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Les membranes du p rocaryo te  M ycoplasm a. pneum oniae sont 

o b t e n u e s  p a r  une lyse  aux u l t r a s o n s  suivie  d 'une  centrifugation di f férent ie l le .  

Les p ro té ines  membranaires  sont s é p a r é e s  p a r  é l ec t rophorèse  s u r  gel de  

polyacrylamide en p r é s e n c e  d e  dodécyl sulfate d e  sodium.La local isa t ion d e s  

p ro té ines  e n  c o u r s  de  migration e s t  r é a l i s é e  à l ' a ide  de  sérum albumine bovine 

p r é c o l o r é e  a u  rémazol  br i l l iant  blue R .  Après  sectionnement d e s  g e l s  d 'acry-  

l amide , l e s  d i sques  de  gel  qu i  contiennent l e s  p ro té ines  lourdes  son t  inclus 

d a n s  un gel  plus p o r e u x , c e s  p ro té ines  sont r é c u p é r é e s  p a r  élution électro- 

phorétique.  

A p r è s  a v o i r  vé r i f i é  l ' ant igénic i té  d e  l ' é luat  p a r  r éac t ion  d'immunoprécipita- 

t ion d 'Ouchter lony,une technique immunoenzymatique (ELISA) e s t  mise au 

point pour  l a  détection d ' an t i co rps  an t i  M . pneum.oniae. 

Mots c lefs :  M ycopbsm a. pneum onbe , p ro té ine ,  élution é lec t rophorét ique,  

rémazol br i l l iant  blue R ,  ELISA.  



ABREVIATIONS U T I L I S E E S  DANS LE TEXTE 

CFU : Colony Forming Unit. 

DO : Densi té  Optique. 

S D S  : Sodium Dodecyl Sulfa te .  

T r i s  : T r i s  (hydroxy methyl) aminomethane. 

P B S  : Phosphate  Buffer Sa l ine .  

PAGE : Polyacrylamide G e l  e l ec t rophores i s .  

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorben t  Assay .  

S A B  : Sérum Albumine Bovine. 

RBBR : Remazol Br i l l iant  Blue R. 

C F T  : Complement Fixat ion T e s t .  

Ag : Antigène. 

Ac : Anticorps .  
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Le but d e  n o t r e  t r a v a i l  e s t  la  mise a u  point d'une réac t ion  sérologique 

spécifique pour le diagnost ic  d e s  infections à MycopLasma pneumoniae. 

S e l o n  l e s  t ravaux effectués p a r  d i v e r s e s  équipes é t r a n g è r e s ,  les 

pro té ines  membranaires  confèrent à M. pneumoniae son pouvoir  pathogène 

e t  s e  présentent  donc comme l e s  ant igènes  d e  choix pour  une réac t ion  

sérologique spécifique.  

Auss i ,  avons  nous mis a u  point une méthode d'obtention d e s  membranes  

d e  M. pneumoniae, s u r  lesquel les  s 'e f fectuera  l ' ext ract ion d e s  p ro té ines .  





Au c o u r s  d e  c e s  d e r n i è r e s  a n n é e s ,  une mei l leure  connaissance d e  l a  

s t r u c t u r e  d e  My copLasma-pneurnoniae a permis  d 'ef fectuer  d ' importants  p r o  - 

g r è s  d a n s  l a  compréhension d e  sa pathogénicité. 

C e  microorganisme,  dépourvu d e  p a r o i ,  e s t  un modèle ce l lu la i re  pra- 

tique pour  l 'étude d e  la  s t r u c t u r e  e t  d e s  fonctions d e  l a  biomembrane. S o n  

étude a n t i g é n i q u e  quelque peu d é l a i s s é e  e s t  actuellement r e p r i s e  à la suite 

d e  faux r é s u l t a t s  posit ifs  obtenus a v e c  l 'haptène glycolopidique, couramment 

u t i l i sé  d a n s  l e s  réac t ions  d e  dépis tage d e s  an t i corps  ant i  M .  pneumoniae. 

Le t r a v a i l  q u e  nous p résen tons  e s t  a x é  s u r  la sépara t ion  e t  l ' ext ract ion 

d 'ant igènes  membranaires  proté iques  d e  M. pneumoniae : 

- Le p r e m i e r  chap i t re  fai t  état  d e  généra l i t é s  concernant  M .  pneumoniae : 

posit ion taxoncmique, morphologie , s t r u c t u r e  e t  pathogénicité. Nous 

étudions e t  comparons l e s  d i v e r s e s  méthodes ac tue l l es  u t i l i sées  pour  l e  

d iagnost ic  d e s  infections à M. pneumoniae. 

- Le second chap i t re  t r a i t e  d e s  méthodes permettant  d 'obtenir  d e s  membranes  

d e  M. pneumoniae. A p r è s  a v o i r  comparé  p lus ieurs  types d e  lyse ,  nous  

envisageons  la récupéra t ion  d e s  membranes p a r  simple centrifugation dif- 

f é ren t i e l l e  -d'un lysat  ce l lu la i re  obtenu p a r  action d e s  u l t rasons .  

- Le t rois ième chap i t re  e s t  c o n s a c r é  à l 'obtention p a r  élution é lect rophorét i -  

que d e  p ro té ines  membranaires  a p r è s  sépara t ion  p a r  é lec t rophorèse  e n  gel 

d 'acrylamide e n  p r é s e n c e  d e  dodécyl sul fa te  d e  sodium e t  la vér i f ica t ion d e  

l e u r  antigénicité.  



- Le quatr ième c h a p i t r e  c o n s i s t e  en  l a  mise  a u  point d 'une t echn ique  irn- 

munoenzymatique ut i l i sant  l 'antigène proté ique obtenu pour  l a  détect ion 

d e s  a n t i c o r p s  a n t i  M. pneumoniae. 



HAPITRE 



Les mycoplasmes, auparavant dénommés PPLO (Pleuro Pneumo- 

nia like organisms) sont l e s  plus petits organismes unicellulaires capables 

d e  s e  multiplier en dehors  d e  cellules hôtes vivantes. Contrairement aux 

bac té r ies ,  i l s  ne possèdent pas  de paroi  rigide. Selon le "Bergey's Manual 

of determinative bacteriology" (1974 : dkme édition), i l s  appartiennent à la 

c l a s s e  des  Mollicutes ("Mollis" = souple, "cutis" = peau). Actuellement, 

c e t t e  c l a s se  e s t  subdivisée en  3 familles e t  2 genres  sont incer ta ins  (118). 

CLASSE DES MOLLICUTES 

. Famille des  Mycoplasmataceae : 

- genre MycopLasma 

- genre UreapLasma 

. Famille des  Acholeplasmataceae : 

- genre AchoLepLasma 

. Famille des  Spiroplasmataceae : 

- genre SpLropLasma 

. Genres  à position taxonomique incer ta ine : 

- genre AnaeropLasma 

- genre ThermopLasma 

1 - HISTORIOUE 

Le premier  mycoplasme, isolé en 1898 p a r  Nocard et  Roux, était  

l 'agent de  la pneumonie des  bovidés, maladie qui a décimé les élevages pen- 

dant l a  seconde moitié du 19 ième siècle.  



Le p r e m i e r  mycoplasme humain fut i so lé  e n  1937 p a r  Dienes e t  

Edsa l l  à p a r t i r  du pus  d'un a b c è s  d e  la glande d e  Bar thol in ,  les souches  iso- 

lées furent  c o n s e r v é e s  d a n s  l e s  l abora to i res  s a n s  identification. Ce n ' e s t  

qu ' après  l ' e s s o r  d e s  c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s  e t  l a  découver te  d e  mycoplasmes 

contaminant 80 % d e s  l ignées  ce l lu la i res  u t i l i sées  e n  virologie que l e u r s  

condit ions d e  cu l tu re  e t  d ' identif ication fu ren t  p r é c i s é e s .  Depuis ,  d 'année . 

e n  année ,  d e  nouveaux mollicutes sont  découver ts  a u s s i  bien d a n s  l e  r è g n e  

animal (167) que d a n s  l e  r è g n e  végétal  (1L2).D1autre p a r t ,  il e s t  à note r  

que  les r e c h e r c h e s  dans  l e  domaine d e s  végétaux, notamment l e s  é tudes  

s u r  l e s  sp i rop lasmes ,  profi tent  aux a u t r e s  règnes  du monde vivant,  c e  

besoin d 'échanges  d e  conna i ssances  fondamentales e n t r e  l e s  d i v e r s  domai- 

n e s  s ' e s t  accen tué  l o r s  d e s  r é c e n t s  symposium d e  mycoplasmologie (22). 

En 1944, l 'agent d lEaton (actuellement My copLosma pneumoniae) 

r e s p o n s a b l e  chez  l'homme d e  pneumonie atypique primitive fut  i so lé  s u r  

oeuf embryonné. C e  n 'es t  qu'en 1962 qu'un milieu ace l lu la i re  pour  la  crois- 

s a n c e d e  M. pneumoniae fut  é tabl i  p a r  Chanock, Hayflick e t  B a r i l e  (34). 

Cec i  a permis  l e  développement d e  p rocédés  d'identification e t  d e  méthodes 

sérologiques .  

I I  - ORIGINE 

E n  1980, Woese etedll(173) ont établi  d e s  pa ren teés  phylogénéti- 

q u e s  e n t r e  l e s  mycoplasmes e t  l e s  b a c t é r i e s  p a r  ana lyse  comparative d e  l e u r s  

~ f i ! W u ~ l é o t i d e s  d e s  r RNA 16s. Leurs  travauxpermettent  d 'af f i rmer  q u e  l e s  



mycoplasmes ne dérivent pas d'un primitif ancêtre "prébactérien", ils ont 

surgi par évolution dégénérative de formes eubactériennes -morphologique- 

ment, biologiquement et génétiquement plus complexes : le sous groupe 

Bacillus-Lactobacillus et Streptococcus des eubactéries gram + capables 

de sporuler. Les genres AnaeropLasma et ThermopLasma ont une position 

taxonomique incertaine, la classe des mollicutes est donc un groupe 

phylogénétiquement incohérent. Ces travaux ont été confirmés par Neimark 

et London (105) , par étude comparative des enzymes ils ont démontré que 

les mycoplasmes dérivent d'eubactéries diverses et que notamment le gen- 

re  AchoLepLasma est relié aux Streptocoques des groupes D et N de 

Lancefield. 

Plus récemment, Razin et col1 (126) ont démontré, par la techni- 

que d'hybridation avec du D N A  sonde, une homologie entre une séquence 

nucléotidique de l'opéron r r n B - r R N A  de escherichia CoLi et les opé- 

rons r R N A  de divers mollicutes. D'autre part leurs travaux suggèrent la 

présence de 1 ou 2 opérons seulement de gènes r R N A  dans le génome des 

mollicutes, ce nombre d'opérons est très inférieur à celui des eubactéries 

mais rejoint celui trouvé chez les archaebactéries. La petite taille de ce 

génome réduit considérablement la quantité d'informabs ;énétiqriec disponi- 

ble S .  

La simplicité de structure liée à cette réduction du génome rend 

les mycoplasmes incapables de silrvivre seuls dans la nature, leur faculté 

d'adhérer aux membranes des cellules hotes apparaît être associée à la 



perte de paroi et les mycoplasmes ont donc acquis par rapport aux espèces 

d'origine une capacité d'occuper de nouvelles niches écologiques chez les 

hôtes, ce qui étend les possibilités de pathogénicité des procaryotes chez 

l'homme. 

I I I  - PHYSIOLOGIE ET ULTRASTRUCTURE DE M .  pneumoniae 

A - Originalités des mvco~lasmes 

Le mycoplasme renferme le minimum de structures essentielles 

pour la croissance et la reproduction : une membrane pour séparer le cyto- 

plasme de l'environnement, des ribcsanes pour assembler les protéines 

cellulaires et une molécule de D N A  en double hélice comportant l'inforrna- 

tion pour cette sjtnthèse des protéines. Leur génome est le plus petit connu 

actuellement chez les procaryotes, il correspond au génome de Escbrichia 

coLi divisé par 6 (8). 

génome mycoplasme génome Escherichia coLi 

9 0,s . 10 Daltons 2 , 8  . 10 9 Dalton 

Ceci explique les exigences nutritionnelles de M. pneumoniae. 

Ce microorganisme, déficient en "acyl carrier protein" (138), est incapable 



d e  syn thé tyse r  les l ipides membranaires ,  a u s s i  la  p résence  d e  cho les té ro l  

e t  d ' ac ides  g r a s  d a n s  l e s  milieux d e  cu l tu re  e s t  indispensable.  

B - U l t r a s t r u c t u r e  d e  M. pneumoniae 

Le "coccus" e s t  la morphologie ce l lu la i re  d e  b a s e  d e s  c u l t u r e s  

de  mycoplasmes, l e  d iamètre  d e s  plus petits cocci  e s t  d 'environ 300 nm . 
Le mode d e  reproduct ion s 'effectue p a r  simple f iss ion b ina i re  (24). D e s  

formes a l longées  e t  fusiformes sont  également souvent o b s e r v é e s  ( longueur = 

100pm, é p a i s s e u r  = 0,4pm),  d e s  filaments produisent même d e s  s t r u c t u r e s  

b ranchées  mycéliennes d 'où l e  nom d e  mycoplasma ("Myces" = champignon, 

plasma" = forme). E n  1 9 7 0 ,  G e t  P. Biberfeld (17) observen t  dans  la p a r t i e  

effi lée d e s  ce l lu les  d e  M. pneumonlae (pa r t i e  appelée  "Tip") une s t r u c t u r e  

en forme d e  bâtonnet d e n s e  aux é lec t rons  .. Meng e t  P f i s t e r  démontrent e n  

1980 (99) à l ' a ide  d 'ant icorps  spécifiques a n t i  ac t ine  d e  lapin que  c e  bâtonnet 

cor respond  à un cytosquelette qui  confère  à M. pneumoniae une mobilité glis- 

sante .  De plus ,  les t ravaux d e  Neimark (1041, qui ont permis  d ' i so le r  une 

proté ine  "actin like", sont en  faveur  d'un t e l  mécanisme moléculaire d e s  

changements d e  forme e t  d e s  mouvements d e s  mycoplasmes. 

t 

C - La membrane d e  M. oneumonLae 

La membrane d e s  mycoplasmes fait  l 'objet  d e  nombreux t r a v a u x  
- 

depuis  quelques années .  Une plus grande connaissance d e s  mécanismes 

impliqués dans  les fonctions d e s  membranes d e s  mycoplasmes mènera à une 



meil leure  apprécia t ion d e s  mollicutes a i n s i  qu 'à  une mei l leure  compréhension 

d e  la biomembrane en  général .  

1 - Composition 

La composition généra le  d e s  membranes d e s  mycoplasmes e s t  la 

suivante (6 ,73,  119, 124) : 

- 5 0  à 60  % d e  p ro té ines  

- 30 à 40 % d e  l ip ides  

- 1 à 3 % d e  glucides  

Des  pet i tes  quant i tés  d 'ac ide  nucléique e t  d e s  ribcsomes son t  as- 

s o c i é s  à la membrane. Les membranes contiennent la to ta l i té  d e s  l ip ides  d e  

la cel lu le .  

1.1 - Les l ig ides  ----- ---- 
1.1.1 - T e n e u r  généra le  e t  organisat ion 

Smith (149, 152) a établi  la  composition e n  l ip ides  d e s  membranes 

d e  mycoplasmes : 

- 30 % d e  cho les té ro l  

- 65 % d e  l ip ides  po la i res  comportant : 

- glycérophospholipides e n  grande major i té  (11 1) 

- sphingomyéline 

- glycolipides n e u t r e s  

Les  l ipides sont  o r g a n i s é s  e n  une double couche (45) e t  l a  s t ruc -  

t u r e  d e  la membrane e s t  comparable au modèle d e  l a  "mosaïque fluide" d e  

S i n g e r  e t  Nicolson (147, f ig  1 page 1 4  

1.1.2 - Le choles tdrol  



Le cholestérol du milieu de culture est incorporé libre et son 

état reste libre dans la membrane (119). Certains auteurs (1Cg)i ont démon- 

tré une distribution égale du cholestérol entre les 2 couches de la membrane 

de M.  gaLLisepticum. 

L'assimilation du cholestérol fait intervenir des récepteur pro- 

téiques (441, une correlation peut être établie avec les membranes des cel- 

lules d'eucaryotes qui présentent des récepteurs de nature protéique (11) 

pour les LDL (Low Density Lipoprotein). 

Il semble jouer un  rôle important en stabilisant. les phospholipides 

de la membrane (119). 



lipide 

Fig 1 : Modèle en "mosaïque fluide" de  la  s t ruc ture  

membranaire selon S inger  e t  ~ i c o l s o n  (147) 

protéines 

bicouche lipidique 

pôle hydrophile 

pôle hydrophobe 

membranaire 



1.1.3 - Les lipides polaires 

La membrane de M. pneumoniae présente de grandes quantités de 

glycérophosphatidylcholine ou lécithine (111) dont la teneur représente envi- 

ron 30 % des lipides polaires. Il y a 50 % d'acide glycérophosphatidique et 

d'acide glycérodiphosphatidique. Les résidus en sphingomyéline représentent 

approximativement 10 %. Le reste des lipides polaires est constitué par des 

glycolipides neutres qui peuvent être utilisés comme haptènes dans les réac- 

tions de fixation du complément (1 11, 1 60). 

La liaison spécifique de certaines lectines aux mycoplasmes sug- 

gère que des résidus osidiques sont localisés à la surface ( 1 4 ~ ) .  

En 1981, Effrati et Rottem (44) ont démontré qu'il existait une 

certaine relation entre les lipides polaires et le cholestérol : quand le taux 

de lipides polaires membranaires baisse, l'assimilation du cholestérol dé- 

croît. 

1.1.4 - Lipides et fluidité membranaire 

Les mycoplasmes dépendent du milieu pour leurs acides gras et 

cholestérol. L'incorporation de ces lipides dans la membrane ne s'effectue 

pas au hasard, mais elle est sélective selon la qualité et la quantité des li- 

pides. Le contenu lipidique dépend également de la température de croissan- 

ce et de l'âge de la culture. Par  exemple, la composition en acides gras des 

membranes de mycoplasmes peut contrôler la teneur en cholestérol (881, en 

d'autres cas un changement de la concentration en cholestérol peut modifier 

la composition en acides gras (5). 



Actuellement, l'incorporation du cholestérol du milieu de culture 

semble être le facteur majeur pour déterminer l'état de fluidité membranaire 

à une température donnée (61. . 
Leslrot  éines -- ------- 

1.2.1. - Généralités 

Selon la théorie de la "mosaïque fluide", (167, fig 1 poge 14), 

les protéines membranaires qui représentent environ 60 à 70 % des protéines 

de la cellule (1201, flottent dans la bicouche lipidique (751. I l  existe : 

- des protéines extrinsèques ou périphériques. 

Si-tuées à l'extérieur, elles sont déplacées de la membrane par des traite- 

ments relativement doux comme les agents chélatants et les solutions de fai- 

ble force ionique. 

- des protéines intrinsèques ou intégrales. Leur dé- 

placement nécessite des traitements drastiques : cassure de la membrane, 

utilisation de détergents forts étant donné leur association intime avec la 

membrane. 

1.2.2 - Distribution des protéines dans la membrane 

Comme pour la membrane des cellules d'eucaryotes, la distribu- 

tion des protéines dans la bicouche lipidique chez M .  pneumoniae est asymé- 

trique (781. I l  a été démontré chez AchcLepLasma LaLdLa ~ r Ü ( 3 ,  41, espèce 

s u r  laquelle ont été effectués la majorité des travaux portant sur les protéines 

mmbranaires des mollicutes (74,1031, que la distribution asymétrique des 

protéines est affectée par l'âge de la culture, les conditions de culture et l e  

gradient électi-ochimique à travers la membrane. 



