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ABREVIATIONS

TPY : Trypticase Peptone Yeast extract
GAL*=* : Galactosidase

GlcHAc*== : N-acétyl-f-D-glucosaminidase
NeuAc=== : Neuraminidase

Fuc*=* : Fucosidase

p¥P-Gal : para Nitro-Phényl-Galactoside

pEP-GlcNAc : para Nitro-Phényl-N-acétyl-glucosaminide
MU-NeulAc : Acide 4-méthyl-Umbélliféryl-o-D-N-acétyl-Neuraminique

FPLC : Fast Protein Liquid Chromatography
Tris : Tris-hydroxyméthyl-aminométhane

EDTA : Acide éthyléne diamine tétra acétique
SDS : Sodium dodécyl sulfate
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INTRODUCTION

On sait depuis les études de TISSIER (1%00) que la flore in-
testinale du nourrisson alimenté au sein est caractérisée par la présence
en proportion prépondérante d'une Dbactérie anaérobie particuliere
Bifidobacterium bifidum. Par ailleurs, chez les enfants nourris au lait de
Femme, les taux de mortalité et de morbidité sont plus faibles que chez
1'enfant alimenté au lait de Vache. Ces deux observations rapprochées ont
condult de nombreux auteurs & admettre que la présence de la flore bifide
dans 1'intestin du nourrisson allaité, éatait la cause directe de leur état
de résistance accrue. Les Bifidobactéries pourraient exercer une
répression de la flore "putréfiante" et s'opposer & la prolifération des
germes pathogénes exogénes. Cet effet du microorganisme s'ajoute a la
protection obtenue par des substances contenues dans le lait de Femme, en

particulier le lysozyme, la lactotransferrine et les immunoglobulines.

La maternisation des laits industriels en vue de la protection
de 1l'intestin du nourrisson est l'une des préoccupations majeures du
Laboratoire. Ces études concernent deux axes privilégiés :

1° L'étude de la lactotransferrine

2° L'etude de facteurs spécifiques appelés : facteurs bifidigénes.
Ceux-ci sont de nature complexe et different selon les especes
de Bifidobactéries; dans le cas du lait de Femme, il peut s'agir

d'oligosaccharides contenus dans le gynoclactase.

I1 a été démontré, bien que ceci soit encore trés controversé
(POCH et BEZKOROVAINY, 1988), que ces ogligosaccharides passédent une
activité bifidigéne car ils renferment un monosaccharide indispensable a
la synthése du peptidoglycanne : la N-acétyl-D-glucosamine. Celle-ci n'est
Jamais en position externe et nécéssite pour sa libération un équipement
en exoglycosidases capables de dégrader totalement les oligosaccharides.
Nous sommes partis de cette constatation et nous avons tenté de répondre a
la question suivante : Bifidobacterium bifidum posséde t-1il1 un équipement

enzymatique suffisant pour pouvoir libérer ce type de monosaccharide 7



Avant d'entreprendre 1l'étude des différents systémes glycosi-
dasiques de dégradation, ou nous nous limiterons aux activités suivantes :
p-D-galactosidase, N-acétyl-f-D-hexosaminidase, o-L-fucosidase et o-D-
neuraminidase, 11 nous a paru nécéssaire de définir les différentes
especes de Bifidobactéries ainsi que de définir les différents facteurs
bifidigénes.



GENERALITES

FACTEURS BIFIDIGENES

INTRODUCTION

Avant 1950, lorsque l'utilisation du lait en poudre faisailt ses
premiers pas, 11 était reconnu que le lait de Femme était supérieur au
lait de Vache pour l'alimentation du nouveau-né. En effet,on constatait
une meillleure santé des enfants nourris au sein, moins de maladies
(particulierement de gastroentérites), et une mortalité plus faible. Un
certain nombre d'hypothéses ont &té émises pour expliquer cette
observation. Le lait de Femme contient des protéines ayant une activité
antivirale et antibactérienme (IgA de sécrétion), des macrophages, des
cellules lymphoides et des protéines ferriques (lactotransferrine). Mais
par dessus tout, ces faits coincident avec une différence de la flore
intestinale suivant le mode de nutrition. Dans les intestins des enfants
nourris au sein, le bifide est prédominant. Par contre, chez les
nourrissons soumis & une alimentation artificielle, le nombre de
coliformes est trés élevé, les formes anaérobies gramnégatives sont
présentes en grande quantité et les bifides sont peu nombreux (HAENEL,
1970), Ceci suggére que les B. bifidum peuvent avoir une influence
positive sur le maintien de la bonne santé des enfants nourris au lait de
Femme. Aussi de nombreux chercheurs oant essayé de faire croitre
artificiellement B. bifidum "in vitro" et de le maintenir "in vivo". Les
études concernant les facteurs de croissance des Bifidobactéries ont suivi

deux voies :

I- Modification de la composition du lait de Vache : "maternisation"

II- Identification de facteurs bifidus et bifidigénes.

I- MODIFICATION DE LA COMPOSITION DU LAIT DE VACHE

A-GENERALITES

Les travaux sur les différentes compositions des laits ont



essentiellement porté sur le lait de Femme et sur le lait de Vache, qui
sont les plus généralement utilisés dans l'alimentation du nourrisson. Ces
recherches ont précisé les différences qualitatives et quantitatives
existant entre ces deux laits, faisant du lait humain un aliment de choix.
Elles revétent une importance particuliére du point de vue de 1la

*maternisation” du lait de Vache.

B-LE LACTOSE ET OES DERIVES

SITTLER (1208) est le premier & affirmer que l'addition de lactose
dans le lait de Vache provoque la croissance des Bifidobactéries. Des
¢tudes ont montré que l'addition de 12 p.100 de lactose (P/V) (GERSTLEY et
al., 1932; MANCIAUX ,19%58) ou d'au moins 10 p.100 (BESSAU,1937, 1938
provoque l'apparition d'une flore gram-positive dans les féces.

L'effet bifidigene du B-lactose a été annoncé par plusieurs
auteurs (MALYOTH =t KIRIMLIDIS, 1939; MALYOTH et STEIN, 1953; DUSTERWALD
et al.,1950; DELTHIL, 1953). Mais cet effet a été infirmé par d'autres
(FRISELL, 1951; PETUELY, 1957; LEVESQUE , 1959). L'administration orale du
lactose donne des effets temporaires et partiels de baisse du pH (ROSS et
DAVES, 1954). Apparemment, le lactose ne parvient pas au gros intestin en

quantité suffisante pour provoquer la croissance des Bifidobactéries.

Le chauffage du lait de Vache contenant un ajout de lactose a éteé
proposé comme un moyen de retarder 1l'absorption intestinale (BESSAU,
1937, 1943; KLEINSCHMIDT, 1949). Cette méthode 1induit 1la formation de
nouveaux composés bifidigenes attribuée 4 la modification du lactose.

Des laits artificiels, recevant des compléments en maltodextrines
(MALYOTH, 1949 ou en dextrine-cystéine, sont des supports pour la flore
bifide et suppriment les coliformes dans les intestins. Cependant,
d'autres études utilisant des dextrines indiquent que 1l'effet est faible
(LEVESQUE, 195%) ou méme négligeable (PETUELY, 1957). Les effets de ces
sucres sont donc contradictoires, ce qui indique que d'autres facteurs

doivent intervenir.

C-LES AUTRES CONSTITUANTS

1-LES FROTEINES ET LES SELS

Certains auteurs ont remarqué que le fort taux de lactose et le



faible pouvair tampon du lait bhumain favorisent un pH acide des feéces
(ADANM, 1921, 1925; CRUISCHANK,1925). D'autres études ont montré que la forte
concentration en pratéines <(casélne en particulier) et en phosphate de
calcium dans le lait de Vache inhibe la croissance des Bifidobactéries,
tandis que le fort taux de cystine du lait humain la favorise (ADAN, 1849;
BLAUROCK, 1937). Ces abservations ont conduit au développement de laits de
Vache modifiés avec une teneur réduite en caséine et en phosphate de

calcium et supplémentés en lactose et cystine.

