t a ~ i x  de f e r r i t i n e  qui SC trouveilt dans l e  cu lo t  sont redissous 

pa r  l e  su l fa te  dv  ammonium A 2 p. 100 : on centr i fuge e n s ~ i i t e  1  ii 

h 3000 g pour éliminer l e s  débris cel . lulaires qui se trouvent encore 

mélangés a l a  f e r r i t i n e .  

Ce cycle de pur i f i ca t ion  c s t  répété  plus ieurs  Cois de 

s u i t e  jusquqà ce que l'examen microscopi je  f i n a l  ne révSlc plus que 

des cr is taux de f e r r i t i n e  à l ' exclus ion de tou t  débr is  c e l l u l a i r e .  

Les c r i s taux  de f e r r i t i n c  pur i f i ée  doivent & t r e  ensui te  

débarrassés du su l f a t e  de cadmium. Pour ce f a i r e ,  l a  f e r r i t i a e  e s t  



d'abord dissoute dans du su l fa te  d'c~unoniwn à 2 p. 100, pu i s  

précipi tée  par du su l fa te  dv ammoniuril à 5 0  p. 100 de sah?-rr?tion f i na l e .  

Ori centr i fuge pour élimiiier l e  surncqeant e t  on recommence z ins i  t r o i s  

f o i s  de su i t e .  L e  p réc ip i té  f i n a l  e s t  remis en suspension d a i s  un 

peu d'eau d i s t i l l é e  s t e r i l e  av~ant d ' e t r ~  dialysée pendmt u-rê ;luit 

contre de l ' e a u  courante puis contre du tampon phosphate O,  G5 11 a 

pH 7 , 5 pendant une nu i t  également. 2'iialement l a  solution de f e r r i t i n e  

e s t  s t é r i l i s é e  par passage sur f i l t r c  î l i l l ipore  de 0,25 p. LJ  

solution de f e r r i t i n e  <>insi préparée e s t  a lo rs  u t i l i s a b l e  pour ê t r e  

conjuguée avec 1 imm1i11ioglobuliile. 

b) Con jug?.i son 

L e  problème de l a  c ~ n j u ~ , ~ i s o n  du marqueur e s t  l ' u n  des 

problèmes qui r e s t e  toujours l e  plus d i f f i c i l e  à résoudre. e f f e t ,  

l a  technique u t i l i s é e  do i t  permettre IF f i x z t i o i  du mm-ucvz de façon 

s tab le  sans que l e s  propriétés irnmv~~ologiq.ixes (c 'est-à-dire de 

réact ion svec L Q  'tntigène) soient  inhibées. De nombreuses teclmiques 

ont é t é  proposées, chaque auteur ay;r~t t rf ivail lé avec l a  f e r r i t i n e  

proposCrnt l c  sienne ; l e s  techiques u t i l i s e e s  peuvent être groupées 

en deux types : 

- méthode en deux temps : oonjugaisol de 1s f e r r i t i n e  mec la molécule 

de l i a i son ,  puis  entre  f e r r i t i n e ,  zçsociée à l a  molécule de l i a i son ,  e t  

l'immunoglobuline, 

- méthode en wl temps : mise en prész~zce de l a  f e r r i t i n c ,  dc l a  molécule 



TABLEAU Fu0 IX 

Fixation de la ferritine sur une molécule d 8 P ~ o g f o b u l i n e  



Réaction d'0uchterlony entre  1 'Ag 4 e t  I immun-sérum correspondant 

conjugué ou non à l a  f e r r i t i n e  

godet cen t ra l  : Ag 

godets supérieurs 
- gauche : i m l o ç l o b u l i n e  conjuyée A l a  f e r r i t i n e  
- dro i t  : imnog lobu l ine  

godets i n f é r i eu r s  
- gauche : immunoglobuline conjugée au toluène diisocyanate 
- dro i t  : f e r r i t i n e  + toluène diisocyanate 



de l i a i son  e t  de 1 ' immunoglobuline. 

Le principe de l a  méthode e s t  donc toujours l e  même, une 

niplécule s e r t  de l ia isol i  en t r e  l a  Êer r i t ine  e t  1 ' immunoglobuline. 

Pious donnons sur l e  tableau IX l e  principe de l a  réaction avec l e  

métaxylylène diisocyanate. Différents composés ont  é t é  proposés comme 

molécule de l i a i s o n  : 

- l e  mcittaxylylène diisocyanate 

- l e  toluène diisocyanate 

- l e  ppl dif luoro mm' dinitrophénylsulfone 

- l e  toluène 2 isocyanate 4 isothiocyanate 

- l a  beiizidine diisocy3.iiate 

1Jous avons cho is i  d P  é tudier  t r o i s  intermédiaires : 

- l e  métaxylylène diisocyanate ( 1 04) 

- l e  toluene 2 , 4  diisocyanate (105) 

- l e  pp' dif luoro mm9 dinitrodiphénylsulfone ( 1 19) 

Les deux premiers ayant é t6  proposes par SIiTGSR c t  l e  troisième par XL4X. 