1.2.3 - Protéines particulières 

Des protéines à fonctions particulières ont été identifiées par 

diverses équipes de chercheurs ces dernières années. . 
- En 1977, Neimark (104)imlait une protéine "actin like" 

- La même année, Kahane et Brunner (77) démontrent 

la présence d'une glycoprotéine immunogène. 

- Toujours en 1977, P. Hu et col1 (69) identifient pour 

la première fois une protéine membranaire responsable de l'adhésion de hi. 

pneumoniae sur les cellules de la trachée : c'est la protéine P de masse 1 

moléculaire 165 000 à 195 000 Dalton. 

- En 1982, plusieurs auteurs (83) démontrent que cette 

fonction d'attachement est due à un.ensernble de protéines. 

- La même année, P. Hu et son équipe (67) localisent 

la protéine majeure d'attachement P au niveau du "Tip" de M. pneumoniae 1 

2 - Fonctions de la membrane 

2.1 - Support antigénique -- --------- -- 
La membrane de M. pneumoniae est le support de nombreux déter- 

ninants antigéniques. En 1965, Kenny et Grayston (81) extraient un glycolipide 

membranaire qui est toujours utilisé comme antigène dans la réaction de fixa- 

tion du complément pour le sérodiagnostic des mycoplasmoses. En 1981, P.  Hu 

et Col1 (67) identifient les immunoghes de nature protéique. 

2.2 - Activités enzymatiques ---------------- -- 
Plusieurs activités enzymatiques sont associées à la membrane des 

mycoplasmes (42, 133, 150) 



- l'A T Pase 
l 

- la p- nitrophényl phosphatase ~ 
1 

La NADH oxydase est cytoplasmique dans le genre MycopLasma, 

mais membranaire dans le genre AchoLepLasma. 1 
i 
l 

2 .3  - Le transport ---------- 
Plusieurs modèles de transport transmembranaire ont été décrits 

pour divers substrats (36). Comme dans le cas de la cellule d'eucaryote, l'A T 

Pase membranaire joue un rôle important dans ces systèmes de transport. 

Nous n'allons pas développer ici tous les systèmes connus jusqu'à ce jour, 

nous ajouterons simplement qu'il existe de nombreuses analogies avec les cel- 

lules d'eucaryote. 

2.4 - La mobilité ---------- 
L'étude de l'ultrastructure de M. pneumoniae a permis de mettre 

en évidence une structure particulière dénommée "Xp" (voir page 2 ) compor- 

tant des éléments contractiles (141) qui confèrent à ce microorganisme une mo- 

bilité glissante. Néanmoins, la compréhension du mécanisme de contraction 

des protéines "actin like" chez M. pneumoniae nécessite une étude plus élargie 

et il se peut que l'aspect fonctionnel de ce cytosquelette soit différent de celui 

de la cellule eucaryotique. 

2.5 - L'adhésion ---------- 
M. pneumoniae, ainsi que d'autres mycoplasmes, adhére aux 

surfaces inertes comme le verre et aux cellules hôtes. C'est la prppriété 



la plus importante de M. pneumoniae, elle explique la pathogénicité de ce 

microorganisme qui est considéré par certains auteurs (118) comme un pa- 

rasite de surface. . 

La majorité des travaux sur l'adhésion sont effectués : 

- soit avec des globules rouges (9, 10, 50, 84, 125, 154): 

étude de l'hémagglutination ou de l'hémadsorption . 
- soit avec des cultures cellulaires de cellules épithé- 

liales de la trachée de hamster (69, 83, 115, 154). C'est notamment avec ce 

type de matériel que les protéines membranaires responsables de l'adhésion 

ont été identifiées (voir page 22 1. 

- soit avec du verre (50). Cette étude a permis de 

mettre en évidence la complexité du processus d'attachement. Nous pouyons 

citer pour exemple le besoin d'énergie de ' M. pneumoncae pour adhérer à une 

surface en verre. 

Les récepteurs des globules rouges et des cellules de la trachée 

pour M. pneumoniae sont des résidus d'acide sialique de sialo jlycoprotéine 

(9 ,  1.54). Récemment, L.  M.  Loomes et Col1 (92) ont démontré que le récepteur 

sialilé est situé sur l'antigène 1 des hématies. Cette liaison entre le microor- 

ganisme et les cellules hôtes apparaît comme une fusion complète des membranes 

des deux cellules en contact par l'intermédiaire du "%p" (31, 115, 1251, elle 

induit d'importantes modifications des cellules parasitées. 



IV - PATHOGENICITE,  IMMUNITE E T  INFECTIONS A M .  PNEUMON I A E  

A - C a u s e s  & l a  pathogénicité 

1 - I m ~ o r t a n c e  d e  l 'adhésion d e  M. oneumoniae s u r  l e s  ce l lu les  

hôtes  

Le manque d e  pa ro i  permet aux mycoplasmes d ' a d h é r e r  intimement 

à la membrane plasmique d e s  cel lu les  hô tes .  D. Krause  e t  col1 (84) ont i s o l é  

d e s  souches  d e  M. pneumoniae mutantes non pathogènes ne p résen tan t  p a s  

c e t t e  p r o p r i é t é  d 'at tachement.  C e s  souches  étaient  déficientes soit e n  pro- 

té ine  P (10) soit  e n  d ' a u t r e s  proté ines  lourdes .  1 

2 - Conséquences  d e  l 'adhésion d e  M. pneumoniae s u r  

l 'épithélium r e s p i r a t o i r e  

2 .1  - Modifications d e  l a  ce l lu le  épithéliale c i l i ée  (31) ...................................... 
L'adhésion en t ra îne  d e s  modifications importantes d e  la ce l lu le  

épithéliale : 

- une désorganisat ion de  la c i l i a tu re  épithéliale.  

- d e s  l é s ions  ce l lu la i res  pouvant en t ra îne r  une fuite 

du cytosol ,  e t  une mort  d e s  cel lu les  pa ras i t ées .  

- une modification du métabolisme cellulaire, l ' inhibi-  

t ion d e  l a  synthèse  proté ique e t  d e s  a c i d e s  ribonucléiquesi68). 



2.2 - Libération d e  substances  toxiques ............................. 
L'attachement é t roi t  d e  M. pneumonbe aux ce l lu les  permet a u  

peroxyde s é c r é t é  p a r  l e  microorganisme d 'a t taquer  l e s  membranes cellu- 

l a i r e s  d e s  t i s s u s  s a n s  ê t r e  dé t ru i t  rapidement p a r  l a  c a t a l a s e  ou la pero-  

xydase  p résen t s  d a n s  l e s  l iquides ex t race l lu la i res  (25, 1%). S i  le  t i s s u  

p a r a s i t é  e s t  r e p r é s e n t é  p a r  d e s  e r y t h r o c y t e s ,  l e  peroxyde a l o r s  appe lé  

hémolysine induit l 'hémolyse (125). L'attachement d e  M .  bneurrioniae à la 

cellule épithéliale d e  la t r a c h é e  e s t  schémat isé  s u r  la f igure  2 (page 22). 

2.3 - Développement d 'auto  an t i corps  chez  l 'hôte ---- ------------------ ---______ 
L'adhésion du mycoplasme à la membrane ce l lu la i re  eucaryoti-  

que permet le t r a n s f e r t  d 'antigènes.  L'acquisition d 'ant igènes  d e  l 'hôte p a r  

l e  microorganisme peut a i d e r  l e  p a r a s i t e  à é v i t e r  ou à a l t é r e r  la r é p o n s e  

immunologique de  l'hôte,. e t  l 'acquisi t ion d 'antigènes mycoplasmiques p a r  la 

membrane d e  l 'hôte peu t  développer  d e s  réac t ions  autoimmunes qui sont  

communes d a n s  l e s  pneumonies à M. pneurnoniae chez  l'homme. Les auto- 

an t i corps  développeés  l o r s  d e s  infections sont v a r i é s  (16) : 

- d e s  agglutinines f ro ides  (153) d i r i g é e s  con t re  les 

globules rouges .  

- d e s  an t i corps  f ro ids  c o n t r e  les lymphocytes. 

- d e s  a n t i c o r p s  fixant l e  complément c o n t r e  d i v e r s  

ant igènes  t i s s u l a i r e s  (15) : poumon, t i s s u  nerveux,  muscle lisse. 

De grandes  r é s e r v e s  doivent ê t r e  fa i t e s  s u r  c e s  aff i rmat ions ,  

qui  méritent  d e s  é tudes  plus dé ta i l l ées .  Néanmoins, nous pouvons a f f i rmer  
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fig 2 : Illustration schématique de l'attachement de \A .  pneumoniae 

à la cellule épithéliale ciliée 

selon Brunner (25) 



q u e  l e s  agglutinines f ro ides  a p p a r a i s s e n t  souvent d a n s  l e s  infections à 

M. pneumoniae (331, e t  q u e  c e t t e  obse rva t ion  s 'expl iquera i t  actuellement p a r  

deux hypothèses  (16) ; c e s  agglut in ines  f ro ides  s e r a i e n t  l e  r é s u l t a t  : 

- so i t  d'une réac t ion  c r o i s é e  e n t r e  l 'Ag 1 d e s  éryth- 

r o c y t e s  e t  l 'Ag p r é s e n t  c h e z  le mycoplasme. 

- so i t  d'une in teract ion du microorganisme a v e c  la 

s u r f a c e  d e s  e ry th rocy tes .  

B - Immunité indui te  p a r  M .  pneumoniae 

I l  e s t  actuellement admis q u e  l a  pathogénicité d e  M.  pneumcniae  

peut  être c o n s i d é r é e  comme un équ i l ib re  e n t r e  l ' immunité p ro tec t ive  e t  l'im- 

munité r é a c t i v e  (25, 52). 

Immunité p ro tec t ive  : e l l e  décou le  d e s  r é p o n s e s  humorales  e t  c e l l u l a i r e s  qui  

limitent l ' abi l i té  d u  microorganisme à p a r a s i t e r  l'épi- 

thélium r e s p i r a t o i r e .  

r é p o n s e s  humorales  : Ant icorps  locaux,  I g  As ,  Ant icorps  c i r c u l a n t s  -- -------------- 
r é p o n s e s  c e l l u l a i r e s  : Lymphocytes T e t  B ---------- 

~mrnunifé  r é a c t i v e  : elle décou le  d e s  r é p o n s e s  humorales  e t  c e l l u l a i r e s  q u i  

ne son t  p a s  p ro tec t ives  mais peuvent ê t r e  p ré jud ic iab les  

à l 'hôte.  

rtSponses humorales  : Immuns complexes ,  auto  a n t i c o r p s ,  an t i co rps  c i rcu lan t s :  - ----------- 
agglut in ines  f r o i d e s .  Ant icorps  locaux: opsonisa t ion,  

a c t i v a t h  d e s  macrophages .  

r é p o n s e s  c e l l u l a i r e s  : In f i l t r a t s  immunoinflammatoires pér ibronchiques  (lym- ------------------ 



phocytes T e t  BI. 

C - Les infections à M. pneumoniae 

1 - Infection majeure  : l a  ~ n e u m o n i e  

M. pneumoniae e s t  l 'un d e s  agen t s  ét iologiques les plus communs 

d e s  maladies  du t r a c t u s  r e s p i r a t o i r e  chez  l'homme (25). La major i té  d e s  per-  

sonnes  ayant  une infection à M .  pneumoniae ont une maladie relat ivement bé- 

nigne dépourvue habituellement d e  complications. Actuellement,  l e s  c l in ic iens  

e t  épidémiologistes est iment q u e  5 0  % d e s  infections chez les adul tes  e t  20 % 

chez  l e s  enfants sont complètement asymptomatiques. Se lon  Foy e t  col1 (53, 

5 4 ,  55), l 4  à 20 % d e s  pneumonies sont d u e s  à M. pneurnoniae. Ce  mycoplas- 

me e s t  l 'un d e s  principaux agen t s  r e sponsab les  d e  pneumopathies a igues  non 

bac té r i ennes  d e  type pneumonie atypique primitive qui  s e  r encon t ren t  su r tou t  

chez  l e s  enfants  d 'âge  s c o l a i r e  (53). 

Aujourd'hui ,  c e s  d i v e r s e s  é tudes  épidémiologiques sont r e m i s e s  

e n  quest ion e n  r a i s o n  d e  l a  f a u s s e  spéci f ic i té  d e  l 'haptène glycolipidique uti- 

lisé d a n s  l e s  sé rod iagnos t i c s  (117). 

Les infections à M. pneumoniae sév i s sen t  principalement d a n s  

l e s  r ég ions  t empérées ,  il ex i s t e  une endémie permanente a v e c  une r e c r u d e s -  

cence  à l 'automne e t  e n  début d 'h ive r  (76). La t r ansmiss ion  s e  fait uniquement 

p a r  voie  o r a l e  e t  a é r i e n n e ,  mais la contagios i té  e s t  fa ib le ,  les pet i tes  épidé- 

mies s e  développent d a n s  l e  milieu familial  e t  l e s  col lec t iv i tés  (33, 47). 



2 - Autres affections respiratoires 

Si la pneumopathie à M. pneumoniae est l'aspect le plus typique, 

certaines complications ou localisations à l'appareil respiratoire méritent 

d'être connues (97, 100, 102, 17 5) : 

- rhinopharyngites, 

- laryngites, 

- trachéobronchites etc. . . 

3 - Affections satellites extra respiratoires 

Le tropisme de cet agent ne se résume pas aux seules affections 

respiratoires. M. pneumoncae est consi dér6 c o r n  responsabl e de cer- 

t ai nes mni f est at ions : 

- affections cutanées (60, 110, 1L5, 161). 

- affect ions mscul ai res et art  i cul ai res (65, 86, 

- affections neurologiques (32, 38, 82, 110). 

- affections cardiovasculaires (30). 

- manifestations hématologiques (agglutinines froides 

dirigées contre les globules rouges). 

La responsabilité directe de M. pneumoniae dans ces diverses af- 

fections est très discutée, seules des études plus détaillées et plus longues 

devraient permettre de déterminer son rôle. 



4 - Thérapie 

4.1 - antibiothérapie -------------- 
L'évolution des pneumopathies à M. pneumoniae est écourtée par 

l'administration d'un macrolide : erythromycine, oléandomycine ou d'une cy- 

cline : tétracycline et ses  dérivés (109). Malgré l'efficacité de ces antibio- 

tiques sur les symptômes, le microorganisme est toujours présent dans le 

tractus respiratoire, il peut être isolé pendant et après l'antibiothérapie 

6.2 - Les vaccins 

Les essais de vaccination ont débuté dès 1965 selon 2 modalités : 

- des vaccins inactivés par le formol (172). 

- des vaccins vivants atténués administrés par voie 

intranasale : Nous pouvons citer pour exemple le mutant thermosensible ts H43  

(109) obtenu par culture de M. pneumoniae avec un agent mutagène dérivé de 

la nitrosoguanidine. 

Ces vaccins se sont révélés peu efficaces. 

Aussi, plusieurs auteurs espèrent développer un vaccin plus effi- 

cace à partir des protéines membranaires et notamment de la protéine P 
1 

(67) responsables de l'adhésion sur les cellules hôtes. Selon eux, une meilleure 

connaissance des immunogènes membranaires, plus précisément une extraction 

des protéines par méthodes de séparation conventionnelle ou par techniques im- 

munoélectrochimiques et une purification par l'utilisation d'anticorps monoclo- 



naux permet t ront  d e  p rodu i re  d e s  p ro té ines  immunogènes appropr iés  à la 

production d'un vaccin.  

DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE DES INFECTIONS A M .  P N f  U M O N  I A E  

Comme l 'infection à M. pneumoniae n 'entra îne  p a s  toujours d e  

manifestat ions c l in iques  t r è s  évoca t r i ces ,  l e  diagnostic biologique e s t  d'un 

grand in té rê t .  

La mise  e n  évidence du microorganisme a s s o c i é e  à une a s c e n s i o n  

du t i t r e  en  an t i corps  s é r i q u e s  spécifiques permet d 'af f i rmer  le diagnost ic  ; 

l e s  réac t ions  sé ro log iques  i s o l é e s  sont d ' in terpréta t ion plus  dél ica te  e t  il 

en conviendra d '  e n  s u i v r e  l'évolution. 

A - Diagnostic d i r e c t ,  isolement e t  identification d e  M. pneumoniae 

1 - Milieux u t i l i sés  

Actuellement deux milieux synthétiques permettent  l ' isolement d e  

M. pneumoniae à p a r t i r  d e s  expectorat ions  : 

- le milieu d e  Hayflick (34, 64) : p r e m i e r  milieu acel -  

lu la i re  permettant  l a  c r o i s s a n c e  du microorganisme,  e t  commercia l isé  e n  

France .  (Voire composition page 43). 

- l e  milieu S P 4 ,  mis a u  point pour les spiroplasmes 

en  1977 (1691, non commercialisé en  F r a n c e  jusqu'ici. 



L'ut i l i sa t ion du milieu S P 4  permet un taux d ' isolements d e  M. pneu- l 

moniae à p a r t i r  d e  produits  biologiques supér ieur  à celui  obtenu p a r  cu l tu re  (?Ge ) l 
1 

s u r  milieu d e  Hayflick. Ce t te  amélioration peut a v o i r  u e i n c i d e n c e  importante 
l 

s u r  l e s  conna i ssances  épidémiologiques ac tue l l es  d e s  infections à M. pneumoniae . 

Par c o n t r e ,  toute  souche d e  l abora to i re  pousse  a u s s i  bien d a n s  l 'un que  dans  

l ' au t re  milieu d e  cul ture .  Le temps d'incubation e s t  l e  même pour  l e s  2 milieux. 

2 - 1 solement d e  M. oneumoniae 

2 .1  - Les prélévements  ---- ---------- 
M. pneurnoniae ayailt WE gamk affinité pour l a  membrane d e s  ce l lu les  

d e  l a  t r a c h é e ,  il e s t  impératif d 'obtenir  un maximum d e  ce l lu les  infectées .  

Ainsi ,  l 'expectoration du matin, l e  b r o s s a g e  endobronchique ou l e  l avâge  al- 

véo la i re  ( lorsqu ' i l  e s t  pra t icable)  sont d e s  méthodes d e  prélèvements s u p é r i e u r s  

à un écouvillonnage d e  gorge.  

2.2 - 1 noculation e t  condit ions d e  cu l tu re  ............................. 
S'il n 'est  pas  poss ible  d e  cu l t ive r  l e s  mycoplasmes immédiatement, 

il e s t  n é c e s s a i r e  d e  r e c o u r r i r  à un milieu d e  t r anspor t  favqrable  à l e u r  conser-  

vation.  Les milieux d e  t r a n s p o r t ,  qui  peuvent ê t r e  c o n s e r v é s  à -70' C pour  

une c u l t u r e  u l t é r i e u r e ,  sont 8 e s  milieus tamponnés contenant 500 U d e  peni- 

c i l l ine  p a r  ml pour  év i t e r  la prol i féra t ion bactér ienne.  

Les prélèvements sont inoculés  s u r  bouillons e t  géloses .  L'incuba- 

tion s 'effectue à 37' C en  a é r o b i o s e  ou e n  a tmosphère  d e  CO2 à 5 % d a n s  l ' azote  

ou l 'hydrogène.  I l  faut ve i l l e r  soigneusement au maintien d 'une a tmosphère  



humide, les mycoplasmes étant  t r è s  sens ib les  à la  dess icat ion.  

L'isolement e s t  long e t  r éc lame  une c e r t a i n e  expér ience  (12,  20, 110) 

M. pneumoniae cult ive lentement,  l e s  c u l t u r e s  sont g a r d é e s  4 semaines  avant 

d ' ê t r e  cons idérées  négatives.  