Z2-LES ACIDES GRAS

Les acides gras présents dans 1le lait de Vache sont des
inhibiteurs de la croilssance des Bifidobactéries. Les acides laurique et
myristique ont 1'effet 1le plus important (TOMARELLI et al.,1950;
GYLLENBERG et al.,1954,1956). Une étude complémentaire a confirmé 1l'effet
néfaste de certains acides gras dans 1'ordre suivant : propionique,
butyrique, palmitique, stéarique tandis que les acides plus insaturés
(oléique, linoléique) ont peu d'effet (OISHI, 1966),

Cependant la forte teneur en acides gras essentiels (linoléique,
linolénique’ du lait de Femme a une fonction nutritionnelle importante. On
a donc modifié le lait de Vache en remplagant ses acides gras
constitutionnels par des huiles végétales contenant une forte proportion

de ces produits essentiels.

II-IDERTIFICATION DE FACTEURS BIFIDIGENES

A-DEFINITION

Les facteurs ©bifidigénes sont des facteurs de croissance
nécessaires au développement des Bifidobacterium

Trés tét, on a trouvé que certains comstituants du lait humain
écrémé provoqualent 1la croissance des Bifidobactéries <(MORQ, 1207;
SCHONFELD, 1826) , mais il a fallu plus de vingt ans pour réussir a les
identifier. Il existe plusieurs types de facteurs de croissance définis
par leur capacité & stimuler spécifiquement une espece de Bifidobacterium.
L'espece B, bifidum se divise en deux variants: le variant a

essentiellement retrouvé chez l'adulte et le variant b retrouvé chez



1*enfant. Ces deux variants requierent des facteurs de croissance
différents. Les facteurs bifidigénes spécifiques du wvariant b sont
suppartés par des structures oligosaccharidiques alors que ceux du variant
a sont plutét de nature peptidique.

Quatre groupes de facteurs bifidigenes sont décrits dans 1la
littérature :
~ Le lactulose, ou facteur de PETUELY,
- Les oligosaccharides contenant de la N-acétylglucosamine appelés bifidus
facteur 1 (BF 1) ,
- Les peptides obtenus par digestion enzymatique de caséine, ou bifidus
facteur 2 (BF 2), ou encore facteur de RAYNAUD,

- Des constituants divers.

B-LE LACTULGOSE

Selon PETUELY (1949,1957), le lactulose est un facteur bifidigene.
Ce disaccharide est composé d'une molécule de galactose et d'ume molécule
de fructose. L'adjonction de ce disaccharide au lait artificiel a un taux
de 1 a 1,5 gramme par kilogramme et par jour ou de 1 & 2 p.100 de
l'aliment stimule la croissance de Bifidobacterium en 24-96 heures. Le
rapport lactose/protéine doit é&tre préférentiellement de 2,6 (PETUELY,
1957). Les produits d‘hydrogénation du lactulose (lactite, lactulite) ont
également un effet bifidigene. Il1s sont ajoutés séparément ou ensemble &
des taux de 3 g. pour une ration alimentaire de 292 kJ. et un rapport
lactose/protéine de 2,5 & 5 (PETUELY, 1966). L'ingestion de lactulose chez
l'adulte provoque aussi la croissance de Bifidobacterium (HOFFMAN, 1966).
Cet effet s'explique car contrairement au lactose, le lactulose échappe a
la digestion et & l'absorption intestinale. I1 parvient jusqu'au célon ou
il devient une source d'énergie pour la flore bifide <(HOFFMAN et
al.,1964). Mais le lactulose n'est pas présent & l'état libre dans le lait
humain. Il résulte de la transformation du lactose par chauffage du lait;
de plus 1l est inefficace in vitro. C'est pourquai RAYNAUD (1959) 1lui
dénie le nom de facteur bifidigéne. Son adjonction permet 1'augmentation
des Bifidobactéries et des Lactobacilles In vitro. Mais i1 est aussi
utilisé par la majorité des K colf (YOSHIOKA,1971). Aussi lorsqu'il est
absorbé a4 fortes doses, il provoque fréquemment des diarrhées

fermentatives.



1-NISE EX EVIDENCE

a-Découverte d'un mutant

GYORGY et al. (1954) découvrent un mutant, le L. bifidus var. penn
qui croit uniquement en présence de lait maternel. Ce facteur bifidigene
du lait humain appelé facteur bifidus 1 n'est ni détruit ni altéré par
chauffage. GYORGY et al. (1954) constatent que les laits d'especes variées
et les sécrétions humaines en sont des sources naturelles. Le colostrum
humain est le plus actif suivi par le colostrum de Rat puis le lait de
Femme et le lait de Rat. GYORGY voit dans la forte teneur du colostrum
humain en facteur bifidus un élément susceptible d'expliquer la rapide
implantation du bifide. Le lait de Chat posséde une bonne activite, suivi
par celui de l'Ane, du Chien, du Singe et du Lapin. Par contre, les laits
de ruminants sont faiblement actifs (Brebis, Vache, Chévre). Cependant, il
existe une concentration appréciable de facteur de croissance dans le
colostrum de Vache.

Les facteurs bifidigeénes du lait et du colostrum humain n'ont pas
de masse moléculaire homogéne. En effet ils peuvent étre séparés en une
fraction dyalisable représentant de 40 & 75 p.100 de l'activité totale et
une fraction non dyalisable de 25 & 60 p.100 (GAUHE et al., 1954; GYORGY
et al., 1974). La suite des travaux de GYORGY et KUHN a permis de
démontrer que le gynolactose de POLONOVSKI et LESPAGNOL (1830) est le
support de l'activité bifidigéne du lait de Femme. Les travaux effectués
simultanément par KHUN et par MONTREUIL ont permis de conclure que le
gynolactose est un mélange trés complexe de nombreux oligosaccharides. A
ce jour, plus de 60 structures ont été mises en evidence. Elles sont
rassemblées dans la revue générale de KOBATA (1977). L'importance de ces

sucres nous a amené & faire un bref rappel de leurs structures.

b-Les oligosaccharides du lait de Femme

Les oligosaccharides sont classés en deux groupes : les oligosac-

charides neutres et les cligosaccharides acides.



- Les oligosaccharides neutres :

La structure de ces oligosaccharides a été déterminée grace aux recherches
de KiHN, MONTREUIL, GRIMMONPREZ et MONTREVIL et KOBATA et al. On distingue
les oligosaccharides neutres non azotés et les oligosaccharides neutres
azotés suivant qu'ils contiennent ou non de la N-acétylglucosamine.
Certaines de ces structures sont reportées dans le tableau I page 9. On
remarque que tous ces sucres possedent dans leur molécule du lactose en
position terminale réductrice. De plus, pour les oligosaccharides azotés,
on constate que le reste de la molécule est formé soit d'une unité de N-
acétyllactosamine, soit de la N-acétylisoclactosamine, soit la répétition

de ces deux oligosaccharides.
- Les oligosaccharides acides :

La présence d'acide sialique dans le lait de Femme a été démontrée par
HOOVER et al. en 1953 et par ZILLIKEN et al. en 1966. Ils 1'appelérent
acide gynaminique. Par la suite, KUHN et BROSSMAN (1956) 1l'ont identifié a
1'acide N-acétylneuraminique. Ces résultats ont conduit & 1'isolement de
nombreux sialosides du lait maternel, KUHN (1958, 1959) a isolé du lait de
Femme deux formes combinées de 1'acide N-acétylneuraminique et du lactose

le 3' et le 6' lactaminyl-lactose, puis trois aligosaccharides dont la
structure a été déterminée en 1965 (KUHN et GAUHE). Les études
poursuivient au laboratoire par GRIMMONPREZ et MONTREUIL (1968) ont permis
d'isoler six nouveaux oligosaccharides dont les unités structurales sont
constituées de lacto-N-tétraose ou de lacto-N-néotétraocse. Les structures

caractéristiques de ces sucres acides figurent dans le tableau II page 10.

Seuls les oligosaccharides contenant de la N-acétylglucosamine ont une
activité bifidigéne. La présence de K-acétylglucosamine semble donc
indispensable a l'expression de cette activité, hypothése émise par GAUHE
et al. en 1954 et confi}mée par la sulte par GYORGY et al. en 1955.