Les premier choix à f a i r e  é t a i t  c e lu i  de l a  molécule intermé- 

d i a i r e  p en e f f e t ,  il f a u t  , après conjugaison, que l a  molécule d'irnrmno- 

globuline possède encore l e s  propriétés immunologiques des précipi t ines .  

Nous avons t e s t é  l e s  t r o i s  produits  en ce  qui concerne l eu r  

pouvoir inhibi teur  vis-à-vis de l a  réact ion de p réc ip i ta t ion  antigène- 

anticorps,  Les d i f f é r en t s  essa i s  nous ont montré que l e  toluène 

diisocyanate donnait l e s  meil leurs r é s u l t a t s .  La photographie no 12 

montre qu'après contact  avec l e  toluène diisocyanate, l'immunoglobuline 

a gardé ses  propr ié tés  de précipi t ine .  



Les études f a i t e s  ensuite sur l e s  modalités de 2ixation de 

l a  f e r r i t i n e  sur  l a  molécule intermédiaire puis  l e  couplz.ye avec 

1 immunoglobuline, nous ont ameiié à u t i l i s e r  l a  technique suivante : 

l a  f e r r i t i n e  c r i s t a l l i s é e  e s t  lavée deux f o i s  dans un tmpon borate 0 , l  PI 

à pH 9 ,5 ,  cec i  à O°C ; puis  on prépare avec ce  même tampo:: tine 

solution de f e r r i t i r i e  15 rng/ml. 

Il apparait  que l e  tampon borate donne l e s  meil leurs 

r é s u l t a t s  pour l a  réact ion,  l e s  tampous phosphate é tan t  p lu tô t  

inhibi teurs ,  C s  e s t  pourquoi toute l a  resc t ion  de couplage se f a i t  

en présence de tampon borate , 

A 5 m l  de solution de f e r r i t i n e ,  on ajoute 0 , l  m l  de 

toluane diisocyanate. @I ag i te  vigoureusement à O°C pendmi 20 min 

tout  en ajoutant  lentement l e  toluène di isocymate ,  Après 30 min 

on centrifuge A 200 g pendant 30 min à l a  température de q°C. 

Ce premier temps de contact  e s t  important, c ? ~  il peut se 

produire une po l~m4r i sa t ion  su cours de c e t t e  réact ion e t  l ' on  obt ient  

a lo r s  un magma brunâtre surmonté d P m  surnageant impropre à toute 

réaction.  Après centr i fugat ion,  l e  surnageant brun c l a i r  e s t  séparé 

e t  gardé 1 h à 4 O C  pour que l a  réaction se poursuive, 

Les I g  C sont dissoutes daas l e  tampon borate O, î 14 N a C l  M 

pH 9 , 5  A l a  concentration de 1 5  mg/ml. On ajoute finalement à volume 

égal l e s  deux solutions de f e r r i t i n e  ?t dPimmunoglobuline ; ces  deux 

solutions sont mises en contact une mit à 4OC sous a g i t s t i o i  douce. . 



Après ce temps de contact ,  on separe par centr i fugat ion 

de 2 h A 105.000 g l e s  immunoglobulines marquées des immuiioglohulines 

non marquée S. 

Le cu lo t  de centrifugatioii  e s t  r ep r i s  ensui te  d ïns  l e  

même volume de départ de tampon Tris  - lige La solution e s t  a l o r s  

prê te  pour l e  marquage. S i  on a pu se débarrasser d'une p a r t i e  des 

immunoglobulines l i b r e s ,  il r e s t e  de I n  f e r r i t i n e  l i b r e  que l ' o n  

peut éliminer par électrophorèse en yel de polyacrylamide, mais l e s  

per tzs  en immunoglobulines conjuguées sont a lo rs  trop irnportmtes, 

Nous avons préféré  u t i l i s e r  l a  solution t e l l e  quelle,  l a  

f e r r i t i n e  l i b r e  ne perturbant pas 1 2  réact ion comme nous l e  verrons 

dans l e  chapi t re  suivant, 

e s u l t a t s  3) R ----,--- 

La f ixa t ion  de l a  molécule de l e r r i t i n e  sur l e s  anticorps 

é t an t  rga l i sée ,  il f a l l a i t  déterminer 1s modalité de réact ion imtig$ne- 

anticorps.  On a d'abord essayé de r é a l i s e r  des réact ions  ' sur  coupes 

aprés f i xa t i on  à l a  glutaraldéhyde e t  inclusion dans l e  glycolmetha- 

c ry l s t e .  L'action des anticorps marqués à l a  f e r r i t i n e  n T z  domé 

aucune r éac t i o  ca ra r té r i s t ique  sur ces coupes. Il  semble que l a  

f e r r i t i n e  se place au llasard sur l a  coupe par simple phénomène 

é lect ros ta t ique.  De plus, la f i x a t i o : ~  du matériel par l a  glutarald6hyde 

seule,  s i  e l l e  n P  a l t è r e  pas l e s  s i t e s  antigéniques, ne permet pas 

ensui te  de dist inguer nettement l e s  d i f fé ren tes  s t ruc tures  bactériennes, 