2 . 3  - Identif ication ------------ 
2.3.1 - La morphologie d e s  colonies 

Les colonies sont  r e c h e r c h é e s  à p a r t i r  du 5ième jour à un gros-  

s issement  d e  x 100 à t r a v e r s  l e  milieu d e  cu l tu re  d a n s  l e s  boîtes i n v e r s é e s  

s u r  l a  platine d'un microscope o rd ina i re .  Les colonies d e  M.  pneumoniae ont 

d e  10 à 500p.de diamètre  ; e n  vie i l l i ssant  e l l e s  prennent un aspec t  e n  "oeuf 

s u r  l e  plat" t r è s  c a r a c t é r i s t i q u e  (121, a s p e c t  t r è s  accen tué  a p r è s  colorat ion 

d e  Dienes.  

2.3.2 - C a r a c t è r e s  biochimiques 

De nombreuses p ropr ié tés  biochimiques permettent  d e  d i f fé renc ie r  

M. pneumoniae d e s  a u t r e s  e s p è c e s  d e  mycoplasmes : 

- fermentation du  glucose : d è s  que l 'acidification du 

milieu a p p a r a î t ,  i l  faut r ep iquer  si l 'on ne veut pas  p e r d r e  la souche.  

' - p r é s e n c e  d 'une hémolysine soluble d e  type (155) 

- c a r a c t è r e  hémadsorbant (62) 

- réduct ion e n  a é r o b i o s e  du 2 ,  3, 5 triphe/nyl tétrazo- 

lium (144). 

2.3.3 - C a r a c t è r e s  antigéniques 

Diverses  techniques immunologiques permettent  d ' ident i f ier  les 

souches  i s o l é e s .  



2.3.3.1 - L'inhibition de  c r o i s s a n c e  : G I  ("growth inhibition") 

La c r o i s s a n c e  d e  M. pneumoniae e s t  inhibée p a r  l ' ant icorps  spé- 

c i f ique dont il provoque l a  formation. Ce t te  inhibition e s t  habituellement 

r é v é l é e  p a r  la  technique d e s  disques  d e  pap ie r  f i l t r e  imprégné d e  s é r u m s  

immuns déposés  s u r  les gé loses  (391, nous pouvons a p p r é c i e r  une zone d ' inhi-  

bition autour  d'un d e s  d i sques .  

2.3.3.2 - L'epifluorescence 

L'identification d e  M. pneumoniae peut également s 'e f fectuer  p a r  l'u- 

t i l i sa t ion d'immunsérum spécifique d e  lapin e t  d'immunsérum antiglobuline d e  

lapin f luorescent  (35, 163) ; à c e t  effet C l a r k  e t  Col1 (37) ont établi  une né- 

thode d e  t r a n s f e r t  d e s  colonies d e  mycoplasmes s u r  uns  s u r f a c e  en v e r r e  s u r  

laquel le  nous effectuons la  réact ion.  L' intérêt  d e  ce t t e  réact ion r é s i d e  d a n s  

s a  rap id i t é ,  en  effet l e s  t e s t s  d'inhibition d e  c r o i s s a n c e  ont l e  désavantage 

d ' ê t r e  longs à c a u s e  d e  la  c r o i s s a n c e  lente  d e  c e s  microorganismes.  

La f réquence d e s  isolements d e  M.  pneumoniae e s t  t r è s  b a s s e  

(20,  21) a u s s i  l e  d iagnost ic  sérologique voit son importance agrana ie .  

D 'au t re  p a r t  l ' isolement e t  l ' identif ication d'un mycoplasme à p a r t i r  d 'un  

produit  pathologique ne  peut su f f i re  à é t a b l i r  une re la t ion d e  cause  à effet  

e n t r e  c e  mycoplasme e t  le syndrome observé .  I l  e s t  indispensable d e  p r o u v e r  

son r ô l e  antigénique e n  démontrant l 'élaboration d 'ant icorps  spécifiques hu- 

moraux ou d e  cellu1es.immunocompétentes. 

B - Le diagnost ic  sérologique 



Le t i t r age  d e s  an t i corps  s é r i q u e s  spécifiques a n t i  M.  pneurnoncae 

peut ê t r e  réalisé p a r  d i v e r s e s  techniques.  Leur r e c h e r c h e  do i t ,  pour  ê t r e  

cons idérée  comme posi t ive ,  mont re r  un taux d 'ant icorps  spécifiques é levé  

ou mieux, l e u r  ascens ion  significative à 2 prélèvements pra t iqués  à 2 ou 3 

semaines  d ' in terval le ,  co r respondan t  à un s tade  p r é c c c z  e t  à un s t a d e  tardif 

d e  la maladie. 

1 - Techniaues  sé ro loe iaues  c l a s s i a u e s  

1.1 - L'immunofluorescence ind i rec te  .......................... 
L'immunofluorescence ind i rec te  fut la  l è r e  méthode sérologique 

u t i l i sée  p a r  C.  Lu en  1957 (911, l 'antigène étai t  const i tué  p a r  d e s  coupes  

d'embryon d e  poulet infecté  (163). D 'autres  antigènes lui sont  p r é f é r é s  ac- 

tuellement : d e s  colonies d e  M. pneurnoniae f ixées  s u r  l e s  lames d e  microscope 

(90). Mais l e s  difficultés d e  c e t t e  technique limitent son application couran te .  

1.2 - L'hémagglutination ind i rec te  e t  l ' inhibition d e  l'hémag- .......................................... 
elutinine d e  M. oneumonLae 

C e s  2 techniques n e  sont p a s  p ra t iquées  cpuramment. L'hémag- 

glutination e s t  une méthcde t r è s  sens ib le  mais relat ivement peu spécif ique,  

l 'antigène cons i s te  en  un culot  d e  ce l lu les  d e  M. pneurnoncae ayant s u b i  

l 'action d e s  u l t r a s o n s  (163 ). 

Feldman e t  S u h s  ont démontré e n  1966 (48) que M. pneumonLae vi- 

vant a la p r o p r i é t é  d'une hémagglutinine, c e t t e  p ropr ié té  e s t  u t i l i sée  pour  l a  

m e s u r e  d e s  a n t i c o r p s  (41). 



1.3 - Les réac t ions  d'inhibition d e  c r o i s s a n c e  e t  d'inhibition .......................................... 
métabolique --------- 

L'inhibition d e  c r o i s s a n c e  d e  M. pneumoniae (GI)  peut ê t r e  ap- 

pliquée à l a  r e c h e r c h e  d ' an t i corps  s é r i q u e s  à l 'aide d 'une souche d e  référen-  

c e  connue (72). Cependant, son uti l isat ion quanti tat ive e s t  dél ica te  e t  sa 

l e c t u r e  diffici le.  Auss i ,  préfère-t-on pour  ce t  usage  les réac t ions  d'inhibi- 

tion métaboliques. Deux p r o p r i é t é s  métaboliques d e  M. pneumoniae sont  

u t i l i sées  : la fermentation du glucose ou la réduction du tr iphényltétrazolium. 

Nous recherchons  donc si l e  sérum du patient  renferme d e s  an t i corps  suscep- 

t ib les  d ' inhiber la fermentation du glucose (165) ou l a  réduction du tr iphénylté-  

trazolium (73) p a r  une souche connue d e  M .  pneumoniae e t  jusqu'à que l l e  dilu- 

tion du sérum ce t t e  inhibition a l ieu.  

C e s  réac t ions  nécess i tent  d e  nombreuses précaut ions  e t  l e u r  

l e c t u r e  peut ê t r e  f a u s s é e  p a r  l ' exis tence concomitante d'un trai tement anti- 

biotique chez  l e  malade,  le sérum renfermant  a l o r s  d e s  antibiotiques inhibant 

l e  développement d e  M. pneumoniae (151). C e s  réac t ions  sont  sens ib les  e t  

spécifiques mais beaucoup t r o p  longues à r é a l i s e r .  

1.4 - La réac t ion  d e  fixation du  complément C F T  .................................... 
C'es t  la réac t ion  la plus  couran te ,  c e  n ' e s t  p a s  l a  plus sensible .  

L'antigène habituellement u t i l i sé  e s t  l thaptène glycolipidique obtenu à p a r t i r  1 
d e  membranes d e  M. pneumoniae p-ar ex t rac t ion  a u  chloroforme méthanol (80) 

il a fait  l 'objet  d e  nombreux t ravaux (111, 127, 128). S c h i e f e r  e t  col1 (144) ont 

démontré  p a r  l 'ut i l isat ion d e  l ec t ines  q u e  !a par t i e  glycosidique composée de  



galactose et de gliicose était localisée à la surface 'de la membrane. De 

nombreuses études épidémiologiques ont été effectuées à l'aide de la réaction 

CET, notamment dans les pays anglo-saxons et nordiques (47, 55, 156). 

Encore actuellement, c'est la méthode de routine pour le sérodiagnostic des 

infections à M. pneumonLae(l29, 166). En 1980, E. B. Roach et col1 (131) 

ont même développé une technique de CFT pour la mesure des Ig M en vue 

de diagnostiquer les. infections récentes. 

Il y a quelques années, certains auteurs (25, 28, 58) se sont 

rendus compte que cet haptène glycolipidique présentait une communauié anti- . . 

génique avec les glycolipides de certains végétaux et d'autres microorganismes; 

d ' a i l l e~ r s  déjà en 1969 Placket et col1 (111) en étudiant la séparation et l'iden- 

fication des lipides sérologiquement actifs de M .  pneumontae prévoyaient 

l'existence de telles réactions croisées. De fausses réactions positives peu- 

vent être également observées chez les sujets atteints de pancréatite (87). 

1.5 - Autres réactions utilisées ------------------- 
1.5.1 - Les agglutinines froides 

Le petit nombre de patients qui présentent une élévation significa- 

tive en agglutinines froides et le grand nombre de fausses réactions positives 

suggèrent que ce procédé est de valeur limitée dans le diagnostic biologique 

des infections à M. pneurnoniae . 
1.5.2 - Le test mycoplasmacidal : MCT ("Mycopla smacidal Test") 

L'action combinée des anticorps et du complément produisent des 1é- 



s ions  d a n s  la  membrane d e  M. pneumoniae qui  conduisent à l a  mort du microor- 

ganisme. Brunner  e t  col1 (26) ont u t i l i sé  c e t t e  p r o p r i é t é  mise e n  évidence p a r  

Gale  e t  Kenny (56) af in  d e  développer  un t e s t  sérologique reproduct ible .  I l s  

ont démontré  la g rande  sens ib i l i t é  d e  c e  t e s t  comparativement aux r é a c t i o n s  

d e  CFT e t  d'inhibition métabolique. Mais c e t t e  technique a l e  désavantage 

d ' ê t r e  longue e t  diff ici le à r é a l i s e r  étant  donné la c r o i s s a n c e  lente du micro- 

organisme.  

1.5.3 - La c o n t r e  immunoélectrophorèse : C I E P  

La c o n t r e  immunoélectrophorèse peut s 'appl iquer  à l a  r e c h e r c h e  

d e s  an t i corps  d a n s  l e s  s é r u m s  (57). S o n  p r inc ipe  cons i s te  e n  l a  formation d 'un 

p réc ip i t é  Antigène -Anticorps a p r è s  migration é lect rophorét ique,  l e s  s é r u m s  

é tant  p lacés  du c ô t é  anodique e t  l e s  ant igènes  du c ô t é  cathodique. C e t t e  tech- 

nique a le désavantage d ' ê t r e  seulement une méthode quali tat ive e t  d e  p r é s e n t e r  

une sensibi l i té  beaucoup plus  b a s s e  que celle d e  l a  réac t ion  d e  CFT. Tout 

sé rum présen tan t  une réac t ion  posit ive doit  ê t r e  t i t r é  se lon une méthode 

beaucoup plus  sensible .  

2 - I\rouvelles techniques sérologiques  

A l a  su i t e  d e s  problèmes p r é s e n t é s  p a r  les méthodes d é c r i t e s  

précédemment,  notamment la faible sensibi l i té  d e  la réac t ion  d e  CFT e t  l e  

manque d e  spécif ic i té  d e  l 'haptène glycolipidique d e s  nouvelles techniques  

ut i l i sant  d e s  ant igènes  d e  n a t u r e  di f férente  se sont développées.  

2.1 - La radioimmunologie ---------------- 
L'utilisation d e s  radioisotopes  a permis  à c e r t a i n s  a u t e u r s  d e  

développer  d e s  techniques d e  dépis tage d e s  an t i corps  an t i  M. pneumoniae 

t r è s  spécifiques e t  t r e s  sens ib les  (27, 28) e t  d e s  méthodes simplifiées d e  



détection d e s  I g  M .  Malgré s a  simplicité,  c e  p rocédé  ne peut pas  ê t r e  développé 

pour  l e  diagnostic d e  l abora to i re  courant  étant  donné s e s  contra intes  maté- 

rielles e t  adminis t ra t ives .  

2.2 - Enzyme - Linked - Immunosorbent - a s s a y  : ELISA -- -----------y-------------------------- 

Cette 'méthode,  comme l a  précédente ,  e s t  sens ib le  e t  simple. Con- 

t ra i rement  à la radioimmunologie e l l e  a la  chance d e  pouvoir s ' é t ab l i r  d a n s  

tout l abora to i re  d e  dépis tage.  Aujourd'hui, l e s  a u t e u r s  sont  tous d'accord, '  

pour  a f f i rmer  que c e  p rocédé  remplacera  d a n s  l e s  années  à venir  la  r éac t ion  

d e  CFT. Comme l 'haptène glycolipidique d é c r i t  antér ieurement  donne d e  f a u s s e s  

réac t ions  posit ives (25, 27,  879, d e s  nouveaux ant igènes  ont été u t i l i sés  : 

- Raïsanen e t  col1 (117) ont t e s t é  une f ract ion p ro té ique  

b ru te  d e  M .  pneumoniae obtenue a p r è s  t ra i tement  ai! tween-éther. Une é tude , 

comparative (43)  e n t r e  la réac t ion  ELISA a v e c  c e t  antigène récemment commer- 

c i a l i s é  (Orion-diagnostical e t  la réac t ion  d e  C F T  uti l isant  l 'haptène glycolipidi- 

que  a permis  d 'admet t re  la  grande s u p é r i o r i t é  d e  ELISA.  

- Busolo e t  cc11 (29) ont t e s t é  une suspension d e  cel-  

l u l e s  d e  M. pneumoni~e. C'es t  a v e c  c e  p rocédé  que  fut démontré  la  p r é s e n c e  

courante  d e  fac teur  rhumatoïde dans  les infections à M. pneumoniae (101) l o r s  

du dépis tage d e s  I g  M. C e  type d'antigène ce l lu la i re  n 'es t  p a s  commercia l isé  

étant  donné son manque d e  stabil i té.  

De toute ces prépara t ions  antigéniques aucune ne  p résen te  un 

grand d e g r é  d e  pure té .  La p r é s e n c e  d e  déterminants  antigéniques provenant 



du milieu d e  cul ture  n 'a jamais é t é  vér i f ié ,  malgré  l e s  p r o p r i é t é s  a d s o r o a n t e s  

d e  M. pneumoniae (178) 

Une sépara t ion  e t  une purification d e s  p ro té ines  membranaires  

permet t ra ient  donc : 

- une amélioration du diagnost ic  sérologique 

- d 'envisager  la production d'un nouveau vaccin 

- une mei l leure  compréhension d e  l a  réponse  immune. 

Mais l 'extractior.  d e s  p ro té ines  doit s 'e f fectuer  s u r  un m a t é r i e l  

bien défini : l a  membrane d e  M.  pneumoniae. Auss i ,  décr ivons  nous d ' abord  la 

méthode d 'obtent ion d e  membranes avant  d 'é tudier  l ' isolement d e s  p ro té ines  e t  

l e u r  uti l isat ion en  techniques  sérologiques .  



TRAVAUX PERSONNELS 





Deux raisons essentielles font que la membrane des mycoplasmes 

est un des meilleurs zystèmes pour l'étude de la biomembrane (6)  : 

- la facilité d'isolement de la membrane par l'absen- 

ce d'organites et de paroi. 

- la possibilité de contrôler la composition de la 

membrane par modification des constituants du milieu de culture. M. pneu- 

moniae est très exigeant, il absorbe particulièrement les acides gras et le 

cholestérol du milieu. 

Malgré les nombreüses études effectuées sur la lyse des mollicutes 

(121, 122, 123, 1461, la sensibilité de M . pneurrnoniae aux diverses méthodes 

de lyse reste actuellement peu connue et nous sommes donc contraints de com- 

parer plusieurs procédés dans le but d'obtenir des membranes intactes sur 

lesquelles s'effectuera une extraction des antigènes désirés. Deux méthodes 

de préparation des membranes de M. pneumoniae ont été rapportées jusqu'à 

ce jour : 

- Obtention des membranes après exposition des my- 

coplasmes aux ultrasons par Banai et col1 (9). 

- Isolement des membranes par lyse osmotique après 

contact au glycérol par Kahane et Brunner (77). 

Non seulement la sensibilité des mycoplasmes aux diverses metho- 

des de lyse varie selon les espèces (121, 123) mais elle varie également selon 



les souches. En effet, la souche M. pneumoniae 65.2053 utilisée par J . D. 

Pollack et col1 (112) est sensible à la lyse osmotique, alors que la souche 

M. pneumoniae F H  que nous utilisons est résistante (9). 

D'autres procédés également considérés comme méthodes "douces" 

au même titre que la lyse osmotique ont été utilisés pour lyser les souches 

résistantes à la lyse osmotique : 

- La digitonine, en se fixant au cholestérol des mem- 

branes, induit la lyse du microorganisme (136). Mais la digitonine est rete- 

nue dans la membrane et peut donc nuire à toute analyse ultérieure des cons- 

tituants membranaires . 
- U n  précontact des cellules de mycoplasme avec du 

glycérol augmente la sensibilité à la lyse osmotique (1401, un certain nombre 

de mycoplasmes résistants à la lyse osmotique deviennent sensibles par cette 

méthode (77, 79). 

Nous vérifions la résistance de la souche M. pnecrmonioe Fli à 

la lyse osmotique et nous étudierons une lyse osmotique précédée d'un pré- 1 
contact avec du glycérol. 

Une autre méthode dite "douce" nous semble appropriée pour ce 

microorganisme : une lyse enzymatique. En raison de la richesse particu- 

lière en lipides (124) et en phospholipides (111) de la membrane, nous allons 

étudier l'action de 2 enzymes lipolytiques : la lipase et la phospholipase A2. 

La lyse par action de la lipase s '  est révélée active sur diverses espèces de 



mycoplasmes (123), mais jusqu'à c e  jour aucun e s s a i  n'a é t é  effectué s u r  M.  

pneumoniae. Effra t i  e t  col1 (441, en étudiant a u  moyen d e  l a  phospholipase A2 

l e  r ô l e  d e s  l ip ides  d a n s  l 'assimilation du cho les té ro l  p a r  d i v e r s e s  e s p è c e s  d e  

mycoplasmes, ont démontré  que 50 % d e s  l ip ides  membranaires  étaient  hydroly- 

sés. Une hydrolyse a u s s i  importante d e s  l ip ides  membranaires  pour ra i t  induire  

la l y s e  d e  M. pneumoniae. 

La l y s e  aux u l t rasons  cons idérées  comme "drastique" (6 ,119,  146) 

b r i s e  les cel lu les  e n  d e s  f ragments  t r è s  pet i t s  diff ici les à r é c u p é r e r  p a r  

ultracentrifugation.  Mais c e t t e  méthode a l 'avantage d 'u t i l i se r  un paramèt re  

var iable  en  modifiant l e s  temps d'exposition aux u l t r a s o n s ,  il e s t  peut-être 

poss ible  d 'obtenir  d e s  membranes d e  M. pneumoniae plus ou moins endommagées 

mais d e  qual i té  a s s e z  bonne pour  une étude antigénique. 