2-RELATION STRUCTURE~ACTIVITE

Des ¢études ont été entreprises afin de mieux définir 1'importance
de la N-acétylglucosamine dans l'expression de l'activité bifidigéne. Dans

ce but des dérivés de ce monosaccharide ont été obtenus par syntheéese et
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TABLEAU I : STRUCTURES CARACTERISTIQUES D'OLIGOSACCHARIDES NEUTRES DU
LAIT HUMAIN
(MONTREUIL, 1956,GRIMMONPREZ et MONTREUIL, 1968, KHUN et
BAER, 1956, KHUN et GAUHE, 1962)

OLIGOSACCHARIDES NEUTRES DEPOURVUS D'AZOTE

2' Fucosido-lactose Gal(Bl-4)Glc
Fuc(al-2)
3 Fucosido-lactose Gal(B1l-4)Glc
Fuc(al-3)
Lactodifucotétraocse Gal(Bl-4)Glc

Fuc(al-2)Fuc(al-3)

OLIGOSACCHARIDES NEUTRES AZQOTES

Lacto-N-tétraose Gal(B1-3)GlcNAc(pl-3)Gal(pl-4)Glc
Lacto-N-néotétraose Gal(Bl-4)GlcNAc(B1-3)Gal(pl-4)Glc
Lacto-N-fucopentaose 1 Gal(Bl-3)GlcNAc(R1-3)Gal(B1-4)Glc
Fuc(al-2)
Lacto-N-fucopentaocse II Gal(B1l-3)GlcNAc(R1-3)Gal(p1l-4)Glc
Fuc(al-4)
Lacto-N-difucohexaocse Gal(B1l-3)GlcNAc(Rl-3)Gal(p1l-4)Glc

Fuc(al-2) Fuc(al-4)
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TABLEAU II : STRUCTURES CARACTERISTIQUES D'OLIGOSACCHARIDES ACIDES DU
LAIT DE FEMME
(KUHN, 1958, 1959, KUHN et GAUHE, 1965, GRIMMONPREZ et
MONTREUIL, 1968)

3' Sialyl lactose NeuAc{a2-3)Gal(pl-4)Glc

6' Sialyl lactose NeuAc(aé-6)Gal(Bl-4)Glc

Sialyl lacto-N-tétraose A NeuAc{a2-3)Gal(B1-3)GlcNAc(R1l-3)Gal(R1l-4)Glc

Sialyl lacto-N-tétraose B Gal(B1-3)GlcNAc(B1-3)Gal(Bl-4)Glc
NeuAc(a2-6)

Sialyl lacto-N-tétracse C NeuAc(a2-6)Gal(Bl-4)GlcNAc(B1l-3)Gal(B1l-4)Glc

Disialyl lacto-N-tétraose NeuAc(a2-3)Gal{pl-3)GlcNAc(R1-3)Gal(pl-4)Glc

NeulAc(a2-6)



par hydrolyse d4'cligosaccharides. Les plus importants sont :
- la F-acétyllactosamine
~ les R-f~glucosides derivés de la N-acétylglucosamine

~ les N-acyls dérivés de la N-acétylglucosamine.

a-La N-acétyllactosamine :

TOMARELLI et al. (1954) ont testé plusieurs substances naturelles
de facteur de croissance BF 1, la mucine de Porc leur a paru la meilleure
source. Ils réalisent une hydrolyse douce de celle-ci et isolent ainsi un
disaccharide fortement actif composé de galactose et de N-
acétylglucosamine. ZILLIKEN et al. (1955 a, 1955 b) obtiennent le méme
produit également par hydrolyse mais aussi en incubant des cellules de B.
bifidum var. penn avec du lactose et de la N-acétylglucosamine. Ils
identifient ce disaccharide comme étant le 4-0-B-D-Galactopyrannosyl-N-
acétyl-D-glucosamine. Ces auteurs constatent que la N-acétylglucosamine

libre est peu efficace par rapport a ce compaosé.

b-Les N-f-glycosides et les N-acyls dérivés de la N-acétylglucosamine :

ROSE et al. (1954) et ZILLIKEN et al. (1955 ¢) constatent que les
a- et B-méthyl-N-acetyl-D-glucosamine présentent des propriétés intéres-
santes. L'anomére B est un facteur de croissance de B, bifidum var penn et
1'isomére o est quant & lui inactif. Mais, l'addition de dérivés de type «
augmente l'effet du f-glycoside. Par ailleurs, 1'éthyl- et le N-propyl-N-
acétyl-f-D-glucosaminide sont considérablement plus actifs que les
composes méthylés (Tableau III; p. 12). Ils ont une activité comparable a
celle de la N-acétyllactosamine (GYORGY et ROSE, 1255). Les N-acyls
dérivés ont été découverts plus récemment par LAMBERT et ZILLIXEN (126%5);
les plus actifs sont la N-benzoylglucosamine et la N-carboéthoxy-D-

glucosamine.

(@)

235 composés synthétiques marqués vont permettre & 0Q'BRIEN et al.
(19600 et LAMBERT et al. (1%65) de démontrer que la N-acétylglucosamine

ezt incorparée dans l'acide muréique présent dans la paroi cellulaire. Les
activités de croissance de la N-acétylglucosamine et de ses dérivés sont
considérablement différentes. La N-acétylglucosamine présente le moins
d'activité. Elle est rapidement convertie en fructose-6-phosphate, lui-

méme métabolisé en acétate et lactate., Bifidobacterium bifidum var. penn
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TABLEAU III : FACTEUR BIFIDUS 1 : REACTIVITE DE DIVERS OLIGOSAC-
CHARIDES OBTENUS PAR SYNTHESE CHIMIQUE SUR LA
CROISSANCE DE B. BIFIDUN
ZILLIKEFW et al. (1955 ¢)

COMPOSES (x> UNITES { en mg)

4-0-B-D galactopyranosyl-N-acétyl-D-glucosamine 0,006
3-0~-8-D » " " 1,50
6-0~-8-D " " " 0,90

¥ N¥'-diacétyl-chitobiose 1,2-2,2
a-alkyl-N~acétyl-D-glucosaminide inactifs
B-méthyl-N~acétyl-D-glucosaminide ¢,1-0,2
$-éthyl " " 0,04-0,08
B-n propyl * " 0,04-0,086
f-isopropyl " " 0,09
B-n butyl " “ 0,065
f~benzyl " " 0,005
B-phényl " " 0,05

(#) UNITE = quantité de substance qui, ajoutée & un milieu de culture,
donne une croissance égale a4 une préparation contenant

0,06 ml de lait humain.
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produit plus d'acide en présence de N-acétylglucosamine qu'en présence de
f-éthyl, N-caproyl et N-benzoyl glucosamine (VEERKAMP, 1060 a et b;
YOSHIOKA, 1971). Ainsi, la disparition rapide de 1la N-acétylglucosamine
serait défavorable & son incorporation dans la paroi. La substitution par
un radical, peu propice & sa dégradation en fructose-6-phasphate, permet
par contre son incorporation dans le cycle de biosynthése de la paroi. La
différence d'activité entre les méthyl-, é&thyl- et acyl- dérivés est mal
¢lucidée: pour LAMBERT et ZILLIKEN, plus les composés sont hydrophobes,
mieux 1ls passent & travers la membrane cellulaire du fait de leur
caractere lipophile.

Pour étre actif sur L. bifidus var. penn, une substance doit
posséder les caractéristiques suivantes:

- @tre un dérivé de la N-acétylglucosamine,

- &tre capable de traverser la membrane cellulaire de la bactérie,

- #&tre accessible au systéme enzymatique permettant la synthése de 1la
paroi (ne pas étre dégradée trop vite).

Cependant la présence de N-acétylglucosamine ne suffit pas a
1'expression de l'activité (Tableau IV; p. 14). C'est le cas pour des
oligosaccharides isolés d'urine ou du lait de Femme. Ainsi les
oligosaccharides et les glycoprotéines contenant de 1'acide F-acétyl
neuraminique sont inefficaces comme agents de croissance pour B, bififum
var. penn (NICOLAI, 1971; NICOLAI et ZILLIKEN, 1972; GYORGY et al., 1974).
Lorsqu'ils sont traités par une neuraminidase, la croissance est alors
exponentielle & leur quantité de ¥-acétylglucosamine. B. hkifidum var. penn
posseéde une neuraminidase spécifique des liaisons o 2,3 , de 1'acide
sialique mais elle a peu d'effet sur les liaisons « 2,6.