Lction de la fe r r i t ine  libre sur un mklange  de parois 

e t  de rnembr ane s 

aspect ultras truc tur al 

PHOTOGRAPHIE II0 13 



Action de la f e r r i t i n e  l i b r e  sur  un mélange de parois  e t  

de membrane S. 

On constate que sur c e t t e  préparation la f e r r i t i n e  se  

r é p a r t i t  au hasard. 



I y1 ÇZ' O I 



Les premiers r é s u l t a t s  zlc)is sur l'emplacement de 

 antigène R permettai t  de supposer $'il é t a i t  associé à l a  membrane 

cytoplasmique. Ceci nous permettai t  d'espérer une réact ic2 pos i t ive  s i  

nouç f a i s i ons  agir  notre complexe cmticorps-ferri t ine sur mélange de 

parois e t  de membranes. Il  nous f a l l a i t  au préalable v é r i f i e r  si  nous 

n'avions pas de fausses réact ions  a s e n d r é e s  par l a  f e r r i t i n e  ou par 

des anticorps marqués autres que cev.?: correspondant à l q m t i g è n e  R.  

Nous avons d'abord mis en contact  l a  f e r r i t i n e  l i b r e  zvec 

un mélange de parois-membranes. Sur l a  photographie no 13 nous pouvons 

examiner l e  r é s u l t a t  de c e t  e s sa i .  Ch. peut voir  des molécu.les de 

f e r r i  t ine  dispersées dans toute l a  préparation, mais nullement f ixées  

sur une s t ructure  par t i cu l iè re .  

Ce point é t a i t  important à souligner, il montre q u v i l  riqy 

a pas de f ixa t ion  non spécifique de l a  f e r r i t i n e  sur l e s  membrsnes ou l e s  

parois,  

Un deuxième essai  consistcà vé r i f i e r  s i  nous aDavions  pas 

de fausses réact ions  données par des mt i co rps  non spécifiques. On a 

i so l é  l e s  immunoglobulines Ig G d g m  lap in  non irnrnunisé, immunoglobulines 

s u .  l e sque l les  nouç svons f i x é  de l h  f e r r i t i n e .  On a procédé eiisuite à 

une réact ion avec un mélange parois  e t  membranes qui donne un aspect 

identique au précédent, c'est-A-dire des molécules de f e r r i t i n e  dispersées 

dans toute l a  préparation, ou encore des amas de f e r r i t i n e  s m s  aucune 

s ignif icat ion.  Ces deux s é r i e s  de témoins é tan t  réa l i sées ,  on pouvait a l o r s  



Action de l a  f e r r i t i n e  conjuguée à un immun-sérum anti-parois 

sur un mélange de parois e t  de membranes 
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Action de l a  f e r r i t i n e  conjuguée à un immun-sérum anti-parois 

sur un mélange de parois  e t  de membranes. 

On distingue l a  répar t i t ion  de l a  f e r r i t i n e  autour des p ~ x o i s  





c t ion  de l a  f e r r i t i n e  conjuguée à un immun-sérum anti-antigène il 

sur un mglange de parois e t  de membranes 

Aspect u l t r a s  truc tu r  a.1 



Action de l a  f e r r i t i n e  conjuguée uii immun-sérum ant i -mtig6ne 1: 

sur un mélange de pzxois e t  de membrmes 

On distingue l a  f ixat ion de l a  f e r r i t i n e  sur des membranes isolées  

comme dsns l e  bas de l a  photogrzphie, ou à l ' i n t é r i e u r  de pnrois, 





'.ction de l a  f e r r i t i n e  conjuguée à un immun-sérum anti-antigène I? 

sur un mélange de parois  e t  de membranes 

Aspect u l t r a s t ruc tu r a l  
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r:ction de l a  f e r r i t i n e  conjuguée à un immin-sérum anti-antigéne .:? 

sur un mklange de parois  e t  de membranes 

Il s ' a g i t  i c i  de membranes içoléeç ,  Oc dist ingue nettement l a  

f i xa t i on  de l a  f e r r i t i n e  sur ce l l es -c i .  

m = membranes 

f e  = f e r r i t i n e  





effectuer  l a  réact ion avec 1 anticorps spécifique de 1 ' antigène R. 