I I  - MATER IEL E T  METHODES 

A - Cul tu re  

1 - Souche  

1.1 - or ig ine  ------- 
Nous ut i l i sons  la  souche M. pneumoniae FH i so lée  p a r  Liu e n  1957 

(91). El le  nous fut aimablement offerte p a r  Madame Krembel d e  l ' Ins t i tu t  

P a s t e u r  d e  Lille. ( s  ouche d e  l abora to i re  provenant du département d e  virolo- 

gie d e  l ' Ins t i tu t  P a s t e u r  d e  P a r i s  : Madame Bonissol). 

1 .2  - Clonage.. e4 stockage d e  la souche ........................... 
Afin d e  maintenir  s a  propagation,  la souche fut ensemencée d a n s  

un milieu liquide contenant du glucose e t  du rouge d e  phénol. La p r é s e n c e  

d e  glucose stimule la c r o i s s a n c e ,  mais l 'acidification produite diminue la vi- 

ta l i té  d e s  microorganismes.  Ainsi ,  l e  milieu glucosé  permet d ' a p p r é c i e r  la  

c r o i s s a n c e  d e  M. pneumoniae mais ne doit  pas  ê t r e  u t i l i sé  pour  la  conserva-  

tion d e s  souches  p a r  congélation. Dès  que l e  bouillon devient légèrement  

o rangé ,  nous  repiquons s u r  un milieu gé losé  ; a p r è s  10 jours  d ' incubation 

à 37O C l 'une d e s  colonies  o b s e r v é e s  a u  microscope e s t  r ep iquée  en pré levant  

l e  bloc d ' a g a r  la  renfermant  e t  en  l ' é c r a s a n t  en  milieu liquide. Cet te  opéra -  

t ion,  r é p é t é e  3 fo i s ,  permet d e  c l o n e r  la souche.  Celle-ci peut ensui te  ê t r e  

conservée  congelée à-GO0 C en  a l iquots  d e  milieu liquide non glucosé.  . 



Tout a u  long d e  nos  t ravaux,  la cu l tu re  d e  chaque souche congelée 

e n  bouillon glucosé  devenait  légèrement o rangée  exactement a p r è s  7 jours  d'in- 

cubation à 37" C ; c e t t e  suspension s e r v a i t  à incuber  l e s  f lacons  d e  cu l tu re .  

2 - Conditions d e  cul ture  

2 . 1  - Milieu u t i l i sé  ---------- 
Nous ut i l i sons  l e  milieu d e  Hayflick (34). 

2.1.1 - milieu d e  b a s e  : 

......................... - peptone bactériologique. .  10 g 

............................... - e x t r a i t  d e  viande. .  10 g 

-MgSO4 7H20 ..................................... 0 , 2  g 

- Eau bidis t i l lée  Q. S .P.. ........................... 1 l i t r e  

2 .2 .2  - supplément d 'enr ichissement  (en concentra t ions  f inales)  

- sérum d e  poulain.. .......... .,. ..... ... ......... 20  % 
v/v ................................. - e x t r a i t  d e  l evure  10 % 

...................................... - pénicil l ine.  1000 UI/ml 

.............................. - a c é t a t e  d e  thallium.. 1/2000 - 
.................................... - g  lucose . . . . . .  1 % 

P / V  
- r o u g e  d e  phénol ................................... 0,0006 % 

Le sérum d e  poulain appor te  d e s  proté ines  nature l les ,  d e s  l ip ides  

non toxiques,  du cho les té ro l  non e s t é r i f i é ,  d e  l ' u r é e .  C e r t a i n s  a u t e u r s  uti l isent  

du sérum idu cheval ,  d ' a u t r e s  préconisent  du sérum d e  cheva l  pr ivé  d e  gamma- 

globulines. Le sérum d e  poulain doit ê t r e  c o n s e r v é  congelé.  



L'extrait  d e  l evure  e s t  une solution à 2 5  % (P/V),  ce t  autolysat  

doit  ê t r e  fraîchement p r é p a r é  à p a r t i r  d e  l evure  d e  boulanger.  La l e v u r e  p u r e  

e t  sèche  e s t  suspendue à 25 % d a n s  d e  l ' eau d i s t i l l ée  e t  l y s é e  à chaud. L 'extra i t  

e s t  c la r i f i é  p a r  centrifugation e t  f i l t ra t ion puis s t é r i l i s é  à l 'autoclave à 126O C 

pendant 20 minutes. 

Afin d ' év i t e r  la  prol i féra t ion d e s  contaminants,de l a  pénicilline e t  

d e  l ' acé ta te  d e  thallium qui  e s t  hautement bactér ios ta t ique pour  l e s  microorga- 

nismes a é r o b i e s ,  sporu lés  e t  l e s  b a c t é r i e s  gram - sont incorporés  d a n s  l e  

milieu. 

L'adjonction du glucose d a n s  l e s  milieux favor i se  l a  cül ture  d e s  

mycoplasmes fe rmenta i res  comme M .  pneumoniae. 

- 

2.2 - Incubation -------- 
Nous r é p a r t i s s o n s  300 ml d e  c e  milieu d a n s  d e s  f lacons d e  500 ml 

contenant d e s  pet i tes  b i l l e s  d e  v e r r e  d e  4 mm d e  diamètre  qu i  r eprésen ten t  le 

q u a r t  du volume du flacon, c e s  bi l les  augmentent la s u r f a c e  d 'adhésion d e s  

microorganismes e t  permettent  donc une élévation du  rendement d e  c u l t u r e .  

Les milieux sont inoculés à l ' a ide  d e  0 , 3  ml d'une suspension d e  mycoplasmes 

8 
contenant environ 10 CFU/ml (CFU = colony forming unit s). L'incubation 

s 'effectue à 37O C e n  a é r o b i o s e  jusqu'au début du v i rage  du rouge d e  phénol 

so i t  pendant 7 jours.  

C e s  conditions d e  cu l tu re  sont impérat ives  à 2 t i t r e s  : 

- l a  composition e n  l ip ides  d e  l a  membrane v a r i e  selon l e  milieu (119) 
1 

à c e t t e  var ia t ion peut c o r r e s p o n d r e  une modification d e  la réponse  aux méthodes 



de lyse ; aussi chaque produit du milieu de culture devra provenir du même lot 

d'origine : 

par exemple : sérum de poulain n o  13 811 

(Institut Pasteur Production) 

Le temps d'incubation sera rigoureusement toujours le même : 

7 jours après l'ensemencement. La phase logarithmique de croissance n'étant 

pas définie chez ces microorganismes à croissance lente (1191, nous arrêtons 

la croissancedès le virage du rouge de phénol. Le contenu lipidique de la 

membrane dépend également de l'âge de la culture (6).  Rottem et Greenberg 

(134) ont démontré en 1975 que le taux de lipides membranaires décroît avec 

l'âge, ce qui pourrait modifier les propriétés physiques des cellules de  M.  

pneumoniae. 

Obtenti-on des cellules de mycoplasme 

Vérification des cultures avant centrifugation 

Les cultures, malgré la présence de substances inhibitrices telle 

l'acétate de thallium, peuvent comporter des microorganismes autres que 

M. pneumoniae. Aussi avant de récupérer les mycoplasmes, nous vérifions le 

contenu des milieux de culture de 3 façons. 

1.1 - Observation directe ------------------ 
Après homogénéisation par simple agitation des milieux qui, malgré . 



la c r o i s s a n c e  de  M. pneurnoniae doivent r e s t e r  l impides,  nous p ré levons  sté-  

r i lement une goutte à l a  p ipet te  P a s t e u r  que nous é ta lons  s u r  une lame p o r t e  

obje ts .  A p r è s  fixation e t  colora t ion d e  gram,  nous obse rvons  au mic roscope  

optique (g ross i s sement  x 1000) l ' exis tence  éventuelle d e  b a c t é r i e s  a é r o b i e s  ou 

anaérob ies  e t  même d e  l e v u r e s .  

1 . 2  - Repiquage s u r  milieu usue l  -- - ------------------ 
Nous é ta lons  un peu d e  bouillon s u r  une gélose  chocolat a f i n  d e  

d é p i s t e r  toute  p r é s e n c e  d e  bac té r i e  a é r o b i e  a p r è s  48 H d'incubation à 37O C.  

1.3 - R e ~ i g u a g e  s u r  gélose  pour  M .  pneurnoniae - ................................ 
2 0 p l  d e  milieu d e  cu l tu re  sont é t a l é s  uniformément s u r  t o u r e  l a  s u r -  

f a c e  d'une peti te boî te  d e  p é t r i  (diamètre = 5 0  mm) au  moyen d'un é t a l e u r  e n  

v e r r e .  A p r è s  7 j o u r s  d ' incubation nous o b s e r v o n s  au  microscope opt ique (gros-  

s issement  x 100) l e s  boî tes  af in  d e  v é r i f i e r  l a  p r é s e n c e  d e  M .  pneumoniae d a n s  

les f lacons  d e  cu l tu re .  Nous comptons le nombre d e  colonies  p a r  ml s o i t  l e  

CFU/ml (colony forming unit p a r  ml) se lon la méthode d 'Albers  e t  F l e t c h e r  (1) 

q u e  nous avons  modifiée (vo i re  annexe technique page 122) 

2 - Centrifugation d e s  milieux d e  c u l t u r e  

Après  homogénéisation p a r  simple agi ta t ion,  les milieux d e  c u l t u r e  

sont  centr i fugés  à 1 2  000 g pendant 45 minutes d a n s  une centr i fugeuse  S o r v a l l  

superspeed  RC2 "Automatic r e f r i g é r a t e d  centrifuge" r o t o r  GSA. 



3 - Lavage e t  stockage d e s  culots  ce l lu la i res  

Les culots  ce l lu la i res  correspondant  à 500 ml d e  milieu d e  cu l tu re  

sont r e p r i s  p a r  30 ml d e  tampon phosphate salin 0 , l  M pH 7,2 (PBS) : 

............................... - NaCl. 8 g 

.... ................ - Eau dis t i l lée .  QSP 1 l i t r e  

I l s  sont fortement homogénéisés au vor tex e t  subissent  une centrifu- 

gation à 11 000 g pendant 10 minutes ( r o t o r  S o r v a l l  SS 34). Ce t te  opéra t ion  e s t  

renouvelée  7 fois ,  une exposit ion d e  10 secondes  aux u l t rasons  à une longueur 

d'onde d e  5 ,udans  un dés in tégra teur  à ul t rasons  (MSE ul t rason ic  dés intégra-  

t e u r  150 W) e s t  effectuée a p r è s  l e  3 ième lavage afin d e  d i s s o c i e r  l e s  amas  cel- 

lu la i res .  C e  nombre d e  7 lavages  successi-fs  fut é tabl i  l o r s  d 'expér iences  anté- 

r i e u r e s  p a r  mesure  d e  la teneur  en  p ro té ines  du surnageant  j not re  souc i  é tant  - 

d 'év i t e r  la p r é s e n c e  d e  p ro té ines  solubles  du milieu d e  cu l tu re  dans  l e s  cu lo t s  

ce l lu la i res .  Les culots  l avés  sont r e p r i s  dans  du tampon PBS à O, i % d 'azide  

(P/V) e t  s tockés  à -40° C .  La p répara t ion  d e  la  suspension c e l l u l a i r e  d e  M .  

pneurnoniae e s t  schémat isée  s u r  la f igure  3. 

C - l y s e  d e  M. pneumoniae 

L'obtention d e s  membranes nécess i t e  une étude p réa lab le  d e  l a  l y s e  

d e  M .  pneumoniae. 

1 - Evaluation du d e g r é  d e  l y s e  



Le d e g r é  d e  l y s e  s e r a  m e s u r é  p a r  l 'évolution d e  la turbidi té  ou DO 

(densi té  optique) à 500 nm (121,123) a u  moyen d'un spectrophotomètre : Z e i s s  

MKII en  cuve d e  1 cm d e  chemin optique. Les z é r o  sont  effectués s u r  l e  tampon 

d e s t i n é  à r e c e v o i r  les ce l lu les  d e  M. pneumoniae. Nous avons  e s s a y é  d ' éva luer  

l e  d e g r é  d e  l y s e  p a r  néphélométrie l a s e r  (Nephelo l a z e r  Hyland PDQ), mais c e t t e  

technique s ' e s t  r évé lée  beaucoup t rop  sensible .  Les suspensions  ce l lu la i res  sont  

t r è s  hétérogènes ,  il ex i s te  d e s  amas c e l l u l a i r e s  d e  ta i l les  va r iab les ,  a u s s i  la dis-  

p e r s i o n  d e  la lumière e s t  t r è s  ins table .  

2 - Lyse osmotique 

L'étude d e  la l y s e  d e  M.  pneumoniae d a n s  un milieu hypotonique s'ef- 

:fectue au moyen d'une s é r i e  d e  dilutions e n  NaCl. A c e t  effet ,  l e s  culots  cellulai- 

r e s  se ron t  p r é p a r é s  se lon la  méthode d e  Rodwell e t  col1 (132) que nous avons  lé- 

gérement modifiée : les ce l lu les  c o n s e r v é e s  dans  du tampon PBS sont l a v é e s  2 fo i s  

a v e c  du tampon T r i s  : 

- 0 , 0 5  M .  ........................ T r i s  ( T r i s  hydroxymé- 

thyU aminométhane) 

............ -0 ,035M. . . . . . . . . . .  .HC1 

- pH 7 , 3  
E 

e t  suspendues  dans  c e  même tampon. Ce t te  p répara t ion  ne comporte aucune t r a c e  

d e  magnésium ou a u t r e  cat ion d i  ou multivalent qui protègent les ce l lu les  d e  la  l y s e  

osmotique (119). On a joute  O ,  1 ml d e  c e t t e  suspension ce l lu la i re  à 9 tubes  en  v e r r e  

d e  6 ml contenant 5 ml d e  tampon T r i s  à d i v e r s e s  concentra t ions  en NaC1 ('Eibleau 11 

Les  dilutions a ins i  p r é p a r é e s  p résen ten t  une DO éga le  à 0,450.  Après  30 minutes 

d'incubation à 37.P C (122) les d i f fé ren tes  susp.ensions sont l u e s  a u  spectrophoto- 

mèt re .  



Souche c o n s e r v é e  a u  congéla teur  (- 40' C) 

M. pneumon i aeFH 

R e p r i s e  d e  la souche p a r  un tube d e  bouillon 

glucosé  7 jours  d ' incubation à 37O C. 

ensemencement d e  flacons d e  300 ml d e  

milieu. 

Vérification du contenu : Centrifugation 40 minutes à 1.2 000 g 

- r e c h e r c h e  d'une contamination 3. 3 lavages  success i f s  

éventuelle 

action d e s  u l t rasons  (10 se- 1 
- calcul  du nombre d e  CFU/ml 

& 4 lavages  success i f s  

culot  r e p r i s  p a r  du tampon PBS 0 , l  % 

a z i d é  

Suspens ion  ce l lu la i re  EzZl 
F i g 3  : Schéma d e  la prépara t ion  d'une suspension ce l lu la i re  d e  M.  pneumoniae 



( numéro du . : 1 : 4 5 .  6 7 .  : 1 
( tube 8 : 9 )  

( concentration ' 
( en NaCl : 1,25 M i 0,125 M i 12,s mM j 1,25 mM j 125pM 12,5pM 

Tableau 1 : Concentration. en NaCl utilisées pour l'étude de la lyse osmotique 

de M.  pneumoniae FH 

3 - Lyse osmotique précédée d'un précontact au glycérol 

Elle s'effectue en 2 temps : 

- l e r  temps : précontact des cellules au glycérol : 

Les cellules de M. pneumoniae sont mises en contact avec du glycé- 

rol selon le procédé de Rottem et col1 (140). 1 ml de suspension cellulaire est 

mélangé avec 5 ml d'une solution de glycéroi 2M. 

- 2nd temps : lyse osmotique dans l'eau distillée. Après une incu- 

bation de 10 minutes à 37' C et centrifugation on ajoute immédiatement : 

- 0 , l  ml de ces cellules à 5 ml d'eau distillée à 4' C. 

- 0 , l  ml de ces cellules à 5 ml de glycérol 2M à 4OC. 

Les variations turbidimétriques de ces 2 préparations sont ensuite 

comparées. 

4 - Lyse enzymatique 

4.1- Principes d'action des 2 enzvmes li~olI-q_ues - - 

La lipase hydrolyse les glycérides en coupant les liaisons esters : 



La phospholipase A2 hydrolyse les lécithines et les acides glycéro 

mono ou diphosphatidiques en coupant la liaison ester au niveau du carbone 

central du glycérol. 
O 

si X = choline : lécithine 

si  X = H : acide glycéromonophosphatidique. 

Comme les glycérides peuvent masquer les lécithines et réciproque- 

ment et que les composants lipidiques sont situés plus ou moins à l'intérieur des 

membranes (141, les 2 enzymes sont utilisées séparément et simultanément : 

- action de la lipase seule 

- action de la phosphclipase A2 seule 

- action simultanée des 2 enzymes 

- action de la lipase suivie de celle de la phosphalipase A 
2 

- action de la phosphalipase A2 suivie de celle de la li- 

pase. 

4 .2  - Enqmes utilisés --- ---------- 
Les 2 enzymes ont une activité optimale à des pH diffirents, nous 



devons donc é tab l i r  d e s  conditions d 'expér iences  t r è s  s t r i c t e s .  

4.2.1 - Lipase type VI 1 (Sigma Chemical Co) : 

Lipase d e  Candida cylindracea. 470 unités/mg d e  solide.  Comme il 

y a 5 g d e  sol ide  pour  1 g d e  proté ines  nous avons 2350 unités/mg d e  p ro té ines  

Définition d e  l 'unité : 1 unité hydrolyse  1 microéquivalent d 'ac ide  g r a s  d'un 

t r ig lycér ide  e n  1 h e u r e  à pH 7 , 7  à 37' C.  

4.2.2 - Phosphol ipase  'A2 (Sigma Chemical Co) : 

Phosphol ipase  d e  venin d 'abei l le  1500 unité/mg d e  p ro té ines  à pH 8,5 

e t  à 37' C. Définition d e  l 'unité : Une uni té  hydrolyse  1 micromole d e  L OC phos- 

phatidylcholine e n  L oc lysophosphatidylcholine e t  un ac ide  g r a s  p a r  minute à la 

tempéra tu re  e t  au  pH a p p r o p r i é s .  

4 .3  - Action d e  l a  l ipase  seu le  ------------------- 
O ,  1 g d e  l i p a s e  sont r e p r i s  p a r  100.ml d e  tampon phosphate O ,  01M pH 7 , 7  

- P O  Na2 H ,  12 H 2 0 . .  ............... 13,5 g 
4 

- P O  Na H2, 2H20. .  ................ 2 g 
4 

- CaC12.. ........................... 0 , 2 2  g 

- Mg Cl2.. ........................... 0,19 g 

- Eau  dis t i l lée . .  ..... Q S P . .  ........... 1 l i t r e  

A p a r t i r  d e  c e t t e  solution m è r e  à lpg/ ,ul  nous effectuons une s é r i e  

d e  dilutions d e  2 en  2 Gableau 2). Chaque tube contenant 2 ml d e  solution d e  lipa- 

se r e ç o i t  0 , 7  ml d e  suspension c e l l u 1 a i r e . A ~  temps t o  l a  DO d e  chaque tube e s t  

éga le  à 0 ,450 .  A p r è s  1 h e u r e  30 minute d'incubation à 37' C ,  nous r e p r e n o n s  l e s  

DO d e  tous les tubes.  

Remarque : Une concentra t ion e n  l i p a s e  s u p é r i e u r e  à l,qg//"l i n t e r f è r e  d a n s  la 

m e s u r e  d e  la  DO. 