Pour 1'instant cette étude ne concernait que B. bffidum var. penm;
ROMOND et al. (1980) ont démontré que B. bifidum var b est une population
homogene qui a besoin du lait de Femme pour croitre. Elle en utilisze les
facteurs glucidiques (SEKA, 1982). Cependant, ils constatent que toutes
les souches de B. bifidum var. b n'ont pas besoin des mémes quantités de

facteurs oligosaccharidiques pour craitre (NEUT, 1984).

RAYNAUD en 1959 est le premier & décrire un facteur essentiel pour

la croissance de B bifidum souche Tissier In vivo et in vitro. Ce facteur
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TABLEAU IV : FACTEUR BIFIDUS 1 : REACTIVITE D*OLIGUSACCHARIDES ISOLES DU
LAIT DE FEMME SUR LA CROISSANCE DE B. BIFIDUN.
(GYORGY et al. 1955, GRIMMONPREZ 19572, NICOLAI 1971

DLIGOSACCHARIDES DEPOURVUS D' AZOTE ACTIVITE
TRISACCHARIDES 2' fucosidolactose {-)
3' fucasidolactose | (=3
galactosyl-lactose (=
TETRASACCHARIDES lactodifucotétraose (=)

OLIGOSACCHARIDES CONTEWANT DE LA N-ACETYLGLUCOSAMINE

OLIGOSACCHARIDES NEUTRES

TETRASACCHARIDES lacto-N-tétraose 44
lacto-N-néotétraose +++
PERTASACCHARIDES lacto-N-fucopentaose I +4+4
lacto-F-fucopentaose II +++
HEXOSACCHARIDES lacto~-N-difucohexaose I +++

OLIGOSACCHARIDES ACIDES

HAUTS PCIDS MOLECULAIRES (=3
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est appelé facteur bifide 2. En effet, il avait constaté que cetie souche
étalt insensible a la lactosamine ou & la B~éthyl-FN-acétylglucosamine.
Mails celle-ci est sensible aux produits d'hydrolyse de protéines, plus
spécifiquement ceux de la caséine baovine. Les BF 2 sont obtenus par action
d'enzymes telles que la pepsine, la trypsine et la papaine sur les
praotéines . Un mélange d'acides amines ou le produit de 1'hydrolyse
compléte de protéines ont des activités négligeables. Il s'agirait donc de
peptides non glycosylés différents de la streptogénine (RAYNAUD, 1952
mais dont la structure n'est pas encars connue (ROSE et GYORGY, 1963;
RAYNAUD et BIZZIRI, 1971),

Les sources naturelles de BF 2 sant rares et les meilleures sant
des hydrolysats enzymatiques de protéines. Le tableau V page 16 montre le
taux de BF 2 dans différents produits.

Un rapport clinique a montré que 1l'administration orale de ce
facteur avec du lait en poudre augmente le nombre de Bifidabactéries mais
n'établit pas la flaore bifide. Ce facteur semble étre digéré et absorbé
dans les intestins (NEIMARN et al., 1959). Les hydrolysats de caséine saont
surtout actifs sur le variant a de Bifidobacterium bifidum mais ils ont
aussl une activité de type Bifidobacterium bifidum b, qui est de 20 a 50
fols plus faible cependant (SEKA ASSI, 1982, KEHAGIAS et al., 1877).

E-CONSTITUANTS DIVERS

1- GLYCOPROTEINES ET GLYCOPEPTIDES

Les glycoprotéines du colostrum et du lait humain sont efficaces
sur les deux types de variants; HIRANO et al. (1968) isolent du colostrum
humain 8 fractions de glycopeptides ayant une activité sur la croissance
quand ils sont présents & une concentration de 2 mg pour 10 ml dans un
milieu contenant du lait écrémé.

NICHOLS et al. (1974) isolent 7 fractions de glycoprotéines du
colastrum humain et deux fractions du colostrum de Vache. Ils constatent
que toutes les fractions du colostrum humain ont une activité promotion-
nelle de croissance pour Bifidobacterium bifidum var. penn. L'activité
spécifique pour Bifidobacterium bifidum var. b est corrélée dans ce cas a

la quantité d'hexosamine contenue dans la fraction glucidique.
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TABLEAU V : FACTEUR BIFIDUS 2 : REACTIVITE SUR LA CROISSANCE DE
B. BIFIDUM DE DIVERSES SUBSTANCES
(D' APRES RAYNAUD, 195%)

SUBSTANCES TITRES ( EN UNITE / g >
Lait humain frais 1 a 20
Lait humain traité par la papaine 20 a 100
Pepsine coﬁmerciale brute 1250
Trypsine commerciale 85
Papaine brute 1000
Extrait d'Aspergillus oryzae 500 & 1000
Extrait de foie 20 a 660
Digestion papainique de foie de veau 2500
Caséine brute inactive

Hydrolysat de caséine par :

la papaine 800
la pepsine 500
la trypsine 500

URITE = plus faible quantité de BF 2 qui donne une croissance

correspondant & une acidité totale de 1 ml d'acide ¥/10.
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L'activité bifidigéne de la caséine a été également étudiée.
BEZKOROVAIRY et al. (1579 ne mettent pas en évidence directement de
facteurs BB b dans la protéine. Cependant lorsqu'elle est digérée par des
enzymes protéolytiques (trypsine, <chymotrypsine), elle 1libére des
glycoprotéines de structures proches de celles du lactosérum. L'activité
est 14 aussi fonction de la composition en glucides; en fait, il semble
que la caséine humaine native soit bifidigene (BEZKOROVAIRY et al., 1981).
En effet, 1'hydrolyse trypsique n'augmente pas le taux de facteurs BE b
mais permet 1'accessibilité de ceux-ci. Ils constatent &galement que la
caséine humaine déglycosylée est inhibitrice de Bifidobacterium bifidum
Ils en concluent que le microorganisme posséderait un récepteur a sa

surface qui pourrait fixer réversiblement la caséine.

22— PANTETHEINE ET JUS DE CARCTIE

Depuis longtemps, les pédiatres administrent une saupe de carcttes
aux enfants souffrant de diarrhées. GYORGY (1955 b) avait montré que
certaines especes de Bifidobactéries incluant Bifidobacterium bifidum var.
penn avait besoin de pantéthéine pour la croissance car elles ne pouvaient
utiliser l'acide pantothénique. OHTA et al. (1971) et KUROMIYA (1960)
montrent que la soupe de carottes augmente le nombre de Bifidobactéries in
vivo et In vitro. YOSHIOKA et al. (1968) entreprennent la purification des
facteurs bifidigenes du jus de carotte. Ils démontrent que ces facteurs
sont des intermédiaires de l'acide pantothénique au coenzyme A. Cependant
les activités du coenzyme A et de ses précurseurs varient pour chaque
espéce tandis que l'extrait de carotte est actif sur la plupart des
especes. lls soupgonnent donc la présence d'un facteur autre que le

coenzyme A et sSes précurseurs.

3—- OLIGOUSACCHARIDES KT GLYCOPROTEINES PRODUITS PAR D'AUTRES BACTERIES

HOMMA en 1960 a été le premier A démontrer que le milieu de
culture d'Escherichia «¢oll <contenait une substance active sur la
croissance du bifide. Elle a été identifiée par YAMASHITA (1976) comme
étant une glycoprotéine. Plus récemment, TANAKA et al. (1983) ont montré
que les prodults de transgalactosylation synthetisés par certaines

bactéries pouvaient é&tre des facteurs de croissancs.
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ITI-CONCLUSIORS

Les facteurs bifidigénes sont de nature complexe. On peut
cepandant constater que les variants requierent des facteurs de croissance
différents, Les uns sont plutdt de nature oligosaccharidique, et les
autres de nature peptidique.

Mais nous ne connalssons qu'une part des  besoins des
Bifidobactéries. Beaucoup de points devront étre éclaircis concernant les
interactions entre le bifide et les autres bactéries, entre la microflore
et les substances nutritives de l'alimentation et entre la microflore et
1'héte.

BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM

Les Bifidobactéries furent décrites pour la premiere fois par
TISSIER en 1900, qul les répertoria sous le nom de Bacillus bifidus
communis ou plus simplement de Bacillus bifidus., Ces microorganismes gram
positif, anaérobies, étaient décrits comme des batonnets recourbés,
parfois ©bifides. Ils constituaient 1la flore fécale dominante des
nourrissons nourris au lait maternel. C'est sur ce point qu'apparurent
aussitét les premiers problemes quant & la classification et &
l'identification de ce genre. En effet MNORC, en 1900, isola un
microorganisme gram positif, anaérobie facultatif sous forme de batonnet
non courbéd et non bifide qu'il dénomma Bacillus acidophilus. Ce
microorganisme prédominant dans les fécas d'enfants nourris au lait de
Femme était morphologiquement différent de celui isolé par TISSIER. Durant
une soixantaine d'années les travaux ont surtout ©porté sur les
observations cliniques de 1'influence de cette flore sur l'état de santé
du nourrisson et, en particulier, sur leur résistance aux infections. On a
en méme temps essayé de caractériser les facteurs de croissance de ces
microorganismes.

S*'11 fut facilement démontré que le lait maternel contenait les
facteurs bifidigénes, les essals de supplémentation du lait de Vache
n'obtinrent pas les résultats escomptés quant au développement de la flore
intestinale bifide. Contrairement & ce que pensait TISSIER, il est apparu

que les Bifidobactéries n'étalent pas uniquement présentes dans la flore
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intestinale du nourrisson mais qu'on les retrouvait aussi dans celle
d'enfants nourris au biberon et chez 1'adulte. Dans ce cas, elles ne
constituent que 40 p.100 de la flore fécale totale et diminuent ensuite
avec l'age. L'importance des Bifidobactéeries a été surestimée quant a leur
action sur la santé et la nutrition des enfants. L'effet quli leur est
attribué le plus généralement est la résistance aux gastro-entérites, due
a la suppression de la flore putréfiante. On négligeait, en fait, les
problemes de contamination microbienne de 1'alimentation au biberon et les

lacunes en ce qui concerne la composition des laits de remplacement.

Durant cette périade, les incertitudes quant 2 la classification
de ces microorganismes restaient toujours d'actualité. On les classa
surtout sous le terme de Lactobacillus acidophilus (WEISS et RETTGER,

1934, 1933). Ces difficultés venaient surtout de 1'inadaptation des

milieux d'isolement et de culture.

L'étude plus systématique des bactéries du genre Bifidobacteriuma
éte ensuite entreprise, tant au niveau classification (étude des
caractéristiques biochimiques, physiologiques, morphologiques et

génétiques) qu'au niveau de l'ecologie et des facteurs bifidigenes.

C'est en 1957 que DEHNERT a établi une premiére classification en
cing groupes en fonction de la fermentation des glucides. REUTER la
compléta en 1963 en y incluant les espéces du tractus digestif humain. Il
apparut ensulte que les Bifidobactéries se retrouvaient chez des hétes
plus variés comme les Mammiféres ou les Insectes (MITSUOKA, 19692; SCARDOVI
et al.,,1969; SCARDOVI et TROVATELLI, 1969). En 1874, les Bifidaobactéries
dtaient reconnues comme genre & part entiére dans le Bergey's Manual
(BUCHANAN et GIBBONS,1974), dont la derniere édition (SCARDOVI, 1986)

dénombre 24 especes différentes.

I-BIOLOGIE DE BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM

A-INTRODUCTION

La bioclogie des Bifidobactéries repose classiquement sur 1l'étude



-20_

de leur morphologie, de leurs caractéres physiologiques et biochimiques,
ainsi que de leurs caractéristiques génétiques.

Nous essaierons dans un premier temps de faire apparaitre les
éléments les plus caractéristiques de ce genre bactérien et ensuite de

souligner les critéres qui déterminent la différenciation des especes.

B-CARACTERISTIQUES DU GENRE BIFIDOBACTERIUN

1-MDRPHOLOGIE

a~-Historique :

C'est cette caractéristique qui attira l'attention de TISSIER
(1200) et luil permit de décrire le premier ce microorganisme, sous farme
de batonret recourbé ou de bAdtonnet présentant une extrémité divisée en Y,
ce qui luil donna son nom. Mais on rencontrait dans les mémes cultures des
formes plus ou moins bulbeuses et plus ou moins ramifides.

De nombreux auteurs observérent ces formes mais celles-ci
variaient en fonction du milieu de culture, et pour une méme culture en
fonction de son age. Ce pléomorphisme provoqua dans un premier temps une
polémique sur 1l'originalité de la découverte de TISSIER, puis souleva
ensuite de nombreuses difficultés quant & 1'isclement, 1'étude et la
classification de ce genre bactérien.

Seule 1l'utilisation de milieux sélectifs, dont le premier fut
celui de NORRIS et al. (1950), a permis une étude systématique de la
morphologie. Une caomparaison des formes des différentes espéces cultivées
en milieu anaérobie dans un milieu <%rypticase - peptone - extrait de
levure (TPY) montre que certaines ecpéces ont des formes caractéristiques
qul peuvent eventuellement é&tre utilisées comme critére de classification

(Figure 1; p.2L).

b-Pléomorphisme et forme bifide :

POUPARD et al. (1973) retftracent dans une revue générale
l'historique de 1'étude wmorphologique des Bifidobactéries et des
variations de cette morphologie en fonction des conditions de culture. Cn
peut cependant souligner que dans un isolement frais du microorganisme on

rencontre des formes bifides en Y ou en V, ainsi que des formes courbes en
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spatule ou en massue. Par contre, dans des subcultures les batonnets plus
ou moins recourbés sont prédominants, mais présentent des irrégularités
qui leur conferent des formes branchées. Enfin, dans des conditions de
culture défavorables, le pléomorphisme se rencontre systématiquement.

GLICK et al. en 1960 ont été les premiers a étudier les causes de
ce pléomorphisme chez Bifidobacterium bifidum var. pemnsylvanicus. Ils ont
observé dans des milieux déficitaires en glucides N-acétylaminés
l'apparition de formes bulbeuses. Ces glucides interviennent dans la
formation des peptidoglycannes, constituants de la paroi cellulaire. Mais
ces mémes auteurs ont constaté qu'un taux élevé de glucides N-acétylaminés
provoque une disparition des formes bifides.

Les sels également interviennent dans 1l'apparition des formes
bifides. XOJIMA et al. en 1968 constaterent que le sulfate et 1'acétate de
sodium ainsi que les chlorures d'autres ions monovalents induisent la
forme bifide. En 1270, les mémes auteurs montrérent que la teneur en ion
calcium (Ca®*) des cellules et des parcis est plus faible pour la forme
bifide que pour les formes bacillaires; de plus, l'addition de chélatant
ou de CaClz fait varier la nature des formes observées.

D'autres auteurs ont observé 1'influence des acides aminés sur ce
pléomorphisme. HUSAIF et al. en 1972 montrérent que Lactobacillus bifidum
cultivé sur un milieu minimum présente essentiellement des formes bifides,
et que l'addition d'alanine, d'acide aspartique et d'acide glutamique
induit la réapparition des formes en batonnet. D'autres auteurs (CUMMINS
et al.,19%7; VEERKAMP et al.,12685) avaient soculigné précédemment la
présence de ces aclides aminés dans la paroi des Bifidobactéries, sans pour
autant pouvoir prouver qu'il existait des différences de concentration en
ces amino-acides entre la forme bifide et la forme bacillaire.

En conclusion, on peut citer POUPARD et coll. (1973) qui, en
combinant différents milieux de culture, arriveérent & 1maintenir
différentes souches dans une morphclogie prédéterminée en utilisant des
milieux adaptés. Ils émirent donc 1'hypothése que la forme branchée ne
serait pas une dégénérescence de la forme bifide, mais plutét une forme

d'adaptation & un environnement nutritionnel non optimal.

c-Ultrastructure :

Peu de travaux ont eté réalisés jusqu'a présent sur ce sujet.