Nous avons r é a l i s é  c e t t e  réact ion antigène-aaticorps sur l a  

suspension i n i t i a l e  r é su l t an t  de 12. centr i fugat ion à 12.000 g du broyat 

bactérien. Cette suspension qui contient  des débr i s  de p u o i s  e t  de 

membranes e s t  di luée au 1/50ème dails m tampon Tr i s  Mg, puis  t r -a i tée  

par l a  DNase pour éliminer l e  DIJA r e s t an t  dans l a  préparation. A 4 m l  de l a  

suspension précédente, on ajoute O, P m l  dPwie solut ion de désoxyribo- 
- 

nucléase ; on l a i s s e  incuber Ih 30 à 30°C, puis  on centr i fuze  10 min 

à 5.000 g. Le cu lo t  e s t  lavé ensuite dans l e  tampon Tris  149-, centr i fugé 
I 

't' 

- , '  14 

de nouveau, puis remis en suspension dans 4 m l  de tampon 'Wis Hg. 

On procéde enf in  au contact avec l e s  anticorps marqués à l a  

f e r r i  t i ne  , 

Aux 4 m l  de suspension me~flbranes-parois, on zjoute 1 m l  de 

l a  solution d 'znt icorps  marqués. On l a i s s e  en contact  une :iu.it à 37OC. 

On termine c e t t e  réact ion par une cei?"cifugation de 15 nia  à 8.000 g 

suivie  de deux lavages dans l e  tampo;~ S r i s  Hg. Le cu lo t  e s t  ensuite 

f ixé  e t  inclus  selon l a  technique décri  t e  pr6cédemment. 

Les photographies no 14, 15 e t  16 représentent  l e s  r é s u l t a t s  

obtenus avec c e t t e  technique. La photographie no 14 montre uqe réact ion 

en t re  un sérum prépar6 avec des mtigènes de paro i s  ; on v o i t  nettement 

l a  f e r r i t i n e  se placer au niveau de l a  paroi. La photographie no 15 

v i sua l i se  l ' a c t i on  d'un immun-sérum ânti-antigPne R marqué à l a  f e r r i t i n e  

sur un mélange de parois  e t  de membrmes g on dist ingue nettement dans 

l e  bas de l a  plaque l a  f i xa t i on  de 12. f e r r i t i l l e  sur des rncmbrsnes. Ceci 



e s t  encore plus  ne t  sur l a  plaque no 1:; qui nous montre des molécules 

de f e r r i t i n e  f i xée s  sur une membrane i so l ée ,  il s ' ag i t  i c i  vraisemblable- 

ment d'un morcesu de mésoçome. La réact ion aiitigènc-anticorps avec 

l'immun-sérum a n t i  X a donc l i e u  au niveau des membranes. 

On peut c e r t e s  pas conclure avcc ce seul  argument que 

l 'ant igène 2 que nous avons i s o l é  e s t  un cons t i t ua i t  de l a  membrane 

cytoplasmique ou du mésoçome g mais, dans l c  chapi t re  précédent, nous 

avions déjà démontré que c e t  antigène ne pouvait pas e t r e  ra t t aché  21 

l a  paroi, car il r e s t a i t  présent aussi  bien chez l e s  sphéroplastes e~ 

après l ' a c t i o s  des bactériopha9cs. Un autre  argument e s t  l e  f a i t  que 

l a  composition chimique de l a  membrane cytoplasmique lie révèle pas 

de composant classique de l a  paroi ,  comme l ' a c i d e  m a n i q u e  ou l ' ac ide  

diaminopimélicpe . 
La microscopie é lect roniq~~.e ,  avec l a  technique de marquage 

à l a  f e r r i t i n e ,  apporte donc l'argument déc i s i f .  Cet antigène R n ' e s t  

pas l e  const i tuant  uiiique de l a  mernh ane cytoplasmique, mais il en 

f a i t  sûrement p a r t i e ,  



III - ANALYSE CHIMIQUE ( *) 

Après avoir é tudié  l'emplacement de 1 'sntigène X2 dans l a  

c e l l u l e  bactkricnne, il é t a i t  in téressant  de connaître 1 ~ .  composition 

chimique de l a  f r ac t i on  antigénique i so lée .  

Cette étude a é t é  f a i t e  ;:.vec un matériel  doiit nous avons 

montré l a  pureté immunologique e t  co?trôlé  l a  pureté par électrophorèse 

en gel  de polyacrylarnide. I l  n ' e s t  cependant pas possible d'zffirmer 

quqil s ' a g i t  dfune protéine chimiquemerit pure, puisque seule l 9 u l t r a -  

centr i fugat ion analytique pourra i t  l e  préciser.  