4.4 - Action d e  l a  phosphal ipase  A seu le  -,,,------------------3 L---- 

1 mg d e  phospholipase e s t  r e p r i s  p a r  15 ml d ' eau  d i s t i l l ée  s tér i -  

l e ,  ce t t e  solution m è r e  à 100 unités/ml e s t  pa r t agee  e n  a l iquots  qui son t  s tockés  à 

Tableau 2 : Concentra t ions  e n  l i p a s e  u t i l i sées  pour  l 'étude 

d e  l a  lyse  enzymatique d e  M.  pneumoniae. 

( 
( 
( concentra-  : 
( tion d e  li- : 
( p a s e  e n  : 

j 0 i 0.9 i 1,8 j 3,6 j 7,5 15 j 31 :60,25j 125 i 250 i 500 il000 ) 



Tableau 3 : Concentra t ions  e n  phospholipase A2 ut i l i sées  pour  l 'étude d e  

l a  l y s e  enzymatique d e  M.  pneumonioe 

- ( : Volume de  solution : T e n e u r  e n  phospholipase : Concentra t ion en phos- ) 

( numéro du m è r e  d e  phospholipase d e  chaque tube phol ipase ,  e n  unité,  p a r  21 
( 1 
( tube : A ajoutée  e n  pl 
( 

2 e n  uni tés  : mg de  p ro té ine  



La suspension ce l lu la i re  d e  M. pneumoniae e s t  l avée  2 fois  dans  le  tampon pré- 

con i sé  p a r  B e v e r s  e t  col1 (13) : 

-Tr i s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 g 

- Mg Cl2.. ..................... 1 , g  g 

- CaCL2.. ..................... 0,55 g 

- NaCl.. ...................... 5,8 g 

- Eau d i s t i l l ée . .  ... QSP.. ...... 1 l i t r e  

- pH 8,5 

Le culot e s t  r e p r i s  p a r  l e  même tampon pour  donner  une solution dont 

l a  DO e s t  éga le  à 0,450.  A une s é r i e  d e  tubes  contenant chacun 4 ml d e  c e t t e  

p répara t ion ,  nous a joutons  d i v e r s e s  quant i tés  d e  l a  solution mère  d e  phospholi- 

p a s e  A2 (Tableau 3).La concentra t ion e n  enzyme e s t  donnée e n  unités p a r  mg 

d e  p ro té ines ,  l a  t e n e u r  e n  p ro té ines  d e  la suspension ce l lu la i re  étant m e s u r é e  

se lon la  méthode d e  Lowry modifiée p a r  Markwell e t  col1 (98,  voire annexe  tech- 

nique page 1241, c e t t e  t eneur  e n  proté ines  e s t  d e  0 ,125  g / l i t r e  soit  0 , 5  mg d e  

p ro té ines  p a r  tube. A p r è s  2 h e u r e s  d'incubation à 37O C ,  nous mesurons  l a  DO 

d e  tous  l e s  échanti l lons.  La réac t ion  enzymatique peut ê t r e  a r r ê t é e  p a r  l 'addit ion 

d 'un excès  d'EDTA comme l e  préconisent  c e r t a i n s  a u t e u r s  (13, 44). 

4.5 - Action simultanée d e  l a  1Qase e t  d e  l a  ehosehol ipase  A2 ..................... ----------- --- --- ----- 
P o u r  ces manipulations,  nous fa i sons  v a r i e r  la teneur  e n  phospholi- 

p a s e  A e n  uti l isant  une  concentra t ion moyenne f ixe  en  l i p a s e  (250,u.g d e  lipase/ml). 2 

Aux tubes numérotés de 1 à 9 (Tableau 3) nou- a joutons  5 ~ 1  d'une solution à 

2 0 0 / ~ g / , ~ l  d e  l ipase .  Comme précédemment, les prépara t ions  p résen ten t  a u  temps 

t o  une DO éga le  à O,L50. A p r è s  2 h e u r e s  d'incubation à 37' C ,  l e s  va r ia t ions  

d e  la turbidi té  sont m e s u r é e s  a u  spectrophomètre.  



4.6 - Actions s é j a r é e s  d e  la 1Qase e t  d e  l a p h o s p h o l i ~ a s e  A2 --------- ------------ ----------- --- ---- ----- 
4 . 6 . 1  - Action d e  l a  l ipase  su iv ie  d e  c e l l e  d e  l a  phospholipase A2 : 

40 ml d e  suspension c e l l u l a i r e  contenant 250pg d e  l ipase/ml  e t  p résen tan t  une 

DO éga le  à 0 , 4 5 0  sont p r é p a r é s  se lon l e  protocole d é c r i t  pour  l a  l y s e  p a r  l a  

l ipase  s e u l e  (page 52). A p r è s  1 h e u r e  3 0  minutes d ' incubation à 37' C ,  l e s  

ce l lu les  sont  r é c u p é r é e s  p a r  centr i fugat ion e t  suspendues  d a n s  l e  tampon 

a p p r o p r i é  à l ' ac t iv i té  d e  la phospholipase PL2 (tampon T r i s  pH 8 , s )  af in  d'ob- 

t e n i r  une solution dont l a  DO e s t  égale  à 0,450.  Ce t t e  solution e s t  r é p a r t i e  

e n  9 tubes  d e  4 ml, chaque tube r e ç o i t  l a  quanti té d'enzyme indiquée d a n s  l e  

G b l e a u  3. A p r è s  2 h e u r e s  d'incubation à 37' C ,  nous mesurons  l e s  va r i a t ions  

d e  DO. 

4 .6 .2  - Action d e  l a  phospholipase A2 suivie  d e  c e l l e  d e  la l ipase .  

Les ce l lu les  d e  M.  pneurnoniae, a p r è s  incubation à 37O C pendant 

2 h e u r e s  e n  p r é s e n c e  d e  d i v e r s e s  concentra t ions  e n  phospholipase A2 se lon 

l e  p r o c é d é  d é c r i t  pour  la lyse  p a r  l a  phospholipase A2 seu le  (page 52) sont 

centr i fugées .  Chacun d e s  9 culots  e s t  r e p r i s  p a r  4 ml de  tampon a p p r o p r i é  à 

l ' ac t iv i té  d e  l a  l ipase  (tampon phosphate pH 7,7).  Nous a joutons  d e  l a  l i p a s e  

dans  chaque tube à r a i s o n  d e  250pg/ml. Les DO son t  m e s u r é s  a p r è s  1 h 30 

d'incubation à 37' C. 

5 - Lyse p a r  ac t ion d e s  u l t r a s o n s  

3 0  m l  d 'une  suspension c e l l u l a i r e  d e  M .  pneurnoniae dont la DO e s t  

égale  à 0 ,450  sont  t r a i t é s  aux u l t r a s o n s  pendant 1 minute 3 fo i s  de  su i t e  3 1 

minute d ' in te rva l l e ,  à une longueur d 'onde d e  14p(ampl i tude  2) d a n s  l e  désin- 



tégrateur utilisé lors du lavage des cellules (voire page 47). Afin d'éviter tout 

échauffement, la préparation est plongée dans un bain de glace. Le degré de 

lyse est apprécié par la mesure de la DO des prélèvements effectués à 10 se- 

condes, 30 secondes, l minute, l minute 30 secondes, 2 minutes et 3 minutes. 

D - Obtention des membranes de M. pneumoniae par centrifugation 

différentielle 

Les membranes sont obtenues après centrifugation différentielle du 

lysat selon la méthode de Hollingdale et Lemcke (66) que nous avons modifiée. 

Le lysat cellulaire préparé lors de la manipulation précédente est centrifugé 

à 5000 g pendant 5 minutes afin d'écarter les  cellules non lysées, celles ci 

subissent à nouveau une lyse et une centrifugation à 5000 g. Les deux surna- 

geants contenant les membranes sont centrifugés à 37 000 g pendant 40 minutes. 

Le culot membranaire est ensuite lavé 3 fois à l'aide du tampon PBS et stocké 

à - 40' C dans ce même tampon à 0 , l  % d'azide (P/V). Ce fractionnement est 

effectué sur la centrifugeuse Sorvall RC rotor S S  34. Les différentes étapes 2 

de ce fractionnement sont schématisées sur la figure 4. 

E - Microscopie électronique 

Afin de vérifier l'efficacité de la lyse et de la centrifugation diffé- 

rentielle, les échantillons cellulaires et membranaires sont observés au micros- 



cope électronique. 

Les préparations A , B et C indiquées sur la figure 4 sont traitées 

par le fixateur glutaraldéhyde-tétroxyde d'osmium-rouge de ruthenium selon 

la méthode de Luft (94, 95). La fixation est suivie d'une déshydratation à 

l'alcool et d'une inclusion dans l'épon (96). 

Les diverses étapes de cette manipulation sont détaillées en an- 

nexe technique (page 126). 

Sur les blocs de résine durcie comportant les préparations A , B 

et C nous pratiquons des coupes fines à l'ultramicrotome (MT2 Porter Blum) 

qui sont déposées sur des grilles de cuivre nu. Les coupes sont colorées en 

déposant les grilles pendant 1 minute 30 secondes sur une goutte de colorant 

de Reynolds (130) préalablement versée sur une couche de cire. Après un 

léger rinçage avec de l'eau distillée et avoir épongé les grilles sur un papier 

buvard, les observations sont faites sur microscope électronique Je01 120 CX.  

Les grilles peuvent être conservées pour une observation ultérieure. 
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Fig 4 : Schématisation du fractionnement des cellules de M .  pneumoniae 

lysées-A , B , et C sont les échantillons observés au microscope - - - 
électronique 



I I I  RESULTATS ET DISCUSSION 

A - Contenu des cultures 

1 - Aspect des colonies de M .  pneumoniae sur milieu solide 

La présence de M .  pneumoniae est vérifiée par observation au 

microscope optique de colonies de 10 à 500,ude diamètre. En vieillissant, 

les colonies deviennent légèrement brunâtres et leur centre est enchassé 

dans la gélose, ce qui leur donne un aspect "oeuf sur le plat" très caracté- 

ristique (fig 5). 

2 - Concentration en microorganismes des milieux de culture 

Des essais préliminaires nous ont permis d'évaluer l'efficacité 

de l'utilisation des billes de verre dans les flacons de culture : 

Concentration en microorganismes vivants 
5 . lo7 à 10' . CFU/ml 

des flacons sans billes de verre 

Concentration en microorganismes vivants 
108 à 10' . CFU/ml 

des flacons avec billes de verre 

Ces chiffres représentent des moyennes de 10 essais effectués 

séparément. Dans les 2 cas,  le milieu est toujours limpide, après 7 jours 

d'incubation ; il devient légèrement trouble après agitation forte au vortex, 



cette agitation permet de détacher les microorganismes des surfaces de verre. 

9 La concentration de 10 CFU,'ml est la plus élevée que nous avons trouvée, 

elle correspond aux concentrations les plus fortes citées en littérature (116, 

158). 

B - Lyse étudiée par les variations de DO à 500 nm 

1 - Lyse osmotique 

La souche M .  pneumoniae F H  est bien résistante à la lyse osmo- 

tique (fig 6 )  comme l'avaient affirmé Banai et col1 (9). Elle conserve cette 

propriété mike qt-& rnpbntac t  des cellules avec du glycérol 2M : Après pré- 

contact des cellules de M. pneumoniae avec du glycérol 2 M  nous avons : 

- DO de la suspension cellulaire 
0,380 

plongée dans l'eau distillée 

- DO de la suspension cellulaire 
O, 450 

plongée dans du glycérol 2M 

La différence entre nos résultats et ceux de Kahane et Brunner (77) 

qui obtenaient une lyse effective de la souche M. pneumoniae F H  par ce pro- 

cédé, peut s'expliquer par la différence de milieu de culture utilisé. En effet 

les propriétés physiques de F A .  pneu moniae, notamment la réponse à la lyse 

osmotique, varient selon le milieu et l'âge de la culture (119). 



FigS : Colonies de M. pneumoniae 

(grossissement X 180) 



concentration en NaCl 

Tig 6 : Evolution de la DO mesurée à 500 nm au cours de la lyse 

osmotique de M. pneumoniae 



2 - Lyse enzymatique 

Les enzymes lipolytiques n 'enl ra înent  p a s  la  lyse  d e  M.  pneumonLae 

(fig 7) .  De p lus ,  l 'ut i l isat ion s u c c e s s i v e  d e  l i p a s e  e t  d e  phospholipase A quel  2 ' 

qu 'en soit  l ' o r d r e ,  donne l e s  mêmes r é s u l t a t s  que  l 'action simultanée d e s  2 

enzymes (fig 8). 

La diminution d e  la  DO que  l 'on  o b s e r v e  aux fa ibles  concentra t ions  en  

l ipase  s 'expl iquerai t  p a r  une dissocia t ion d e s  a g r é g a t s  r é s i d u e l s  d e  M.  pneu- 

rnonLae. C e t t e  hypothèse e s t  en  a c c o r d  a v e c  l e s  travaux de  Boatman e t  Kenny 

(18) qui u t i l i sa ient  l a  l i p a s e  pour  d é s i n t é g r e r  d e  pet i tes  sphéru les  d e  M .  pneu- 

monLae d e  28  y de  d iamèt re  e n  moyenne formées  dans  l e s  milieux d e  cu l tu re .  

D'autre p a r t  i l  e s t  poss ible  que  tous les l ipides membranaires  n'aient 

p a s  é té  a t t e in t s  p a r  les enzymes u t i l i sés .  Les p ro té ines  membranaires  pour ra ien t  

p ro téger  c e r t a i n s  l ip ides ,  un trai tement protéolytique précédant  l'actiori d e  la  

l ipase  e t  d e  la phospholipase A 2  conduira i t  peut-être à une l y s e  effective.  Mais 

d e  te l les  manipulations r isquent  d ' a lourd i r  considérablement l a  p répara t ion  d e  

membranes,  no t re  but étant d 'obtenir  d e  façon relat ivement simple une f rac t i cn  

membranaire d e  bonne quali té.  

3 - Lyse p a r  exposition aux u l t rasons  

L'étude d e s  suspensions  d e  M. pneumoniae soumises à l ' ac t ion d e s  

u l t rasons  (fig 9) ,  duran t  d e s  temps d i f fé ren t s ,  montre que la  l y s e  e s t  effective 



après 1 minute de traitement. L'intérêt de cette méthode réside dans le fait 

que la lyse des cellules de M. pneumoniae  est obtenue rapidement. 

. 
Seule une observation au microscope électronique des diverses 

fractions obtenues après centrifugation différentielle du lysat permettra d'af- 

firmer si ce procédé n'a pas trop endommagé les membranes. 

C - Observation au microscope électronique des fractions cellu- 

laire et membranaire de M .  oneumoniae 

Les fractions observées au microscope électronique sont les 

suivantes : 

A Suspension de cellules de M. pneumoniae (fig 10. A)  - 
Nous observons des cellules rondes de 300 à 500 nm de diamètre 

limitées par un double feuillet membranaire. De rares champs présentent des 

formes légèrement filamenteuses. 

B Culot de cellules non lysées (fig 10.B) - 
Cette fraction obtenue après une lère  exposition de 1 minute aux 

ultrasons et centrifugation à 5000 g pendant 5 minutes (fig 3) doit présenter des 

cellules de M. pneurnoniae non lysées. Nous remarqiions que des membranes 

ont été entraînées par les cellules complètes lors de la centrifugation. 

C Fraction membranaire (fig 10. C) - 
La préparation obtenue après centrifugation différentielle du lysat 



p r é s e n t e  d e  nombreuses vés icules  membranaires.  De nombreux a u t e u r s  ( 6 ,  146) 

affirment qu'une exposit ion plus longue aux u l t rasons  en t ra îne  une a l t é ra t ion  

d e  la  membrane avec  une p e r t e  poss ible  d e s  s i t e s  antigéniques.  

La cu l tu re  dans  l e  mileu d e  Hayflick à l ' a ide  d e  b i l l e s  de v e r r e  e t  la 

l y s e  d e  M .  pneumoniae p a r  exposit ion aux u l t rasons  sont d e s  techniques rela-  

tivement simples à r é a l i s e r .  E l l e s  nous ont permis  d 'obtenir  a p r è s  centrifuga- 

tion di f férent ie l le  une p répara t ion  d e  membranes d e  M: pneumoniar s u r  laquel le  

nous effectuerons  une extract ion d e s  p ro té ines ,  mais  une t e l l e  étude d e  com- 

posants  membranaires  n ' e s t  poss ib le  que si l 'exposit ion aux u l t rasons  n 'excède 

pas  1 minute. 
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f ig  7 : Evolution d e  l a  DO mesurée  à 500 nm au c o u r s  d e  l 'action d 'enzymes 
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F i g  8 : Evolution d e  la DO mesurée  à 500 nm a u  c o u r s  d e  l 'action 

combinée d 'enzymes lipolytiques s u r  M .  pneumoniae 

a c t i o n s  simultanées d e  la  l i p a s e  e t  d e  la phospholipase A2 

---- a c t i o n s  d e  la  l ipase  suivie d e  ce l l e  d e  la phospholipase PL2 

, , , - - - a c t i o n s  d e  la phospholipase A2 suivie d e  cel le  d e  la l ipase .  
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Fig 9 : Evolution de la DO mesurée à 500 nm et au cours de la lyse de 

M .  pneumoniae par action des ultrasons pendant des temps différents 







Extract ion des antigènes membrenaires 



1 - INTRODUCTION 

Le problème essen t ie l  posé  p a r  la membrane pour  l 'obtention d e s  

proté ines  r é s i d e  d a n s  l e  c a r a c t è r e  hydrophobe d e  l e u r s  p ro té ines  qu i ,  se lon 

l e  modèle d e  la "mosaïque fluide" d e  S i n g e r  e t  Nicolson (147, f ig  1) s ' i n s è r e n t  

plus ou moins profondément dans  l e  double feuil let  lipidique. E l l e s  font sail-  

l i e  s u r  l 'une  ou l ' a u t r e  face  d e  l a  membrane. Un c e r t a i n  nombre d ' e n t r e  e l l e s  

t r a v e r s e n t  toutefois l ' é p a i s s e u r  d e  l a  membrane e t  appara i s sen t  donc s u r  l e s  

2 faces .  La por t ion d e s  proté ines  en t ran t  e n  contact  a v e c  l e s  l ipides e s t  tou- 

jours hydrophobe, c e  qui n'exclut p a s  évidemment, que la portion qui f a i t  

su r face  pu i sse  ê t r e  hydrophile. Les p ro té ines  membranaires  sont  cependant 

globalement hydrophobes.  Toutes  c e s  conna i ssances  proviennent de  nombreux 

travaux effectués s u r  la  membrane d e s  é ry th rocy tes  (19, L6, 157). 

P o u r  les membranes d e  M.  pneumonLae l a  présenta t ion d e s  pro- 

té ines  e s t  exactement la même (6). 

En 1969, Kahane e t  Razin (79) affirmaient que l 'analyse  sérologique 

étai t  r endue  diffici le à c a u s e  d e  l a  solubil isation d e s  ant igènes  membranaires  

d e  na tu re  protéique.  Cet te  solubil isation nécess i t e  l ' intervention d e  dé te rgen t  

ionique comme l e  dolécyl  sulfate d e  sodium (ÇDS). La technique de  sépara t ion  

d e s  p ro té ines  membranaires  p a r  é lec t rophorèse  s u r  gel d e  polyacrylamide en  

p r é s e n c e  d e  S D S  : PAGE-SDS (46,  137, 176) e s t  actuellement l e  p r o c é d é  le 

plus ut i l i sé .  D 'a i l l eurs ,  la  technique d ' é lec t rophorèse  discontinue s u r  g e l  d e  

polyacrylamide e n  p r é s e n c e  d e  S D S  d e  Laemmli (85) e s t  c o n s i d é r é e  comme la  

méthode d e  choix pour  la purification d e  proté ines .  Nous u t i l i se rons  c e  procédé.  