OVERMAN et PINE (1963) ont été les premiers a s'y intéresser. Plus
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récemment, ZANI et  SEVERI (1982) ont confirmé l'existence du
pléomorphisme, mais leur observation plus détaillée a permis de mettre en
évidence différents +types de structures membranaires, les unes
caractéristiques de mésosomes, les autres d'un type inconnu. L'existence
de ces dernieres n'ayant pas été observée chez la souche Bifidobacterium
bifidum de TISSIER, ces auteurs attribuent l'origine de ces structures a
une évolution de la souche de Bifidobacterium bifidum S 28 (ATCC 636),

Cependant, & 1l'heure actuelle peu d'études comparatives par
microscopie électronique des différentes formes, voire des différentes
sspéces, ont été entreprises (BAUER et al., 1975), Il semble délicat de
tirer des conclusions sur les relations entre 1l'ultrastructure de ces
microorganismes et la morphologie; le passage d4'une phase batonnet & une

phase bifide n'est pas contrélé.

2—-CARACTERISTIQUES PHYSIOLOGIQUES
a—Anaérobiose :

Les Bifidobactéries sont généralement considérées comme des
organismes anaérobies, mals certaines souches ou certaines esspéces sont
plus ou moins sensibles & l'oxygéens, et sont dans ce cas tolérantes vis-a-
vis de celui-ci, mais ce toujours en présence de CQOz. Deux explications
ont été avancées pour expliquer cette particularité:

- Les Bifidobactéries sont plus ou moins sensibles a 1'H:0z qui est un
inhibiteur de la fructose-6-phosphate phosphocétolase, enzyme clef du
métabolisme des glucides (DE VRIES et STOUTHAMER, 1969). Cette sensibilité
depend soit de l'activité de la catalase qui élimine les traces de H:Ox
présentes, sait de la NADH oxydase deont 1l'action dans certains cas
n'induit pas la formation de H.D..

- Les Bifidobactéries sont plus ou moins sensibles au potentiel d'oxydo-
réduction. RASIC et KURMANE en 1983 ont mis en évidence des souches treés
sensibles a 1l'oxygene et qui ne dégradent le glucose qu'en milieu

réducteur bien que l'oxygéne ne soit pas létal pour ces souches. Dans ce

D
et

dernier cas, 1'oxygéne bloquerait la croissance en augmentant le potenti

d'oxydo-réduction.
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b-Température et pH :

La majorité des Bifidobactéries d'origine humaine ont une
croissance optimale & des températures comprises entre 37 et 41°C. Pour
des températures inférieures & 25°C ou supérieures a 45°C, il n'y a pas de
croissance. Par contire, les souches d'origine animales ont généralement
des températures optimales de croilssance plus élevées et se développent
encore a 46°C (RASIC et KURMANN, 1983; BUCHANAN et al.,1974).

Le pH optimum de croissance est compris entre 6 et 7. Pour des
valeurs inférieures a4 © ou supérieures a 8, la croissance est inhibée

(BUCHAFRAN et al.,1274; SCARDOVI, 12863,

3~BESOINS NUTRITIONNELS

A ce niveau les EBifidobactéries forment un groupe trés hétérogane,
sans que l'on pulsse méme é&tablir une corrélation avec leur origine

acologique.

a—Nutrition azotée :

La plupart des Bifidobactériss sont capables d'utiliser les sels
d'ammonium comme sSeule source d'azote (HASSINENY et al.,1951). Seules B,
suis, B, magnum, B, choerinum et B. arnili ont besoin d'azaote arganique.

Dans ces conditions, les Bifidobactéries excrétent des quantités
importantes d'acides aminés : alanine, valine et acide aspartique en
majorité (MATTEUZZI et al.,1978). B. bifidum peut excréter jusqu'a 150
mg/l de thréonine (SCARDOVI, 1986>.

b-Nutrition minérale :

La nutrition minérale a surtout é&té étudiée chez Bifidobacterium
bifidum, qul a besoin de Fer (Fe®* et Fe®*), Zinc (Zn*%), Culvre (Cu®™),
Manganese (Mn*®**) et Magnésium (Mg®*) pour sa croissance.

Du fait de 1'importance du Fer dans la nutrition du nouveau-né on
a2 essayé de connaitre les mécanismes d'assimilation des ions ferriques
(Fe®*) et ferreux (Fe**), Le Fer ferrique est assimilé & pH neutre
(BEZKOROVAINY et al., 1286 ;UEDA et al., 1983), le Fer ferreux a pH acide
(TOPQUZIAN, 1986) et son transport sous forme libre (Fe®™) dépendrait d'une
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ATPase membranaire et non de la présence d'un transporteur d'ion trés
spécifique qui entrerait en compétition avec la transferrine et la
lactotransferrine.

Le Fer a également un réle dans la protection intestinale de
1'enfant vis-a-vis des infections bactériennes. Il pourrait intervenir a
deux niveaux. Premiérement, en maintenant 1'acidité inhibitrice du
daveloppement des bactéries putréfiantes, la production d'acide chez les
Bifidobactéries étant en effet fonction de la concentration en Fer du
milieu (BEZKOROVAINY et TOPOUZIAN, 1983). Deuxiémement, la virulence des
bactéries dépend souvent des disponibilités en Fer (FINKELSTEIN et
al.,1983) et chez 1'enfant nourri au lait maternel le pH des selles est
voisin de 3, pH auquel le Fer est sous farme ferreux Fe?* et peut Atre

piegé par les Bifidobactéries, ce qui entrainerait une déplétion en Fer,

¢-Besoins vitaminiques :

I1 n'y a pas d'exigences communes pour les différents genres, ni
pour les différentes espéces. De plus, ces exigences ne dépendent pas des
différentes localisations écologiques.

DEGUCHI et al. (1985) ont montré que certaines espéces sont
capables de libérer dans le milien des vitamines, en particulier thiamine,

acide nicotinique et acide folique.
d-Facteurs bifidigénes :
Si 1'importance du sujet a justifié d'une étude détaillée
anterieure, cas facteurs interviennent parfois dans la classification.
ROMOND et coll. (1980> ont envisagé 1'étude des exigences
nutritives des Bifidobactéries 1solées fraichement. Ils ne mettent en
évidence que des composés complexes (laits, extraits de foie) gqui
permettent d'effectuer une différenciation au sein du genre.
4-METABOLISNE DES SUCRES

a—-Introduction :

Les Lactobacilles fermentent 1le glucose par 1la voie d'EMBDEN
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MEYERHCFF ou par le shunt des hexoses monophosphates. Les Bifidobactéries
utilisent le glucose par la voie de 1'hexose-phosphocétolase. Celle-ci est
encore appelée "shunt du fructose-é-phosphate", elle est caractéristique
du genre Bifidobacterium (SCARDOVI et TROVATELLI, 1865; DE VRIES et al.,
1967; VEERKAMP, 19369).

b-Le shunt de la fructose-6-phosphate phosphacétolase ou "shunt bifid"

Cette voie (Figure 2; p.27) est caractérisée par la présence de la
fructose-6~phosphate phosphocétolase, de la transaldolase et de la trans-
cétolase, ces deux dernieres enzymes catalysant une réaction inverse de
celle observée dans la voie des hexoses monophosphates (shunt des hexoses
monophosphates, voie des pentoses).

Le glycéraldéehyde-3-phosphate conduit ensuite au pyruvate par des
enzymes similaires & celles rencontrées dans la voie d'EMBDEN MEYERHOFF.

Chez Bifidobacterium bifidum la transformation du pyruvate en
lactate se fait par 1l'intermédiaire de la lactate déshydrogénase. Le bilan
de cette voie est :

2 glucaose  ——=—-- > 3 acétate + 2 lactate

D'un point de vue énergétique il y a formation de 2,5 moles 4'ATP
par mole de glucose consommée, alors que pour la fermentation homofer-
mentaire et hétérofermentaire elle n'est respectivement que de 2 et 1.

Cependant, on  remarque que la plupart des souches de
Bifidobactéries produisent plus d'acide acétique et moins d'acide lactique
que ne le laisse suppaoser cette voie de dégradation. Ce phénomene se
rencontre essentiellement dans des cultures en phase exponentielle de
croissance., Cette variation est attribuée & la fois & la décarboxylation
du pyruvate en acide acétique et acide formique par 1l'intermédiaire de la
voie phosphothioclastique, et & la réduction de l'acétyl, provenant de la
décarboxylation du pyruvate, en éthanol (DE VRIES et STOUTHAMER, 1968;
LAUER et KANDLER, 1976).