L1&qtigène R a une s t ructure  glycopeptidique co1npos6e 

d'environ 6 5  p. 100 de protéines e t  35 p, 100 dPoses .  

La composition en acides aminés a pu ê t r e  é t a b l i e  à 

1' auto-analyseur d' aminoacides l'Tecl~iiconl' après une hydrolyse de 

18 i; à 1 1O0C par de 1 '11C1 5N, Ceci nous a permis de détçrmiiler l a  

composition moyenne suivante, exprinee en micromoles : 

Lysine 

Hist idine 

,4rginine 80 

Acide aspartique 11 8 

Acide glutamique 120 

Frolirie 54 

(*) !Jous tenons A remercier t r è s  sincèrement l e  Professeur LEDERER e t  
Elonsieur PETIT pour l a  r é a l i s a t i c ?  de c e t t e  étude cliiinique, 



Glycocolle 

Alanine 

Val iiie 

P.le thionine 

Isoleucine 

Leuc ine  

Tyrosiiie 

Phenyl a l  'mine 

?:or1 eucine 

On ne peut affirmer 1 absence de cystéine,  1 2iydrolyse chlorlljrdrique 

ne permettant pas de re t rouver  c e t  ûcide tuniné. 

Il s '  a g i t  l A  d'une composition moyenne, 1' z~iiLyse ayant 

été f a i t e  sur  plusieurs préparations d i f fé ren tes  dgantig&ies g analyse 

qui  nous a toujours montré une composition e t  une r épa r t i t i on  des 

d i f f é r en t s  acides aminés t r è s  procI~çdqwn échant i l lon à lqc .ut re ,  

C e  point e s t  important c m  il souligne l a  constance de notre methode 

de fractionnement. 

La composition en oses de l ' ant igène R a é t é  Gtnblie par 

un dosage de sucres neu t res  à 1 '0rc i i~01  qui nous a donné lz. auant i té  

t o t a l e  d'oses ; ensuite une chromatographie, après hydrolyse, dans l e  

solvant acéta te  d 'ethyle pyridine ezu (5-2-1) nous a permis de préciser  

au moins l a  présence de deux sucres : l e  glucose e t  l e  r ibose.  

I l  e s t  a no te r  que c e t  antigène ne semble pss contenir de 

f r ac t i on  l ip idique,  ce qui  pourra i t  ê t r e  en contradic t ion avec l e s  

r é s u l t a t s  obtenus par l ' é tude  de l a  s t ructure  membranaire, Il f au t  

rappeler q u ' i l  ne s ' a g i t  pas i c i  de l a  composition chimique de l a  



membrane cytoplasmique ou du mésosome, mais bien de l a  composition d'une 

f rac t ion  antigénique que nous pensons "re l iée"  à l a  membrane cytoplasmique. 

Il f au t  préciser  q u ' i l  n q  a é t é  trouvé dLms c e t  antigène ;i.ucuïil "marqueur" 

de l a  paroi  comme 1' acide muramique ou 1 acide diminopintélique, cec i  

nous confirme l e  f z i t  que lvan t igène  2 e s t  bien r e l i é  à des s t ruc tures  

membr anaires. 

Zn ce qui  concerne l a  composition en acides aninés, si nous 

comparons l e s  c h i f f r e s  que nous avons obtenus avec ceux proposés par 

2NGELI"LAN pour l e s  membranes de lTycoplc'.sma laydlawii ( 19G7, Congrès sur 

l e s  membranes biologiques),  nous constatons des r é s u l t a t s  identiques 

sauf pour l e s  points ci-après nommés. Pour l q a g i n i n e  e t  l e  glycocolle 

l e s  taux que nous avons trouvés sont t r o i s  f o i s  plus élevés, pour 

l ' a l an ine  e t  lq  &cide glutamique une f o i s  e t  demi plus élev6s ; d'autre 

par t  , nous trouvons des acides aminés raromati que s comme l a  pheiiylalanine 

e t  l a  tyrosine,  absents dans l ' é tude  dqENGELFLW. Il s ' ag i t  l à  d'une 

premiére ébauche de r6 su l t a t s ,  Cette &tude devra ê t r e  complétée e t  

poursuivie, notamment en ce qui concerne l a  composition en oses e t  

osamines. 

IV - - UTUDE IFP~RiitOLOSIQUT 

Après avoir' étudié l a  s t ructure  chimique de c e t  antigène, 

il é t a i t  in téressant  dS6tudier  quel é t a i t  son r ô l e  immunologique 

proprement d i t ,  c Pest-A-dire quels phénomènes imrnunologicpes pouvai t-il 



engendrer l o r squ ' i l  é t a i t  in t rodui t  dans un organisme, 

I l  é t a i t  in té ressan t  également de comparer l e  pouvoir immunologique 

engendré par l ' an t i gène  R i s o l é  avec l e  pouvoir imno log ique  engendré par  

des parois so lub i l i sées .  Notre étude a por té  essentielleinent sur l e s  

ph4nomènes d'irnmunite spécifique e t  non spécifique. 