Après la séparation, les protéines incluses dans le gel peuvent 

être récupérées de 3 façons : 

1) Par solubilisation du gel de sé~âra t ion  : 

Le gel de séparation est soluble s i  l'agent de pontage utilisé est 

le DHEBA (N - N' 1,2 - dihydroxyéthylène-bisacrylamide) ou le DATD (N - 

N' - diallyltartardiamide) à la place du N N' méthylène bisacrylamide. Mais 

la solubilisation de ces gels par l'acide périodique ou les solutions alcalines 

peuvent modifier l'état des protéines et contaminer l'éluat final. Cette méthode 

est surtout utilisée pour déterminer la quantité de protéines incluses dans le 

gel (106, 162). 

2) Par diffusion des protéines : 

Les gels sont homogénéisés dans un tampon adéquat, les protéines 

diffusent et sont récupérées après centrifugation. Cette méthode a le désavan- 

tage d'obtenir un grand volume d'extrait protéique et le rendement est assez 

bas (89). 

3) Par élution électrophorétiaue : 

Après séparation électrophorétique, les gels sont sectionnés. les 

disques de gel contenant les protéines désirées sont ensuite empilés dans un 

tube à l'extrémité duquel est fixé un sac de dialyse. Après élution électropho- 

rétique, les protéines sont bloquées dans le sac de dialyse. Avec ce procédé 

les protéines éluées sont concentrées dans un petit volume (89) et le rendement 

de récupération est assez élevé, il peut approcher les 90 % (63). Nous utilise- 

rons cette technique. 

Ayant choisi les méthodes de séparation et de récupération, il nous 



reste à déterminer les protéines à éluer. Nous avons choisi de récupérer les 

protéines lourdes de la membrane pour deux raisons : 

-La majorité d'entre elles sont responsables de la pathogénicité de 

M. pneumoniae (voire page 17) 

-Elles sont immiinogènes comme l'ont démontré P. Hu et coll en 

1981 (70). 

Nous n'établirons pas la position de la protéine majeure d'attache- 

ment P sur nos gels car il existe une discordance entre D.  C .  Krause et coll 1 

(84) et P. Hu et coll (69) pour l'évaluation de sa masse moléculaire : 

selon D. C. Krause : 165 000 Daltons 

selon P. Hu : 190 000 Daltons 

Aussi Feldner et coll (51) indiquent dans leurs travaux une masse 

moléculaire 160 000 à 190 000 Daltons pour la protéine Pl .  

D'autre part, la similitude des masses moléculaires des protéines 

membranaires après PAGE-SDS n'indique pas nécessairement l'identité (71). 

L'essentiel est d'obtenir l'ensemble des protéines lourdes incluant P l ,  nous 

savons que la souche M. pneumoniae FH utilisée comporte les protéines res- 

ponsables de l'attachement car  elle est capable d'adhérer sur les surfaces de 

verre (49). En effet, les souches mutantes isolées (84),ne présentant pas cette 

propriété, sont déficientes en protéines d'attachement. 

Enfin, nous contrôlerons l'antigénicité des protéines électroéluées 



p a r  la méthode d e  précipitat ion en  gel d ' agarose  dlOuchterlony (112) e n  uti l isant  

un immunsérum d e  lapin ant i  membranes d e  M. pneumoni-ae. 



I I  - MATERIEL ET METHODES 

A - Dosage d e s  p ro té ines  

1 - Des f rac t ions  c e l l u l a i r e s  e t  membranaires  

I l  e s t  r é a l i s é  p a r  la méthode d e  Lowry modifiée p a r  Markwell e t  

col1 (98) a v e c  r é f é r e n c e  à une gamme étalon d e  sérum albumine bovine (Sigma 

Chernical Co,voire  annexe technique page 124). 

2 - Des é lua t s  

Comme le volume d e s  é lua t s  e s t  peti t ,  nous u t i l i se rons  l a  méthode 

d e  Bradford (23) qui e s t  légèrement p lus  sensible  que  ce l l e  d e  Lowry (93) 

(vo i re  annexe technique page 130.). 

B - Fractionnement d e s  p ro té ines  membranaires  d e  M .  pneumonlae 

selon l a  méthode d e  Laemmli (85) 

1 - P r i n c i p e  

Les p ro té ines  s e  dissocient  d e  la membranes p a r  l 'action combinée 

d u a  m e ~ a ~ t o é t h a n o l  qui  r édu i t  l e s  ponts  d isul fure  e t  du S D S  qui d é r o u l e  les 

cha înes  polypeptidiques en  s 'y  l iant .  Les  polypeptides a ins i  t r a i t é s  sont  tous 

c h a r g é s  négativement (ions sulfate du S D S )  e t  la sépara t ion  s ' e f fec tuera  en  



fonction de leur masse moléculaire. La technique de Laemmli est une électro- 

phorèse sur gel de polyacrylamide en gradient discontinu de pH et de concen- 

tration. Le mélange de polypeptides migre d u gel le plus poreux vers le gel 

le moins poreux, ce processus s'accompagnant d'une modification de pH. 

l e r  gel : gel de concentration ("Stacking Gel") 3 à 4 % d'acrylamide, pH 6,7 

Dans cette partie de gel, chaque type de polypeptide se concentre 

dans une zone étroite en bande mince. 

2ème gel : gel de séparation ("Separating Gel") 5 à 15 % d'acrylamide, pH 8,8 

Les diverses bandes de polypeptides se séparent selon leur masse 

moléculaire. Une forte concentration en acrylamide de 13 % par exem- 

ple bloque les grosses molécules et favorise la migration des protéines 

à faible masse moléculaire (M M 50 000 Daltons). Par contre un gel 

de séparation à 7 % d'acrylamide est conseillé pour la séparation des 

protéines dont la masse moléculaire excède 150 000 Daltons. 

2 - Appareillage 

2.1 - Cuve d'électrophorèse ----------------- 
Nous utilisons une cuve d'électrophorèse "gel column electrophore- 

sis unit" (Gelman Instrument Co) qui comporte 12 tubes de verre de 105 mm de 

long, 7 mm de diamètre extérieur et 5 mm de diamètre intérieur. Chaque tube 

de verre supporte une petite colonne de gel le long duquel s'effectuera la sépa- 

ration des protéines membranaires. 



2.2 - G é n é r a t e u r  --------- 
La sépara t ion  é lect rophorét ique s 'ef fectuera  au moyen d'un géné- 

r a t e u r  SEBIA G D  - 251. 

Prépara t ion  d e s  gels  

Chaque tube d e  support  comportera  8,5 cm d e  gel  d e  sépara t ion  

e t  1 cm d e  gel  d e  concentration.  La t eneur  en  acrylamide du gel  d e  concentra-  

t ion e s t  d e  4 %, nous comparerons  3 concentra t ions  d 'acrylamide pour  l e  gel 

d e  séparat ion : 7 , 5  %, 10 %, e t  13 %. Nous uti l isons l a  méthode d e  Laemmli 

pour  l a  p répara t ion  d e  c e s  ge l s  (voire  annexe technique page 132). 

4 - P r é p a r a t i o n  d e s  échanti l lons 

4.1 - Echanti l lons membranaires  

Les échanti l lons sont obtenus e n  por tant  a u  bain marie  bouillant 

pendant 5 minutes l e s  p répara t ions  membranaires  d a n s  l e  tampon : 

0 ,0625  M. .  ............... T r i s  HC1 

...................... 2 % S D S  

5 %. ..................... . mercaptoéthanol 

pH 698 

Le chauffage pré l iminaire  permet  la  d issocia t ion complète d e s  pro- 

té ines .  Nous a joutons  ensu i te  15 % d e  glycérol  pour  é v i t e r ,  l o r s  d e  la mise  

e n  rou te  d e  l ' é l ec t rophorèse ,  la  diffusion d e s  protéiries dans  l e  tampon d e  rni- 

gra t ion,  e t  0 , 0 0 5  % d e  bleu d e  bromophenol qui s e r t  d e  témoin d e  migration.  



Les échanti l lons sont enfin centr i fugés  à 25 000 g pendant 20 minutes a f i n  d e  

dép lacer  l e s  r é s i d u s  non d i s s o u s .  

4.2 - Echanti l lons d e  p ro té ines  s t andards  d e  m a s s e s  molécula i res  ................................................... 
connues 

Les masses  molécula i res  des  p ro té ines  rnernbranaires sont détermi- 

nées  p a r  coé lec t rophorèse  d e  p ro té ines  s t andards  d e  m a s s e s  molécula i res  con- 

nues  : 

- HMW Kitt : Pharmacia  F ine  Chemical 

- MW - S D S  - 70 : Sigma Chemical  Co. 

La reconst i tu t ion d e  c e s  p ro té ines  lyophil isées e s t  effectuée avec  

l e  tampon u t i l i sé  pour  l a  p répara t ion  d e s  échanti l lons membranaires.  Une fois 

r econs t i tués ,  c e s  écha ntillons sont  c o n s e r v é s  en  a l iquots  A -40' C . 
Le HMW Kitt comporte : 

- Thyroglobuline. .  .................... 330 000 Daltons 

- F e r r i t i n e . .  ......................... 220 000 

- Albumine ........................... 67 000 

.......................... - Catalase . .  60 000 

- Lactate déshydrogenase . .  ............ 36 000  

.............. - F e r r i t i n e  (sous unité). 18 500 

La sous  unité d e  f e r r i t i n e  d e  m a s s e  moléculaire 18 500 Dal tons  e s t  

obtenue en  por tant  l 'échanti l lon a u  bain m a r i e  à 60° C pendant 15 minutes .  Les 

p ro té ines  du MW-SDS-70 u t i l i sées  sont  : 

- Albumine d'oeuf.. .................. 45 000  Daltons 

- Trypsinogène ...................... 24 000 



Après  migration,  une re la t ion  l inéa i re  e n t r e  l e  logari thme d e  l a  

masse  moléculaire e t  l a  mobilité é lect rophorét ique d e  chacune d e s  protéi-nes 

peut ê t r e  établie.  

Nous exprimons la  mobilité é lect rophorét ique p a r  l e  R f  : 

dis tance  parcourue  p a r  la proté ine  
Rf = dis tance  parcourue  p a r  l e  bleu d e  bromcphénol 

e t  nous t r a ç o n s  l e  g raphe  log MM = f (Rf) 

En rappor tant  l e s  Rf d e s  p ro té ines  membranaires  s u r  c e  g raphe ,  

nous connaî t rons  l e u r s  m a s s e s  molécula i res .  

5 - Migration 

150 )1-1 d 'échanti l lon membranaire  contenant 150 à 250pg d e  p ro té ines  

sont  déposés  s u r  l e s  3 tubes  supportant  l e s  gels  7 , s  ; 10 e t  13 %. 40 pl d'é- 

chanti l lons d e  p ro té ines  s t andards  contenant environ 8 0 p g  d e  p ro té ines  sont 

déposés  s u r  un tube supportant  un gel  à 10 % d'acrylamide.  Les  tubes  sont  in- 

t rodui ts  d a n s  l a  ce l lu le  d ' é lec t rophorèse  d e  manière  à c e  q u e  l e u r s  ex t rémi tés  

i n f é r i e u r e s  baignent d a n s  le tampon, ils sont rempl is  de  tampon d ' é lec t rophorése  

a v e c  précaut ion afin d e  ne  p a s  mélanger  le tampon a v e c  l e s  échant i l lons  : 

............ tampon d e  migration : 0 ,025  M. .  T r i s  

............ O ,  192 M . .  G ~ Y  

............... 0 , l  %. SDS 

pH 8,s a j u s t é  avec  HC1 IN.  

C e  tampon s e  conserve  à + 4' C et  peut S t r e  u t i l i sé  pendant 2 se- 

maines à r a i s o n  d e  2 migrations p a r  semaifie. La p a r t i e  s u p é r i e u r e  d e  la  cel- 

lule e s t  rempl ie  e t  l a  migration é lect rophorét ique s 'effectue s o u s  une in tensi té  



constante de 1 m A par gel pendant 1 heure, au terme de laquelle le bleu de 

bromophénol se situe à l'interface entre le gel de concentration et le gel de 

séparation. A ce monment là, nous augmentons l'intensité à 2 m A par gel et 

au bout de 3 heures environ le bleu de bromophénol arrivera à 1 cm de l'ex- 

trémité inférieure du tube. 

Fixation, coloration et décoloration 

Après démoulage, les gels sont fixés pendant 10 heures dans la 

solution suivante : 

400 volumes de méthanol 

70 volumes d'acide acétique 

530 volumes d'eau distillée 

Nous changeons plusieurs fois de bains. - 

Après fixation, les gels sont colorés pecdant 4 heures dans la 

solution de coloration : 

227 ml de méthanol 

46 ml d'acide acétique 

227 ml d'eau distillée 

1,25 g de Coomassie Brilliant Blue R (Sigma Chernical Co) 

Le colorant est stocké à l'abri de la lumière et à la température du 

laboratoire. La décoloration s'effectue par simple diffusion dans la solution de 

fixation sous une légère agitation. Dans ces conditions 72 heures au moins sont 

nécessaires pour obtenir des gels parfaitement décolorés même avec de nombreux 

changercents de bains. 



7 - Conservation des gels - 

Les gels peuvent être conservés à l'abri de la lumière, - dans la 

solution de conservation : 

50 ml de méthanol 

75 ml d'acide acétique 

QSP 1 litre avec de l'eau distillée 

Cette solution peut être conservée plusieurs mois à la température 

duilaboratoire, elle ne peut être utilisée qu'une seule fois. 

- Obtention des protéines membranaires lourdes 

Elle s'effectue en 2 temps. Dans un premier temps, les protéines 

membranaires de M.  pneumoniae sont séparées dans le gel déterminé lors de 

l'expérience précédente (7,5 % ; 10 % ou 13 %). Dans un 2ième temps, les pro- 

téines lourdes incluses dans les disques de gel cbteniis après sectionnement des 

boudins d'acrylamide sont éluées électrcphorétiquement. L'obtention des protéi- 

nes lourdes est schématisée sur la figure 11. 

1 - l e r  temps : Localisation des protéines lors de la séparation 

électrophorétique par coelectrophorèse de sérum a ibuaine 

bovine (SAB) précolorée au Remazol Brilliant Blue R (RBBR). 

La localisation des fractions protéiques pendant la séparation élec- 

trophorétique s'obtient en faisant migrer parallèlement aux échantillons membra- 



naires déposés sur les 11 gels "préparatifs" une protéine de masse moléculaire 

connue : la s 5rum albumine b~v ine  ou SAB (monomère de masse moléculaire 

67 000 Dalton$ : Sigma Chemicals Co) précolorée au Remazol Brilliant blue R 

(RBBR : Sigma Chemicals Co) selon le procédé de Griffith (59, 177) que nous 

avons simplifié ivoire annexe technique pagel3Q. 1 0 ~ 1  d'échantillon contenant 

20,üg de SAB précolorée sont déposés sur le 12ième gel : gel marqueur. 

L'avantage de cette technique réside dans le fait que les zones de 

gel comportant les protéines désirées sont facilement et rapidement localisées ' 

par rapport à la position de la SAB précolorée. 

Le temps de coloration et décoloration d'un gel témoin et le stockage 

des gels "préparatifs" au congélateur sont évités. De plus cette méthode (89) 

faisant intervenir coloration et décoloration d'un gel témoin nécessitait l'emploi 

d'un facteur de correction pour localiser les protéines des gels "prépakatifs" 

car le gel témoin s'était allongé lors de la coloration et de la décoloration ; ce 

qui compliquait la phase de sectionnement des gels.. 

2 - 2ième temps : Elution électrophorétique des protéines lourdes 

dans les sacs de dialyse 

Après migration, le gel marqueur est déposé près des 11 gels "pré- 

paratifs" et pour chaque gel la région située au dessus de la SAB précolorée 

est sectionnée selon la technique de Lewis et Clark (89)avec une lame de rasoir 

ordinaire. Les 11 disques de gel sont ensuite empilés dans 2 tubes de verre de 



85 mm d e  long ayant  l ' ext rémité  in fé r ieure  rédui te  à un diamètre  de  L mm (fig 

121, afin d ' év i t e r  tout glissement du gel h o r s  du tube l o r s  d e  l 'élution é lect ro-  

phorétique.  Un gel  à 7,5 % d'acrylamide e s t  u t i l i sé  pour  in t roduire  c e s  disques  

d e  gel  l e  long d e s  pa ro i s  du tube e t  en lever  l e s  bul les  d ' a i r .  Un tube d e  d ia lyse  

d e  6 mm d e  d iamèt re  (Union Carbide  Film) initiallement r é g é n é r g  d a n s  une 

solution 0 , 0 1  M E D T A  por tée  à ébullition pendant 30  minutes e t  r i n c é  vigoureu- 

sement B l 'eau d i s t i l l ée  e s t  f ixé  à l a  b a s e  d e  chaque tube avec  un caoutchouc 

selon l e  p rocédé  d e  Stephens  (159). 

Les di f férentes  phases  d e  la  fixation sont schémat isées  s u r  la f igure  

12 : 

- le diamètre  du tube d e  dia lyse  étant légèrement in fé r ieur  à celui  

du tube d 'élution,  i l  suffit d ' é c a r t e r  légèrement .les bords  afin d'y g l i s s e r  l e  

tube d'élution. 

- Nous rempl issons  l e  tube d e  dia lys  d e  tampon d ' é lec t rophorèse .  

- Nous fermons énergiquement Ki Le be d e  dia lyse  p a r  un double noeud 

afin d 'obtenir  un volume d e  chambre d 'élution n'excédant pas  3 0 0 p l  e t  e n  évitant  

toute formation d e  bulles d ' a i r  qui pourra ient  nuire  à l 'élution é lect rophorét ique.  

- P o u r  plus d e  s é c u r i t é ,  nous renforçons  l a  fixation du tube d e  dia- 

l y s e  s u r  l e  tube d'élution p a r  un simple caoutchouc. 

L'élution é lect rophorét ique s 'effectue s o u s  une in tensi té  constante  

d e  4 m A p a r  tube d'élution a v e c  l e  tampon d e  migration (pH 8,3) ut i l i sé  pour la 

. séparat ion.  La progress ion  d e  la  migration e s t  facilement suivie p a r  coélect roé-  

lution d e  S A B  préco lorée  a u  RBBR.  A c e t  effet ,  un tube d'élution ayant  d e s  dis: 



ques de gels qui comportent la S A B  précolorée est préparé de la même façon 

que les tubes d!élution contenant les protéines de mycoplasmes. Quand toute 

la protéine colorée est située dans le sac de dialyse, c'est à dire après 10 

heures de migration environ, les sacs de dialyse sont délicatement c o u p ~ s  à 

la lame de rasoir et leurs contenus sont récupérés à la micropipette et stockés 

à - 40" C. 

D - Méthode Dour l'étude de l'antieénicité des   roté in es électroéluées 

Cette étude nécessite des anticorps anti M .  pnecirnoniae. 

1 - Préparation des immunsérums 

Deux lapins (race française : géant des Flandres) sont immunisés 

selon la méthode de Razin et col1 (128) légèrement modifiée. U n  mélange de 

1 m l  de suspension membranaire et 1 ml d'adjuvant complet de Freund est injec- 

té par voie intradermique à plusieurs endroits du dos. Le même volume de ma- 

tériel injecté mais mélangé avec de l'adjuvant incomplet est injecté de la même 

façon 3 semaines plus tard. Le sang est recueilli au niveau de la veine marginale 1 

de l'oreille : l 
1 

- sérum négatif : obtenu avant toute injection d'antigène, 

- sérum positif : obtenu 2 semaines après la 2ième injection d'antigène. 