L'utilisation du shunt s'explique par l'absence d'enzymes clés. La
glucose-6-phosphodéshydrogénase et 1'aldolase n'ont pas été détectées chez
les Bifidobactéries par DE VRIES et STOQUTHAMER en 1967, ce qui excluerait
un metabolisme empruntant la vole de la glycolyse ou celle de 1'hexos

monophosphate, SCARDOVI et SGORBATI en 1974 ont caractérisé une tre

[11]

0]

()]

faible réactivité de ces enzymes chez certaines espace
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FIGURE 2: DEGRADATION DES HEXOSES PAR LA VOIE DU
FRUCTOSE-6-PHOSPHATE PHOSPHOCETOLASE

Enzymes: : hexokinase et glucose-6-phosphate isomérase
fructose-6-phosphate phosphocétolase
transaldolase
transcétolase

: ribose-5-phosphate isomérase
ribulose-5-phosphate 3-épimérase
: xylulose-5-phosphate phosphocétolase

: acétate kinase

W O N O U bW N

: enzymes de la voie homofermentaire
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c-Decarboxylation du pyruvate :

On rencontre en anaérobiose trois types de réaction de
transformation du pyruvate en acétyl-Co A4 : la réaction phosphaclastique,
la réaction thioclastique et la voie de la pyruvate décarboxylase.

La réaction thioclastique chez les Bifidobactéries est catalysée
par la pyruvate formiate lyase. La réaction est irréversible et 1l'enzyme
active n'est pas treés stable. Un mécanisme d'activation a &té proposé par
GOTTSHALK en 1973. Ce mécanisme nécessite quatre composés : le FADHz, une
enzyme d'activation, la S-adénosylméthionine et le pyruvate.

Le formiate est rejeté tel quel dans le milieu ou oxydé par la
formiate déshydrogénase. Dans ce cas les électrons produits, via une
chaine de transporteurs, servent & la réduction des protons par une

hydrogénase. Cependant, la nature de ces transporteurs reste inconnue.

d-Formation de 1‘'acétate et de 1'éthanol :

L*acétate est formé & partir de l'acétyl-CodA provenant de la
décarboxylation du pyruvate par l'utilisation d'une acétate kinase <(EC
2.7.2.1), I1 y a libération d'une mole d'ATP par mole 4'acétate formée.

Acétyl Cod --———- >  Acétyl-P ---——- > Acétate
L'éthanol est formé lui aussi & partir de 1l'acétyl-CoA
Acétyl CoA --—-—-—- > Acétaldéhyde --———- > Ethanol

e-Conclusion :

La présence de la fructose-6-phosphate-phospho-cétolase et la
dégradation du glucose par 1'intermédiaire de cette enzyme est une
caractéristique essentielle du @genre Biffidobacterium 0On constate
cependant qu'il existe des variations dans les produits de fermentation
entre les espéces et méme au Sein d'une méme espece (DE VRIES et
STOUTHAMER, 1968; Tableau VI; p.29) en fonction du milieu de culture et de
1*4ge de la culture.

On peut noter une particularité des Bifidobactéries en ce qui
concerne le métabolisme du galactose. Alors que chez la plupart des
microorganismes, les enzymes de la vole de LENQIR sont induites par le
galactose ou le fucose, chez les Bifldobactéries elles sont constitutives
(LEE et al., 1980).
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TABLEAU VI : VARIATION DES PRODUITS DE FERMENTATION DE DIFFERENTES SOUCHES
DE B. bifidum EN FONCTION DES SUCRES UTILISES COMME SUBSTRATS
( DE VRIES - 1968 )

Souches Substrats Produits de fermentation
Acétate Lactate Ethanol Formiate

] 1
| |
I I
I 1
| s. 324 Glucose 1,85 0,21 0,27 0,66 |
| Lactose 3,10 1,54 0,04 0,07 |
| Galactose 1,82 0,30 0,26 0,52 ]
| Mannitol 1,35 0,33 0,62 0,55 |
| I
| s. 200 Glucose 1,87 0,24 0,14 0,62 |
| Lactose 3,50 1,11 0,14 0,56 |
| Mannitol 1,40 0,05 0,64 0,77 |
| Xylose 1,58 0,09 0,38 0,66 |
I | I
| s. 128 Glucose 1,52 0,62 0,10 0,21 |
| Xylose 1,23 0,40 0,18 0,48 |
I I
| s. 327 Glucose 2,04 0 0,33 0,52 |
| Lactose 3,15 0,63 0,38 0,79 |
I I
| s. 337 Glucose 1,50 0,35 0,26 0,38 ]
I I
| s. 332 Mannitol 1,39 0,15 0,69 0,50 |

|

—~

Les valeurs sont données en moles de produits libérés par mole de

substrat hydrolysé.
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5-CONCLUSIORS

81 historiquement le genre Bifidobacterium a été successivement
assimilé aux genres Bacillus, Bacteroides, Lactobacillus, Actinomyces,
nous pouvons cependant donner en conclusion les principales caractéris-

tiques de ce genre bactérien :

- Du point de vue morphologique, les Bifidobactéries sont des bacilles.
I[ls présentent un polymorphisme et un pléomorphisme en fonction des
conditions de culture. Les essals d'identification prenant en conmpte la
forme de la colonie et 1'observation microscopique arrivent difficilement

a4 différencier le genre Bifidobacterium.

- Ce sont des bacilles gram +, anaérabies,

- Le métabolisme des glucides permet d'utiliser deux critéres
d'identification précis :

¥ d*'une part la présence de la fructose-6-phosphate
phosphocétolase dont la mise en évidence est passible (SCARDOVI, 1986),

* d'autre part le dosage des acides gras volatils (trois moles
d'acide acétique pour deux moles d'acide lactique, un peu d'acide formique
et d4'éthanol).

I1 est donc maintenant possible d'identifier parfaitement ce
nouveau genre, et de bien le différencier des genres voisins. Cette
identification peut étre de plus confirmée par le séquengage du RNA 16 8.
Par cette méthode, STACKEBRANDT et VOESE en 1980 ont montré que l'on
pouvait différencier nettement Bifidobacterium de Lactobacillus.

L'ensemble des caractéristiques que nous venons de présenter
permet donc de ne plus confondre le genre Bifidobacterium des genres

auxquels on le rattachait jusque 1la.

C~DETERMINATION DE L'ESPECE

1-INTRODUCTION

La définition des espéces bactériennes dépend des critéres pris en

compte pour la classification mais également des méthodologies utilisées.
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Si 1l'on a souvent utilisé des criteéres biochimiques reposant
essentiellement sur la fermentation des sucres pour la classification des
Bifidobactéries, on voit de plus en plus se développer des techniques plus
modernes comme l'hybridation ADN-ADN ou la caractérisation de certains
composés cellulaires : constituants de la parol et protéines, ou encore

1'utilisation de critéres immunologiques,

2-DEGRADATION DES SUCRES

DEHNERT en 1957 a le premier mis en évidence cinq groupes de
Bifidobactéries en utilisant les critéres de fermentation des sucres. Mais
c'est surtout MITSUCKA en 1974 qui réalisa une étude plus complete a
partir de 480 souches. L'utilisation des critéres de fermentation des
glucides et de croissance des souches a 46,5 °C lui a permis de bien
différencier les souches d'origine humaine de celles d'arigine animale. On
peut cependant souligner que toutes les Bifidobactéries fermentent plus ou
moins vite le glucose, le galactose et le fructose, mais ne dégradent pas
le ribitol, le dulcitol, 1'érythritol, le glycérol, le rhamnose ou 1'o-D-
méthylmannoside.

I1 reste que certains auteurs reprochent & cette méthode des
variations notamment pour 1les souches de Bifidobacterium bifidum
fraichement isolées. Il préconise, si cette technique est utilisée, d'y
associer une recherche de sensibilité & différents substrats bifidigeénes
permettant en outre de différencier Bifidobacterium bifidum variant a (se
retrouvant chez 1l'adulte) de Bifidobacterium bifidum variant b (se
retrouvant chez le nourrisson) (BEERERS et al., 1980, NEUT et al., 1984,
ROMORD et al., 1980).