1) Immunité non spécifique ....................... 

I l  ava i t  deja  é t é  démontré par c e r t a in s  auteurs comme BIOZZI (5) 

puis  FOX (20,21) que des in ject ions  de Elycobacterium phlei  à des animaux 

pouvaient entra îner  une rés is tance non spécifique à l ' i n f ec t i on  pa r  c e r t a in s  

germes. Nous avons r e p r i s  ces  expériences en immunisant des cobayes avec, 

d'une par t  l ' ant igène R ,  d 'aut re  p a r t  avec des parois  solubi l isées .  

a) Immunisation p m  1 ' antigène R membranaire . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Des l o t s  de cinq cobayes dPun poids de 400 g environ ont  reçu 

pendant quatre semaines par voie intradermique des in ject ions  hebdomadaires 

d'antigène R A l a  dose de 1 mg d'antigène par  in ject ion,  sous un volume de 

0,50 m l ,  mélangé a 0 , 2 5  m l  d'une solution d9 alun de potassium, a jus tée  

PH 7. 

Nous avons ensui te  inoculé, après un temps de latence de dix  

jours, une suspension de Salmonella e n t e r i  t i d i s  récemment i so lée .  



Ce germe e s t  cu l t i vé  pendant 12 h sur l e  milieu suivant : 

Tryp tone 20 ç 

Mr1C1 5 g 

Glucose I 2 f  

FIydroc hlorure de t h i  ~minc  0,005 g 

H O d i s t i l l é e  
2  OSO OP. 1 000 m l  

milieu a jus té  .3 pT-l 7 , 2  

7 - Des doses de 10 germes cil suspension d?as un taapon Tris  Mg 

e t  sous un volume de Ci,5 ml. ont  é t é  ensui te  inocul6es au cab;!>-e par  voie 

intra-péri tonéale,  

- Des l o t s  de cobayes témoins ont reçu en même temps des doses 

ider t iques  de germes sans antigène. 'Tous l e s  cobayes témoiiis sont morts 

dans un dé la i  var iant  de 8 à F jours, 

- Les cobayes c7yant reçu l ' r a t i g è n e  e t  l a  suspension de 

germes sont morts dans un dé l a i  de c i q  à s ix  jours e t  d r m  cer ta ines  

expériences ces  c h i f f r e s  ont é t é  r édu i t s  à 48 h. 

L in ject ion dP  <antigène l: ;lP nppor t e  donc aucune protection 

contre l e  développemerit de 1 infectio:: à Salmonella e n t e r i t i d i s  il 

semble memc que, dcms ce r t a in s  cc.s, il f a c i l i t e  c e t t e  infection.  

b) Immunisation par des parois - - - - - - - - - - - - -  

Nous avons r e p r i s  c e t t e  expérience mais en inoculant c e t t e  

f o i s  des parois  bactériemes s o l u b i l i s ~ e s  dans l e  m6lan9e urée - Bri j, 

Comme procédemment, des doses identiques d'ziiti96nes ont  été 



employ4es dans des conditions analoçacs. 

Des l o t s  de cobsyes ay?:-it reçu lqan t igéne  a i n s i  que des l o t s  

de cobayes témoins ont  Até inoculés i?vec des doses de lo7 germes de 

Salmonella en t e r i t i d i s .  Tous l e s  c o b q e s  témoins sont morts dans un 

dé l a i  va r ian t  comme d m s  l f e x p & r i c ~ c e  précédente de s i x  à hu i t  jours. 

Pm coiltre, l e s  cobayes z y a t  reçu l e s  parois  sont morts 

da i s  des dé l a i s  v?xiant de 12 à 14 jours. I l  semble donc bien q u ' i l  y 

a i t  eu acquis i t ion pcw l e s  cobayes vzccinSs, d'une ce r ta ine  rEsistance 

à l ' i n f ec t i on  par Salmonella e n t e r i t i d i s .  