Comme le sérum présente des anticorps c ontre le milieu de culture, il 

est absorbé avec le milieu de culture selon le procédé de Kahane et Razin (79, 

voire annexe technique page 138) avant d'être stocké en aliquots à - 40a C. 
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2 - Méthode d 'ouchter lony (112) : réac t ion  d'immunoprécipitation 

en  gel  d ' agarose  p a r  double diffusion bidimensionnelle 

C'est  une réact ion peu sens ib le  mais t r è s  spécifique,  e l le  permet  l'a- 

nalyse  quali tat ive d e  solutions antigéniques.  L'antigène e t  l ' ant icorps  son t  dis- 

posés  d a n s  d e s  pui ts  r é g u l i e r s  c r e u s é s  d a n s  la  gélose .  I l s  diffusent à t r a v e r s  

celle-ci e t  lo r sque  se trouvent r é u n i s  l e s  concentra t ions  d e  la zone d'équiva- 

l ence ,  il y a précipi ta t ion du complexe antigène- ant icorps .  Nous ut i l i sons  l e s  

immunofilms réhydra tab les  (SEBIA)  adhéran t  à un support  plast ique.  La réhydra-  

tat ion s 'ef fectue  d a n s  l 'eau d i s t i l l ée  toute  une nuit. Avant u t i l i sa t ion,  le film 

e s t  immergé pendant 2 h e u r e s  dans  l e  tampon T r i s  Verona1 : 

- 0,059 M . .  ...................... T r i s  

- 0 , 0 1  M..  ....................... Véronal  

........................ - 0 , 0 5  M. .  Véronal  Na 

Nous éliminons l ' excès  d e  tampon à l 'aide d'un p a p i e r  f i l t re .  Aiis 

a v e c  un emporte  p ièce  nous r é a l i s o n s  les pui ts  suivants  : 



puitrcentral  : 150 1 d'immunsérum d e  lapin  a d s o r b é  con t re  le milieu d e  cul ture  

Les  puits  pé r iphér iques  reçoivent  1 0 ~ 1  d'antigène 

pui ts  1 : suspension membranaire solubi l isée  dans  une solution à 1 % d e  SDS 

puits  2 : Eluat  d e  p ro té ines  obtenu. 

puits  3 : Milieu d e  cu l tu re  afin d e  v é r i f i e r  l 'eff icacité d e  l ' absorpt ion du sérum 

a v e c  l e  bouillon e t  l e  manque d ' identi té antigénique e n t r e  l e s  p ro té ines  é luées  

e t  les pro té ines  du milieu. 

pui ts  4 : tampon d'électroélution afin d e  v é r i f i e r  toute précipitat ion poss ib le  

e n t r e  l e  tampon d e  Laemmli e t  l ' immunsérum. 

La diffusion s 'effectue dans  une chambre humide pendant 24 h e u r e s  

à l a  t empéra tu re  du l abora to i re .  A p r è s  un cour t  lavage d a n s  l e  tampon t r i s  

vé rona l ,  nous photographions l'immunofilm p a r  projection d i r e c t e  s u r  un papier  

photosensible.  



I I I  - RESULTATS E T  DISCUSSION 

A - Fractionnement d e s  proté ines  membranaires  d e  M .  pneumoniae 

L'étude comparative d e s  3 gels  de  sépara t ion  à concentra t iorsd 'acry-  

lamide d i f fé ren tes  : 7 , 5  ; 10 e t  13 % (fig. 13) permet d ' a t t r ibuer  à chaque type 

d e  gel  une uti l isat ion bien déterminée ('lableau 4). 

Tableau 4 - I n t é r ê t s  d e s  di f férentes  concentra t ions  d 'acrylamide pour le gel 

d e  séparat ion l o r s  du fractionnement d e s  p ro té ines  membranaires  

d e  M.  . pneumoniae 
i 

( 
( gel d e  séparat ion - uti l isation du  gel 
( ............................... ............................... 
( 1 
( gel à 7 , 5  % d'acrylamide : vérification du contenu de  l 'éluat  1 
( : final 1 
( 1 
( gel à 10 % d'acrylamide : détermination d e s  m a s s e s  molécu- ) 
( : l a i r e s  re la t ives  d e s  proté ines  
( : membranaires  1 
( 
( gel à 13 % d'acrylamide : fractionnement d e s  p ro té ines  mem-) 
( : b r a n a i r e s  suivie d 'une élution 
( : élect rophorét ique d e s  proté ines  1 
( : lourdes  

1 - Gel  d e  sépara t ion  à 10 % d'acrylamide (fig 13 B) 

Le gel d e  sépara t ion  à 10 % d 'acrylamide donne la meilleure réso-  

lution d e s  proté ines  d e  M. pneumoniae, c ' e s t  d ' a i l l eurs  c e  type de  gel qu i  fut 



utilisé par différents auteurs pour déterminer les masses moléculaires des 

protéines de mycoplasmes (40, 69, 70). Par comparaison aux protéines stan- 

dards nous pouvons donner aux protéines séparées leurs masses moléculaires 

relatives (Tableau 5). 

Tableau 5 : Masses moléculaires relatives des 16 protéines membranaires de 

M. pneumoniae en gel de séparation à 10 X d'acrylamide. 

(figure 13 B) 

< 
( 190 000 Daltons 

Les 2 masses moléculaires soulignées correspondent à des protéines 

à la limite de la visibilité oculaire. LE nombre réel de protéines est certai- 

nement plus élevé car  les protéines en faible concentration n'apparaissent pas 

après coloration, la limite de sensibilité pour la coloration au bleu de Cccmassie 

est de l'ordre de 1 p g  de protéine (59). 



Fig 13 b Profil électrophorétique des  protéines membranaires de 

A : gel de séparation 7,5% d'acrykmide 

3 : gel de séparation CL 10% d'cicrykmide 

C :: gel de s4paration il 13% d'acrykmide 

D : protéines standards en 10% d'acrylamidc (voire masses moléculaires 

pages 80 et 81) 



2 - Gel de séparation à 7,5 % d'acrylamide (fig 13 A) 

Ce gel de séparation permet une bonne séparation des protéines les 

plus lourdes, nous utiliserons ce type de gel pour vérifier le contenu de l'éluat 

final. 

3 - Gel de séparation à 13 % d'acrylamide (fig 13 C )  

Ce gel de séparation est le plus approprié pour l'élution électropho- 

rétique des protéines désirées. En effet, les protéines les plus lourdes sont 

bloquées sur une distance très courte de gel, ce qui permet d'obtenir des dis- 

ques de gel très petits avec le maximum de protéines. Aussi pour le fraction- 

nement des protéines membranaires de Fvl. pneurnonlae nous utiliserons le gel 

à 13 % d'acrylamide. 

Etude du contenu protéique de l'éluat 

L'électrophorèse de SAB précolorée au RBBR s'est révélée efficace 

pour localiser rapidement la région du gel qui contient les protéines à isoler 

(fig 14 A). Nous avons obtenu un  volume d'éluat égal à 403~1 pour les 2 tubes 

d'élution contenant les 11 disques de gel. 

1 - Etude qualitative (fig 14 B) 

Une réélectrophorèse de l'éluat réalisée parallèlement à celle d'un 



échantillon membranaire dans le système de Laemmli avec un gel de séparation 

à 7 % d'acrylamide permet d'affirmer que l'éluat comporte bien les protéines 

lourdes désirées (fig 14 B). Elles sont au nombre de 8,leurs masses moléculai- 

res  s'étendent de 70 000 à 190 000 Daltons (Tsbleau 5). 

Comme nous l'avons indiqué antérieurement (voire page 75 la compa- 

raison des masses moléculaires des protéines lourdes électroéluées et celles 

isolées par d'autres auteurs est difficile à réaliser. L'essentiel pour nous rési- 

de dans le fait que l'éluat obtenu contient les protéines lourdes responsables de 

l'attachement de M.  pneumoniae sur les cellules hôtes. 

2 - Etude antigénique 

Le SDS a le désavantage de détruire les structures quaternaire et 

tertiaire des protéines et même en partie la structure secondaire. Les protéines 

dénaturkpar  le SDS ont une structure en forme de baguettes entourées de 

charges négatives (ions sulfates du SDS). Malgré cette perte de sites antigéni- 

ques, l'éluat obtenu est antigéniquement actif comme l'indique la fig 15. Une 

ligne de précipité spécifique se forme par immunodiffusion dans l'agar entre la 

solution de protéines électroéluées et le sérum préparé contre les membranes 

de M. pneumoniae, cette ligne fusionne dans une réaction d'identité avec la ligne 

de précipité obtenu avec des membranes solubilisées dans du SDS . 

P. Hu et coll. (70) avaient rapporté antérieurement l'identification 



d'immunogènes d e  M. pneumoniae : les pro té ines  sont  s é p a r é e s  p a r  PAGE-SDÇ 

e t  t r a n s f e r r é e s  s u r  une bande d e  ni;rocellulose p a r  "blotting". Les p ro té ines  

capables  d ' induire d e s  ant icorpç sont dé tec tées  p a r  immunoradiographie indirec- 

t e  en  uti l isant  un ant isérum marqué à 1'1 125 con t re  l e s  I g  G d e  lapin a p r è s  

incubation d e  l a  bande d e  ni t rocel lu lose  dans  du sérum de  lapin immunisé. 

Néanmoins l e s  p ro té ines  s é p a r é e s  r e s t e n t  s u r  un support  e t  l e u r  uti l isat ion s 'en  

trouve l imi tée ,  c e  qu i  n 'est  pas  l e  c a s  a v e c  n o t r e  technique d'élution é lect ro-  

phorétique.  Cet te  méthode a un double avantage : e l l e  permet d 'obtenir  d e s  

proté ines  solubles d a n s  un milieu aqueux e t  d e  l e s  concen t re r .  Cette f rac t ion  an- 

tigénique liquide e s t  facilement u t i l i sable  pour  tout t y p e  d e  réac t ion  antigène- 

an t i corps ,  c e  qui g largi t  l e s  poss ibi l i tés  d e  détection d e s  an t i corps  a n t i  M. 
i 

pneumoncae dans  l e s  sé rums  d e  malades.  



Fig 14 : Elution électrophorétique des protéines membranaires de 

M .  pneumonhe 

A - Localisation des protéiries (gel de séparation à 13 % d'acry- 

lamide) 

a - gel marqueur : S A B  précolorée au RBBR 

b - gel préparatif protéines membranaires (fraction membra- 

naire de M .  pneumonlae) 

Analyse électrophorétique des protéines é-ées (gel de sépara- 

tion à 7 ,5  % d'acrylamide) 

a - protéines membranaires :;(fraction membranaire de M .  

pneumoniae) 

b - protéines lourdes éluées. 



Fig 15 : Réactions de précipitations ent3e un  immusérum de lapin anti mem- 

branesde M. pneurnoniae (cupule centrale) et diverses préparations 
I 

1 : membranes solubilisées dans du S D S  

2 : protéines lourdes membranaires de l'éluat 

3 :. Contrôle : milieu de culture 

4 : Contrôle : tampon d'électroélution 



CHAPITRE 



INTRODUCTION 

Pour la détection des anticorps anti M. pneurnoniae, plusieurs rai- 

sons ont guidé notre choix vers la technique de l'Enzyme Linked Immuno Sor- 

bent Assay (ELISA) : 

- C'est une méthode aussi sensible que la radioimmunologie. Actuellement seule 

la néphélométrie laser peut lui être comparable. 

- C'est une méthode pratique. L'immunoenzymologie ne nécessite aucun appareil- 

lage spécialisé. Sur  le plan méthodologique, radioimmunologie et EL1 S A per- 

mettent de doser en série des anticorps en un temps assez court avec une possi- 

bilité partielle d'automatisation. 

Comme la légjslation relative à l'emploi des radioélements est assez 

restrictive, le grand avantage de l'ELISA par rapport à la radioimmunologie 

réside dans sa diffusion facile à tous les laboratoires. 

- La spécificité est liée à celle de l'antisérum donc comparable à celle de toutes 

les méthodes immunologiques . 

L'immunoenzymologie se caractérise par le narqueur qui permet la 

reconnaissance de la réaction antigène-anticorps. Le marqueur fixé sur l'anti- 

gène ou l'anticorps est une molécule enzymatique qui peut être dosée en général 

de manière aisée par spectrophotométrie. Les méthodes de dosages immunoenzy- 

matiques ont été suggérées dès 1969 par Avraemas (7) ,  elles dérivent de celles 

qui ont été imaginées pour la radioimmunologie. Elles sont nombreuses. 

Les essais immunoenzymatiques que nous effectuons, utilisent comme 



a n t i c o r p s  l'immunsérum d e  lapin  an t i  membranes d e  M. pneumoniae, comme 

ant igène t e s  p ro té ines  membranaires  l o u r d e s  r é c u p é r é e s  an tk r i eurement  p a r  

élution é lec t rophorét ique.  



I I  - P R I N C I P E  DE LA METHODE 

I c i ,  la subs tance  à d o s e r  e s t  un a n t i c o r p s  : a n t i c o r p s  ant i  membranes 1 
d e  M .  pneumoniae e t  nous appliquons une méthode e n  phase  hé té rogène  non 

1 

I compétitive a v e c  un anti-anticorps marqué.  Les méthodes EL1 S A  s 'effectuent , 
1 

e n  milieu hé té rogène ,  e l l e s  u t i l i sent  un immunoadsorbant ou support .  

Dans un p r e m i e r  temps,  l 'antigène (éluat  d e  p ro té ines )  e s t  g re f fé  1 

p a r  adsorp t ion  s u r  d e s  cupules  d e  polys tyrène.  A p r è s  p lus ieurs  l avages  per-  

mettant d 'é l iminer  l ' excès  d 'ant igène,  nous a joutons  dans  un 2ième temps l 'an- 

t i co rps  à d o s e r .  De nombreux l avages  éliminent l e s  an t i co rps  e n  solut ion,  puis 

dans  un 3ième temps nocs  révé lons  l e s  an t i co rps  f ixés  à l ' an t igène p a r  1 'addi- 

tion du conjugué : ant isérum an t i  immunoglobulines d e  lapin marqué.  Le marqueur  

e s t  un enzyme dont les plus u t i l i sés  sont : 

- l a  phosphatase  a lca l ine  ( E. coLi) 

- la glucose  o x y d a s e  (AspergiLLus n i g e r )  

- l a  peroxydase  du Raifor t  (Horse  Radish  p e r o x y d ~ s e )  

- l ' acé ty lcho l ines té rase  

- la glucoamylase 

- l a  galactos idase  ( E. coLi) 

- l ' anhydrase  carbonique 

Après  a v o i r  éliminé l e  conjugué en e x c è s  p a r  p lus ieurs  l avages  suc- 

c e s s i f s ,  l ' ac t iv i t é  enzymatique e s t  m e s u r é e  d a n s  l e s  cupules  d e  l a  microplaque 

P r  addit ion du s u b s t r a t  appropr ié .  C e s  d i f férentes  é t apes  son t  schémat i sées  s u r  

l a  f igure  16. 



Cet te  technique non compétitive e s t  la p lus  courante  pour la détec- 

tion e t  l e d o s a g e  d e s  an t i corps  s é r i q u e s  d e  type I g  G e t  I g  M pour les d i v e r s  

sérodiagnost ics  v i raux : rubéole ,  cytomégalovirus , h e r p è s ,  p a r a s i t a i r e s  : 

taxoplasmoses ou bac té r iens  : bruce l loses .  

C 'es t  d ' a i l l eurs  c e  pr incipe  qui  fut adopté p a r  l e s  quelques a u t e u r s  

ayant chois i  l 'ELISA pour  l e  diagnostic ind i rec t  d e s  mycoplasmoses (29, 43, 

101, 117). Mais l e u r s  travaux ut i l i sa ient  comme antigène so i t  une f r a c t i o n  pro- 

téique brute  ( 4 3 ,  117) soi t  une suspension d e  cel lu les  de  M. pneurnoniae (29,  

101). I c i  la réac t ion  immunoenzymatique e s t  r é a l i s é e  avec  un antigène plus  pu- 

r i f i é  e t  probablement p lus  spécifique : l e s  p ro té ines  membranaires l o u r d e s  

dont c e r t a i n e s  sont  r esponsab les  d e  l'adhe'sion du microorgûnisme s u r  les cel- 

lu les  hôtes .  





I I I  - MATERIEL ET METHODES 

A - Réactifs 

1 - Immunoadsorbant ou support 

L'immunoadsorbant est l'élément essentiel, il est destiné à être 

revêtu par l'antigène, ce qui permettra la suite de la réaction. La nature chi- 

mique de ce support peut varier considérablement : 

- des polysa.ccharides sous forme de poudre ou de disque (cellulose, 

dextrane , agarose). 

- des polymères, tels que la polyacrilamine, les protéines polymé- 

risées ou 1e.verre. Nous pouvons citer pour exemple le grand développement 

de la technique de Guesdon et Avraemas (61) : le support est sous forme de bil- 

les de polyacrylamide agarose magnétiques, l'usage d'un barreau magnétique 

permet de séparer les billes de la phase liquide en diminuant ainsi le temps né- 

cessaire à faire de multiples centrifugations. 

- le polystyrène dont l'intérêt ne cesse de croître et qui occgpe.-aae 

place privilégiée. L'antigène y est fixé par interactions physiques et non par 

liaisorscovalentes. Néanmoins, le phénomène physique qui régit cette adsorp- 

tion est mal connu et le greffage de la molécule s'effectue assez empiriquement 

ce qui entraîne souvent des pertes de sensibilité de la méthode que l'on peut 

attribuer à un masquage partiel, voire complet,. d'un certain nombre de 

déterminants antigeniques . Malgré cet inconvénient, cette méthode est très em- 

ployée en raison de sa facilité de réalisation et des performances satisfaisantes 



obtenues.' 

Les suppor t s  sont souvent d e s  plaques d e  microt i t ra t ion dont l e s  

cupules  son t  à fond plat ou bien d e s  b i l l e s  plus ou moins g r o s s e s ,  v o i r e  d e s  

tubes.  Nous u t i l i se rons  d e s  plaques d e  microt i t ra t ion " S e r o c l u s t e r  96 well  

E I A  plate" (Cos ta r  Co). 

2 - Les ant igènes  e t  l e u r  greffage  s u r  l e  suppor t  

L'antigène à g r e f f e r  e s t  ici const i tué  d e s  8 pro té ines  d e  l ' é lua t ,  

p ro té ines  membranaires  c h a r g é e s  négativement p a r  l e s  ions  sulfate du S D S .  Ac- 

tuellement,  aucun e s s a i  d e  greffage  ou "coating" d e  t e l l e s  p ro té ines  n'a é t é  

r a p p o r t é  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e .  

Contra i rement  aux  a u t r e s  suppor t s  qui  nécess i t en t  l ' in tervent ion d e  

ligand : subs tance  qu i  permet l ' adhésion d e  l 'antigène s u r  l e  suppor t  so l ide ,  l a  

méthodologie s e  r édu i t  à une simple mise  en  contact  e n  milieu aqueux,  à pH neu- 

t r e  ou légèrement a lca l in .  La fixation peut s e  f a i r e  soi t  à 40°C, so i t  à températu- 

r e  du l a b o r a t o i r e ,  so i t  à 37' C : e l l e  s e r a  d'autant plus l en te  que la t empéra tu re  

e s t  p lus  b a s s e .  Si nous voulons ob ten i r  une sens ib i l i t é  importante d e  l a  méthode 

la quant i té  d 'antigène f ixé  doi t  ê t r e  importante.  Mais a u  c o u r s  d e  la r éac t ion ,  

e t  er. pa r t i cu l i e r  a u  c o u r s  d e s  d i f fé ren tes  phases  d e  l avage ,  d e s  quant i tés  var ia-  

b les  d 'antigène peuvent ê t r e  d é s o r b é e s .  Toutes ces condit ions font qu ' i l  ex i s t e  

d e s  zones  d e  concentra t ion optimale,  c e r t a i n e s  p ro té ines  s e  fixant mieux q u e .  

d ' a u t r e s  s a n s  que l 'on e n  conna i s se  l e s  r a i sons .  