2) Immunité spécifique ------------------- 

Des expériences analogues ont é té  f ~ i t e s  pow déterminer 

quel pouvait % t r e  l e  comportement de 1,iycobacteriwn tuberculosis  - inoculé 

cilez des animaw< r3yii12t reçu au préalable,  s o i t  l ' ant igène 2, s o i t  des 

parois  de Flycobactcrium phlei  solubi~. is&es.  Des cobayes oi:t donc é t é  - --- - 

préparés avec dcs sntigènes à des doscs e t  dans des condit ions identiques 

à c e l l e s  précédemment décr i tes .  D e s  l o t s  de cinq cobayes reçoivent des 

doses de 1 mg d 'antigjne (exprimé en protéines to ta les )  avec de 1' alun 

de potassium comme adjuvant. Les i i i  ject ions se  poursuiverlt quatrc 

semaines à raison d 'me  in jec t ion  ?cs semaine. Ensuite, cpprès wi temps ae 

la tence de dix jours, l e s  cobayes reqoivent -- Mycobacteriwn tuberculosis  

il 
H Rv pax voie iiltravcincuse à raisos? de 3 x 10 germes p m  cobiiqre. Des 
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l o t s  de cobayes témoins ont  reçu en nllme temps l a  même dose de germes. 



a) Inject ion deantigène R - - - - - - - - - - -  

L O i n jec t ion  dv antigène Tr n P  a apporté aucune imjn~ni t é  

p ro tec t r i ce  chez l e s  cobayes. Zn  e f f e t ,  à l1z.utopçie on s. retrouvé 

sur l e s  poumons l e  même nombre de l és ions  chez l e s  cobayes aycmt reçu 

l 'ant igène que chez l e s  tSmoins. Il ex i s t e  tou te fo i s  une différe-nce 

importante, l e s  l és ions  nodulaires sont plus marquées c t  étendues 

chez l e s  cobzyes immunisés. 

L' injection de l 'ant igène 2, au l i e u  dc minimiser l 'extension 

de 1 a maladie tuberculeuse, semble Ezvori se r  l e  développement des l és ions ,  

b) Inject ion de parois  so lub i l i sées  _ _ _ _ - - - - - - - - - - - -  

L' inject ion de parois so lub i l i sées  A des cobayes nous a 

apporté des r é s u l t a t s  identiques. Le nombre de l és ions  e s t  ideiltique 

chez l e s  cobayes i-isés e t  l e s  cobayes témoins, mais l e s  l és ions  

sont plus importantes chez l e s  cobayes immunisés, 

11 semble donc qias aussi b i e ~  1 i a j ec t i on  d t  axitigénes 

membranaires que l q i r i j e c t i on  d'antigènes pariétaux de --- Nycobacterium phle&, 

nsapporte aucune protection chez l e  cobaye, mais quvau con t ra i re ,  e l l e  

f zvorise 1 extension des l és ions  tubcrculeu.ses. 



Le but de notre t r a v a i l  ii é t é  de mettre au point  l e s  modalités 

d'obtention e t  de fractionnement des antigènes de Mycobcicterium phlei  

puis d'en é tud ie r  l a  s i tua t ion  dans l a  c e l l u l e  e t  éventuellement l eur  

raie. 

La r é a l i s a t i o n  de c e t t e  recherche a nécess i té  au préalable 

a) L'obtention de grandes qumt i tés  de germes dans des condit ions 

rigoureuses de cu l tu re ,  grace a l a  mise au point d fun i tEs  de fermentation 

adaptées à l a  cu l tu re  des mycobactéries. 

b) Une étude précise de l a  s t ructure  de ces germes en microscopie 

électronique de façon à preciser  1 'emplacement des zntigènes i s o l é s  

dans la c e l l u l e  bactérienne. Nous nous sommes plus particulièrement 

at taché à lPana ly se  de deux formations par t i cu l iè res  de --- Mycobacteriwn 

phlei  : l e  mésosome dont l e  volume e s t  t r è s  important au se in  du -- 

cytoplasme e t  l a  couche amorphe, responsable de 1 ' agglutination des 

bac té r ies  en t r e  e l l e s  e t  de l a  r é ~ i s t ~ m c e  du germe aux agents physiques 

ou chimiques. 



c) L a  mise au point  de méthodes de broyage permettant l 'obtent ion 

d1 antigènes de mycobactéries, s o i t  par cryobroyage, s o i t  par 1 emploi 

d 'alwninosil icates de synthèse, Potre préférence s ' e s t  portée sur l a  

seconde méthode qui e s t  dsmie r éa l i s a t i on  simple e t  peut ê t r e  u t i l i s é e  

pour l e  typage des mycobactéries. 

2) Les broyats bactériens obtenus p a r  l e s  techniques précédentes ont  
servi  a l a  séparation des d i f f é r en t s  const i tuants  cellulaires 

Bous avons r é a l i s é  l a  séparation dss parois  des antigènes 

solubles e t  par t i cu la i res  par des centr i fugat ions  d i f f é r en t i e l l e s .  

Les antigènes solubles e t  pa r t i cu l a i r e s  a in s i  séparés ont  é t é  

ensuite i s o l é s  p a r  une méthode de fractionnement b&e sm l 'emploi 

successif de sédimentation en gradient  de saccharose e t  de l a  gel  

f i l t r a t i o n  sur Çephadex, C1 e s t  1 q u t i l i s a t i o n  de deux techniques f a i s an t  

appel à des principes t r è s  d i f f é r en t s  qui ont permis l a  n i s e  au point d 'me  

méthode de séparation sé lect ive  e t  reproductible, La méthode des gradients 

par un partage préalable permet d 'obtenir  des groupements de t r o i s  ou 

quatre antigènes qus il e s t  possible ensuite de séparer sur Sephadex. 

Nous avons precxdlir a i n s i  des f rac t ions  antigéniques qui, 

par  contrôle immunologique e t  par vér i f i ca t ion  en gel  de polyacrylrni.de, 

se sont révélées  i so lées .  Nous ne prétendons pus que c c t t e  technique 

permette d' avoir des complexes protéidiques à 1 ' é t a t  pur, mais bien 

de f ract ionner  des antigénes. Il e s t  c e r t a in  que pour l 'obtent ion de 



f r ac t i ons  chimiquement pures une étape terminale en électrophorèse de 

ge l  de polyacrylmide s e r a i t  indispensable, mais diminuerait aussi 

considérablement l e  rendement déjà f a ib l e ,  Zn e f f e t ,  l e s  quailtités 

d'antigéne i s o l é  ont toujours é t é  peu importantes e t  l a  durée dsobtention 

d'une masse suff isante  dc matériel  pour entreprendre l 'é tude d'un 

antigène, nous a posé de sérieux problèmes. 

Farmi ces f r a c t i o n s  i so lées ,  l 'une d s e n t r t  e l l e s  a é t é  

étudiée plus particulièrement, c m  nous avions précisé  ziu préalable 

l e s  r e l a t i ons  de c e t  antigène avec l e s  mycobactéries, autres  que 

Mycobacteriwn phlei,  a i n s i  qus avec diverçcs bactér ies .  

3) L'étude de l 'ant igène i s o l é  a permis de consta ter  

a) q u ' i l  e s t  commun aux dif férc i i tes  espèces mycobactériennes étudiées,  

b) q u P i l  e s t  l i é  à l a  membrane cytoplasmique pour l e s  ra isons  suivantes : 

- l e s  sphéroplastes de llycobacterium phlei  dépourvus de paro i s  contiennent 

encore c e t  antigéne, 
.. !J 

- l a  dégradation des paro i s  p a r  des mycobactériophages spécifiques ia i içe  

pe r s i s t e r  1' antigène, 

- l a  technique à l a  f e r r i t i n e  a é té  employée pour visinaliser en microscopie 

électronique 1 semplaccment Se l q  antigène étudié (antigefie 2)  . Des immun- 

sérums préparés avec 1' antigène R o ~ i t  6 té  marqués à l a  f e r r i t i n e .  Un 

m6lange de membraneç e t  de parois  ;.. é t é  mis en contact  avec l'immun-sérum 

marqué e t  a permis de mettre en évidence l a  présence de f e r r i t i n e  autour 



des membranes , 

- l 'absence dans l a  composition chimique de c e t  antigène de ltmarqueurs" 

de l a  paroi comme l ' a c ide  muramique ou l ' a c i d e  diminopimkliquc. 

I l  n ' a  tou te fo i s  pas é t6  possible de préciser s i  c e t  antigène 

e s t  une p a r t i e  in tégrante  de l a  membrane ou s ' i l  s t a g i t  d'une f r ac t i on  

cytoplasmiqv.;r: t r è s  fortement l i & à  ce l le -c i .  

c)  Quq il possède des propr ié tés  immunologiques 

L t  injeckion d t  anticènc ;A une act ion aggrav~antc sur l ' i n f ec t i on  

bactérienne du cobüye pzr Salmonella typhi ou Ilycobactcriuni -.. tuberculosis ,  

I j tétudc de ces  propr ié tés  f e r a  l P o b J e t  dvune &tude complén~entaire. 

Au cours de ce  t r ava i l  nous aVOilS CU constamment comme idée 

d i r ec t r i c e  d' i s o l e r  des composants bactér iens  n a t i f s  e t ,  pour suivre  

ce fractionnement, l a  méthode de ciloix e s t  l a  c o n s t a t a t i o ~  du maintien 

des propr ié tés  antigéniques. 

Alors que de nombreux trcvaux concernant l a  chimie des 

composants c e l l u l a i r e s  mycobc.,ctériens ont  é t é  r&al i sés ,  cucu. de 

ceux-ci n 'a  permis de déterminer I n  nature chimique d'~aiic s t ruc ture  

donnée, Notre t r z v a i l  do i t  permettre dans 1 avenir, grace à l l i solement  

de q u ~ m t i t é s  p lus  importantes d'antigène, de mener A bien l q é t u d e  

chimique de cons t i tuan ts  immunologiquement dé f in i s  e t  structuralement 

loca l i sés .  
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