Les concentra t ions  d e s  solutions d 'ant igènes  d e s t i n é s  à ê t r e  f ixés  

sont l e  p lus  souvent d e  l p g  p a r  cupule (117), ou 0 , 5 / ~ g  (1011, plus r a rement  d e  

Cpg (143). 

Aussi  afin d e  dé te rminer  l a  concentra t ion optimale d 'antigène à gref-  

f e r  c ' e s t  à d i r e  l a  di lut ion d e  t r a v a i l  e n  ant igène,  nous é tud ie rons  l e s  r é p o n s e s  

données  p a r  d i f fé ren tes  dilut ions d 'antigène g re f fé  avec  un sérum positif e t  un 

sérum négatif en  an t i co rps  an t i  M.  pneumonioe (irnmunsérums d e  lapin a n t i  rnern- 

b r a n e s  d e  M.  pneumoniae) à concentra t ion fixe.  Le volume d e  solution antigéni-  

que  pour  l e  greffage e s t  d e  1 0 0 ~ ~ 1  p a r  cupule. La %fixation e s t  effectuée à tempé- 

r a t u r e  du l abora to i re  pendant 14 h e u r e s .  

3 - Les an t i co rps  

100p l  d'immunsérum d e  lapin a n t i  membrane de  M. pneumoniae sont  

a jou tés  à chaque cupule a p r è s  3 lavages  s u c c e s s i f s ,  l a  liaisor? antigène-anticorps 

s 'effectue à 37O C pendant 2 h e u r e s .  

Les immunsérums sont ceux qui  ont  é t é  u t i l i sés  p o u r  l 'étude antigéni- 

que  d e s  p ro té ines  é lec t roé luées  p a r  r éac t ion  d 'ouchter lony (voire  page 87). 

4 - Le conjugué 

Après  f ixation d e  l ' an t i co rps  e t  3 l avages  s u c c e s s i f s ,  nous a jou tons  

10Qp1 d e  conjugué d a n s  chaque cupule : ant isérum d e  mouton a n t i  immunoglobuli- 

n e s  I g  G spéci f iques  d e  lapin marqué  à la pe roxydase  de  Raifor t  ( Ins t i tu t  P a s -  
b 



t e u r  Product ion P a r i s ) .  

5 - Le subs t ra t  

Après  élimination du conjugué en e x c è s  p a r  3 lavages  s u c c e s s i f s ,  

nous a joutons 2 0 0 ~ 1  d e  s u b s t r a t  p r é p a r é  extemporanément : 

2 5  ml de  tampon pH 5,s 

0 , l  M . .  .................. phosphate de  Na 

0 , l  M . .  .................. ac ide  c i t r ique 

75  mg d 'or tho phénylènediamine dihydrochloride (Sigma Chemical Co) 

1 6 ~ 1  de  peroxyde d 'hydrogène à 30 % 

(concentration f inale  : 3 , s  mmole/litre) 

Dès addition du s u b s t r a t ,  la  coloration o range  spécifique s e  dévelop- 

pe ,e l l e  e s t  p rogress ive .  A p r è s  20 minutes à la  t empéra tu re  du l abora to i re  la 

réact ion enzymatique e s t  a r r ê t é e  p a r  addit ion d e  100 1 d 'une solution aqueuse  /1 
d'HC1 5 N e t  l ' absorbance e s t  déterminée au spectrophotornètre à 492 nm. 

Le dosage d e  la  péroxydase  fai t  in te rven i r  le péroxyde d 'hydrogène 

qui peut r é a g i r  avec  d e  nombreuse subs tances  conduisant à différents  types d e  

mesure  (107). La méthode à l 'or tho phénylènê diamine dihydrochloride cons i s te  

en  une m e s u r e  photométrique a p r è s  réac t ion  d'un chromogène donneur d'hydro- 

gène généralement incolore  e t  qui s e  t ransforme p a r  oxydation, en un composé 

co lo ré .  - H O + chromogène H2 Peroxydase 2 2 
chromogène oxydé + 2 H 2 0  



C'es t  la méthode l a  plus faci le  à mettre  e n  oeuvre  e t  l a  plus ut i l i sée .  

Se lon  Por tsmann (114), la  cinétique d e  la  coloration e s t  t r è s  complexe e t  non 

complètement é lucidée  : il y a u r a i t  une inhibition par t i e l l e  du s u b s t r a t  c a u s é e  

p a r  un excès  de  peroxyde d 'hydrogène duran t  la  r éac t ion  avec  l e  chromogène,  

e t  l ' ac t ion d e  l 'enzyme duran t  la  r éac t ion  dépend d e  la s t r u c t u r e  e t  du potentiel  

rédox du chromogène. Cet au teur  a kgalement comparé p lus ieurs  chromogènes 

pour  la  détermination d e  la peroxydase.  Lorsque l e  conjugué e s t  en  solution,  la 

sensibi l i té  la p lus  haute e s t  obtenue avec  l'ortho-phénylène diamine. 

Les d i v e r s e s  é tapes  d'additions d e  réac t i f s  dans  l e s  cupules d e s  mi- 

croplaques  sont schémat i sées  s u r  l a  f igure  16. 

B - Matériel  

Nous ut i l i sons  un appare i l  spéc ia l  pour l e s  réac t ions  ELISA en  mi- 

croplaques  : Behring ELISA p r o c e s s o r  M.  

Cet a p p a r e i l  a le grand avantage d e  laver,  a jou te r  l e s  d i v e r s e s  solu- 

tions e t  l i r e  automatiquement toutes l e s  plaques à différentes  longueurs  d 'onde 

poss ibles .  I l  e s t  relié à un microordinateur  qui ,  programmé pour  chaque type 

d e  réac t ion ,  donnera  di rectement  l e s  r é s u l t a t s  p a r  r a p p o r t s  aux témoins. 

C - Mise a u  point d e  la  technique 

La réac t ion  ELISA fait  in te rven i r  3 paramèt res  : 



- l ' an t igène,  

- l ' an t i co rps ,  

- l e  conjugué. 

D'abord nous f e r o n s  v a r i e r  l e s  concentra t ions  en  ant ig5nes  e t  e n  con- 

jugué. Ensui te  a v e c  d e s  quant i tés  f ixes  d 'ant igènes  e t  de  conjugué qu i  donnent 

l e s  absorbanceç  maximales nous é tudierons  l a  sens ib i l i t é  de  l a  méthode e n  me- 

su ran t  l e s  a b s o r b a n c e s  obtenues  p a r  d i v e r s e s  d i lu t ions  d'immunsérum a n t i  M. 

pneurnoniae. 

1 - D étermination d e  l a  concentra t ion optimale d 'antigène à g r e f f e r  

D a r  c u ~ u l e  e t  détermination d e  l a  dilut ion o ~ t i m a l e  du c o n i u ~ u é  

1.1 - Antigène ------- 
Une gamme d e  dilutions e n  ant igène d e  2 e n  2 e s t  effectuée pour  l e  

"coating" d e s  cupules .  Ce t t e  gamme s 'é tend d e  4 r g  à 0 , 0 6 2 ~ g  d e  p ro té ine  p a r  

cupule.  Les concentra t ions  en-proté ines  sont dé te rminées  selon l a  méthode d e  

Bradford  (23,  v o i r e  annexe _technique page 130). Les  dilutions d 'ant igènes  sont  

ef fec tuées  dans  du tampon phosphate sa l in  PBS pH 7 , 4  : 

... ............ - Eau-bistikkée; ;s ;-..;QSI?. 1 l i t r e  

1 .2  - Conjugué ------ 
3 dilutions d e  conjugué sont comparées  : 1/20 000,  1/10 000,  e t  

1/5 000. 



1.3 - Anticorps  -------- 
Les immunsérums d e  lapin an t i  membranaires  de  M .  pneumoniae e t  

les immunsérums négatifs  sont u t i l i sés  à une dilution fixe d e  1/10. 

Les dilutions d e  conjugué e t  d'immunsérum- sont effectuées d a n s  du 

tampcn P B S  albumineux pH 7 , 4  : 

..................... - P O  Na2H, 12H20. .  .27  g 
4 

- PO4 NaH2, 2H20. .  ........................ 4 g 

.................................... - NaC1 8 g 

.................. - Sérum albumine bovine.. 10 g 

...... - Eau d i s t i l l ée . .  Q S P . .  ............... 1 l i t r e  

Se lon  Alvarez  e t  col1 (21, l e s  molécules d'albumine pour ra ien t  s 'in- 

t e r c a l e r  s u r  la p a r o i  d e  la  cupule e n t r e  l e s  molécules d 'ant igènes  c e  q u i  reo- 

r i en te ra i t  les molécules proté iques  greffées  permettant  d e  f i x e r  plus facilement 

les an t icorps  d e  l'immunsérum. 

1 .4  - Contrôles  -------- 
Nous effectuons également un "coating" a v e c  du tampon P B S  albumi- 

neux qu i  s e r v i r a  d e  blanc e t  un "coating" a v e c  du tampon d 'é lect roélut ion d e  

Laemmli afin d e  d é t e c t e r  t o u t e  in te r fé rence  dans  la  réact ion antigène-anticorps.  

2  tu tu de d e  la sensibi l i té  d e  la  méthode 

Afin d e  déterminer  l a  dilution optimale d'immunsérum donnant une 

absorbance  significative,  d i v e r s e  dilutions e n  immunsérums sont  incubées  a v e c  

la quant i té  fixe d 'Ag greffé  e t  d e  conjugué déterminée dans  l ' expér ience précé- 

dente.  



I V  - RESULTATS ET DISCUSSION 

Greffage de l'antigène sur le support polystyrène 

Le tableau 6 montre que : 

- malgré leur dénaturation par le SDS, les protéines de l'éluat se 

greffent correctement sur les parois des cupules en polystyrène. 

- les constituants du tampon d'électroélution n'interfèrent pas dans 

la réaction antigène-anticorps. 

Tableau 6 : Réactions immunoenzymatiques obtenues avec diverses substances 

greffées sur les cupules (méthode non compétitive avec anti anti- 

corps marqué). 

t ) 
( Substances greffées : Immunsérum de lapin : conjugué dilué : DO à 492 nm ) 
( : anti membrane de : au 1/10 000 : 1 
( : M. pneurnoniae ....................................... ........................... 
( 3 
( Protéines membranai-: 1 
( . res de M. pneurno- : + + : 2,100 ) 
( n i a e  1 
( 
( 1 
( Protéines membranai-: 
( res  de M. pneurno- : + : 0,028 1 
( niae ) 
( 
( 
( PBS albumineux + + : 0,019 
( 
( 
( Tampon d'électroélu-: + + ) 
( tion . : 0,120 ) 
( 
( 



B - Détermination d e  l a  dilut ion antigénique d e  t r a v a i l  e t  d e  l a  

dilution o ~ t i m a l e  du coniugué 

Les a b s o r b a n c e s  obtenues  à 492 nm sont r e p o r t é e s  s u r  une courbe  e n  

fonction d e  la quanti té d 'ant igène proté ique ut i l i sé  pour  l e  greffage (fig 17). Les 

DO obtenues  a v e c  un conjugué di lué  a u  1/5000 sont t r o p  é levées  (DO) 2,200). 

Les condit ions optimales d e  t r a v a i l  r e t e n u e s  (DO maximales) sont l e s  suivantes  : 

- l p g  d e  protéixieçgrefftes pa- cupule (ou quant i té  d e  p r o t é i n ~ s u t i l i s é e  

p o u r  l e  greffage) 

- conjugué di lué  a u  1/10 000 

Etude d e  l a  sens ib i l i t é  d e  la méthode 

S elon la f igure  18, l ' abçorbance  e s t  maximale pour  d e s  dilutions 

d'immnsérum atteignant 1 / 4 0 0 ,  l a  di lut ion 1/3200 donne e n c o r e  une a b s o r b a n c e  

significative : DO = 0,220.  P o u r  d e s  d i lu t ions  s u p é r i e u r e s ,  l ' absorbance  e s t  

t r è s  faible e t  co r respond  à une adsorp t ion  non spécifique d e s  a n t i c o r p s  s u r  l a  

cupule.  C e  même immunsérum p r é s e n t e  une réac t ion  posi t ive  e n  f ixation du com- 

plément pour  une dilution beaucoup plus  faible (1/256, r é a c t i f s  C F T  Mycoplas- 

mes  Behring). 

Malgré la g rande  di f férence  d e  sensibi l i té  q u i  e x i s t e  e n t r e  c e s  deux 

techniques (1/256 pour  l a  r é a c t i o n  d e  fixation du complément, I l 3 2 0 0  pour  l a  ré.- 

ac t ion  ELISA) ,  il e s t  indispensable  d 'af f i rmer  nos r é s u l t a t s  p a r  d ' a u t r e s  expé- 

r i e n c e s  : produ i re  un immunsérum d i r i g é  con t re  l e s  p ro té ines  membranaires  



- 7 - -  , 

l / \ Conjugué a u  1/20 000 

4 2 1 0 , 5 0  0 , 2 5  0 ,125  concei;tration en  ailti- 

gène (,ug de  proté ines /  

cupule) 

F i g  1 7  : A b s o r b a n c ~ o b t e n u e s  en  fonction d e  l a  quanti té d'antigène proté ique 

u t i l i sé  pour  l e  greffage 

(moyenne de 6 a n a l y s e s ,  immunsérum d e  lapin dilué au 1/10) 



. 1 1 . 
6 400 3200 1600 800 400 200 t i t r e  

( i n v e r s e  d e  la 

dilution d e  
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F i g  18 : Abçorbances  obtenues  e n  fonction d e  l a  concentra t ion en 

immunsérum 

( l h g  d e  p ro té ines  g re f fées  p a r  cupule,conjugué d i lué  au  1/10 000) 



lourdes  e t  l e  t e s t e r  c o n t r e  d i v e r s e s  souches  d e  M. pneumonLae e t  d ' a u t r e s  micro- 

o rgan i smes  re la t ivement  p r o c h e s  comme les s t rep tocoques  a f in  d e  démont re r  l a  

spéc i f i c i t é  antigénique d e s  p ro té ines  é lec t roé luées  . 

I l  faut  également r econdu i re  nos  e s s a i s  immunoenzymatiques a v e c  

d e s  immunsérums humains notamment d e  pat ients  p résen tan t  une infection à 

M. pneumoniae e t  d e  pat ients  s a i n s .  

D 'aut re  p a r t ,  la  méthode ELISA p r é s e n t e  un inconvénient : le fa i t  q u e  

l e  conjugué marqué so i t  monospécifique (soi t  an t i  I g  G ,  so i t  I g  M) e n t r a î n e  un 

écuei l ,  à s a v o i r  : lo r squ 'un  sé rum contient  ulne grande quant i té  d ' I g  M q u i  sont  

l e s  p r e m i e r s  an t i co rps  s é r i q u e s  5 a p p a r a î t r e  a p r è s  l e  début d 'une infection e t  

peu d ' l g  G qu i  a p p a r a i s s e n t  p l u s  tardivement ,  la réac t ion  e s t  négative a v e c  l 'anti-  

c o r p s  an t i  I g  G .  C e  même sé rum présente-une réac t ion  d e  fixation du complément 

posit ive,  c e  p rocédé  dé tec te  l a  to ta l i té  d e s  an t i co rps .  Si o n  d é s i r e  é v i t e r  ce - 

phénomène d e  masquage e n t r e  I g  G e t  I g  M ,  i l  faut  obligatoirement examiner  l e  

sérum a v e c  un conjugué marqué an t i  I g  G e t  un conjugué marqué  ant i  Tg M .  Cela  

e s t  poss ib le  mais long  e t  onéreux.  Cependant,  un conjugué an t i  I g  to ta l  marqué  

à la peroxydase  pour  la toxoplasmose e t  l a  rubéo le  e s t  actuellement à l ' é tude 

(108). P a r  a i l l e u r s  nous  savons  que  l e  f ac teur  rhumatoïde ( F R )  i n t e r f è r e  d a n s  

la réac t ion  a v e c  l e s  I g  M e t  f a u s s e  l e  r é s u l t a t .  P l u s i e u r s  a u t e u r s  (43 ,  101) s e  

penchent s u r  c e  problème e t  e s s a i e n t  d e  t r o u v e r  d e s  méthodologies d i f fé ren tes  

pour  é l iminer  c e  phénomène. 

Malgré ces inconvénients,  la technique EL1 S A  appara î t  à l ' h e u r e  



actuelle comme une technique facile, fiable et réalisable par tous les labora- 

toires, elle permettra une amélioration importante du diagnostic des mycoplas- 

moses. 



CONCLU-SION 



C e  t ravai l  nous a u r a  permis  d ' apercevo i r  la complexité que repré -  

sen te  l ' ext ract ion d 'ant igènes  membranaires  proté iques  d'un microorganisme,  

depuis sa mise  en cu l tu re  jusqu'aux e s  s a i s  antigéniques finaux. 

Nous avons d 'abord comparé  d i v e r s e s  méthodes d e  lyse  de  M .  pneu- 

moniae ; une exposition c o u r t e  aux u l t rasons  d'une suspension d e  microorganis-  

mes suivie d 'une centrifugation di f férent ie l le  s ' e s t  r évé lée  comme un p rocédé  d e  

choix pour  l a  p répara t ion  d e  membranes in tactes  d e  M .  pneumoniae. 

P u i s  l ' é l ec t rophorèse  discontinue en gel  de polyacrylamide en  pré- 

s e n c e  d e  S D S  accompagnée d 'une élution électrophorétique d e s  proté ines  lour- 

d e s  nous a permis  d 'obtenir  une solution d 'antigènes proté iques  membranaires  

solubles.  

Malgré l e u r  dénaturat ion p a r  le S D S ,  ces composants membranaires  

dont p lus ieurs  sont l i é s  d i rectement  à l a  pathogénicité de  M .  pneumoniae ont é t é  

a v e c  s u c c è s  à la réa l i sa t ion  d 'une réac t ion  sérologique d e  type 

E L I S A .  

\ 

D'autre p a r t  nous n 'avons pas  r e c h e r c h é  à r e n a t u r e r  l e s  p ro té ines  

é luées ,  bien que Weber e t  Kuter (170) a ient  montré qu ' après  absorpt ion du S D S  

d e s  enzymes préalablement d é n a t u r é s  re t rouvaient  l e u r  ac t iv i t é  biologique. C e c i  

montre que le déplacement du détergent  doit e n t r a î n e r  une réappar i t ion  d e  motifs 

antigéniques ou épitopes donc une amélioration d e  la sensibi l i té  d e s  réac t ions  

sérologiques .  De t e l s  t ravaux peuvent ê t r e  envisagés .  



Mais l'essentiel réside dans le fait que cette solution de protéines 

membranaires de M. pneumoniae permettra : 

- d'améliorer le diagnostic biologique des infections à M. pneurno- 

niae par le développement de réactions sérologiques plus spécifiques et plus 

sensibles. 

- de prévoir la mise en évidence directe de M .  pneumoniae dans 

les expectorations peu de temps après sa survenue avec des anticorps fluores- 

cents dirigés contre les protéines membranaireç isolées. 

- d'envisager un nouveau vaccin étant donné l'efficacité limitée 

des vaccins connus à ce jour. 

- de mieux comprendre l'immunité induite par M .  pneurnoniae. La 

spécificité de l'antigène obtenu remet en question les études épidémiologiques 

antérieures effectuées avec un haptène de nature glycolipidique et permettra 

d'établir $us correctement la part de l'immunité humorale et celle d'immunité à 

médiation cellulaire dans les infections à M. pneumoniae. 
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