3-BYBRIDATION ADN-ADYN

C'est a partir de 1971 que SCARDOVI et al. ont commencé a utiliser
1'homologie ADN-ADN pour la classification des Bifidaobactéries.

I1 ressort que ce genre n'est pas homogéne au point de vue
genétique puisque dans certains cas 1l'homologie entre les DNA est faible,
voire nulle. De plus, bien qu'au niveau du phénotype certaines espéces
s0ient distinctes, l'hybridation permet de les regrouper : c'est le cas de
B. infantis, B. longum, B. liberorum et B, lactensis (SCARDOVI et
TROVATELLI, 1974).
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A l'inverse, au sein d'une espéce homogéne au niveau de la
fermentation des sucres une hétérogénéité génétique peut exister entre les
différentes souches. C'est notamment le cas de B. adolescentis (MITSUCKA,
1%84).

Cette étude nous a permis de dresser un tableau des relations entre
les espéces (différenciées grace a des critéres génétiques) et les groupes
(isolés phénotypiquement) (Figure 3; p. 33). On peut souligner que l'es-
péce B, bifidum confirme son originalité tant au point de vue phénotypique
que génétique.

4-CARACTERISATION DE PROTEINES

Pour différencler les espéces du genre Bifidobacterium, SCARDOVI
et coll. ont utilisé les profils électrophorétiques d'enzymes sclubles
comme la F-6-phosphate phosphocétolase, la transaldolase et la 6 phospho-
gluconate déshydrogeénase.

On retrouve trois types de F-6-phosphate phosphocétolase dans les
Bifidobactéries (SCARDOVI et al., 1971). Apres purification, 11 ressort
que les enzymes des souches d'origine animale se distinguent de celles
d‘origine humaine par les activateurs, le pH optimal et la tfempérature
d'inactivation (SGORBATI et al., 1976)., Ces deux groupss sont parfaitement
différenciés aprés 1'étude immunologique des transaldolases. Chez les 1206
souches étudiées, 40 isocenzymes de transaldolase et 19 de 6-phosphogluco-
nate déshydrogénase ont é&té mises en évidence par électrophorese et
zymogramme <{(SCARDOVI et al., 197%). En y associant une troisicéme enzyme,
la 3-phosphoglycéraldehyde déshydrogénase, 80 p.100 des souches étudiées
sont identifiées (SCARDOVI et al., 1979).

L'utilisation d'antiserums contre huit de ces <iransaldolases
purifiées (SGORBATI et LENDON, 1982; SCARDOVI et al., 1979) permit de
déterminer des distances immunologiques. Les distances taxonomiques font
apparaitre 4 groupes qui coincident avec la répartition écologique des
espaces (SCARDOVI, 1986).

L*électrophorése de protéimes cellulaires a été utilisée sur 1092
especes du genre Bifidum (BIAVATI et al., 1982). Les résultats eurent une
bonne corrélation avec les autres criteres de classification; 1ils mirent
en particulier en évidence une seule bande protéique commune 2 1'ensemble
du genre, & l'exception de B. boum et permirent de confirmer 1l'existence
de B, minimum et B, subtile.
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A B
B. minimum B. minimum
B. bifidum B. bifidum

B. thermophilum

B. boum B. thermophilum
B. choerinum

B. subtile

B. pseudolongum

B. globosum B. pseudolongum

B. animalis

B. magnum

B. silis B. animalis

B. pullorum

B. cuniculi B. cuniculi

B. longum B. longum

B. infantis B. infantis ss infantis

B. infantis ss liberatum
B. infantis ss

B. breve B. breve ss breve
B. breve ss parvulorum

B. adolescentis

B. dentium

B. catenulatum

B. pseudocatenulatum B. adolescentis
B. angulatum

B. asteroides B. asteroides
B. coryneforme

B. indicum B. indicum

FIGURE 3 : RELATION ENTRE LES ESPECES CARACTERISEES PAR L'HYBRIDATION
ADN-ADN (A) ET LES ESPECES CARACTERISEES PAR DES CRITERES PHENOTYPIQUES
{B). (MITSUOKA - 1984).
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5-CONPOSITION DE LA PAROI

Cette étude a &té essentiellement réalisée par 1'équipe de KANDLER
(1968, 1970 et 1974). Il ressort de cette étude que la structure du pepti-
doglycanne de la muréine des Bifidobactéries se rapproche plus de celle
des Lactobacilles que de celle des Actinomycétes., KANDLER et al.
confirment également 1'étude réalisée par CUMMINS et coll. (19%57) sur la
composition en acides aminés de la paroi. On retrouve dans toutes les
souches étudiées de l'alanine, de l'acide glutamique et de la lysine,
ainsi que de la glucosamine et de l'acide muramique. Par contre, la
sérine, le glycocolle, la thréonine et l'acide aspartique sont spécifiques
de certaines souches.

Enfin, la composition du mucopeptide de la muréine a été décrite
chez certaines espéces (Tableau VII; p. 39).

Les variations de structure de la paroi des Bifidobactéries sont
maintenant utililsées pour caractériser les especes. Ainsi la structure du
peptidoglycanne permet de distinguer B. boum de B. thermophilum et B.
minimum de B,subtilis (KANDLER et LAUER, 1974). De méme la structure des
sucres de la parol bactérienne commence a étre étudiée (VEERKAMP et al.,
19083; HABU et al., 1987) sans que 1l'on puisse encore utiliser ces

résultats pour comparer les especes,

6-CONCLUSIOR

L'ensemble des critéres que nous venons d'exposer, auxquels on
peut ajouter la structure des plasmides (SGORBATI et al., 1982; 1986), la
résistance aux antibiotiques, le G+C %, la morphologie, ont permis de
mieux connaitre les caractéristiques des espéces du genre Bifidobacterium

Cependant, pour des raisons pratiques les tests de fermentation et
1'observation microscopique restent les critéres 4'identification les plus
couramment utilisés.

De plus, associé a une recherche et un isolement systématique,
nous avons vu le nombre d'espéces de Bifidobactéries augmenter en fonction
des critéres pris en compte ce qui nous oblige & comparer les différentes
classifications (Tableau VIII; p. 36).
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TABLEAU VII : COMPOSITION DE LA MUREINE CHEZ DIFFERENTES ESPECES DE

BIFIDOBACRERIUM (KANDLER ET LAUER - 1974).

|B.

bifidum Orn (Lys) - DSer - Dasp
. longum
. infantis Orn (Lys) - Ser - Ala - Thr - Ala

.breve

. asteroides Lys - Gly

. adolescentis

. angulatum

. dentium

. pullorum Lys (Orn) - DAsp
. subtile

. coryneforme

. indicum

. catenulatum

. pseudocatenulatum Lys (Orn) Ala -Ser

. magnum

. globosum

. pseudolongum Orn (Lys) Ala

. cuniculi

. choerinum Orn (Lys) Ser (Ala) - Ala2

. animalis

. thermophilum Orn (Lys) DGlu
. boum Lys - DSer - DGlu

.suis Orn (Lys) - Ser - Ala - Thr - Ala

. minimum Lys - Ser
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TABLEAU VIII : PRINCIPALES CLASSIFICATIONS DU GENRE BIFIDOBACTERIUM
(POUPARD et al. 1973, SCARDOVI et al. 1986)

-»
]

T
1

EGGERTH | DBHNERY | REUTER | HITSUOKA SCARDOVY et al HOLDEMAR R SCARDOVI et al
1935 1957 1964 1969 1971 ¥00RE 1972 1986
1 I -11 IIl a |bifidum a bifidun bifidun bifidua
IIT b ibifidum b
111 v infantis a iofantis infantis ss infantis
infantis b infantis ss liberorua
11 liberorun isfantis ss lacteasis
1 lactenlis infantis - other
Vil breve a breve breve breve
VIII breve b
breve ¢
v parvulorur a
Vi parvilorum b
i1 i Ia adolescentis a adolescentis adolescentis A adolescentis
Ib adolescentis b adolescentis B
I¢ adolescentis ¢ adolescentis ¢
Id adolescentis d adolescentis D
loagum var loagqus a |longus longun longua :
loagua var loagum b~
, 11 a longum var aninalis a . aninalis
11} longur var animalis b
pseudolongun a pseudolongun pseudolonqus pseudolonqun
pseudolonqua b ,
pseudolongua ¢
pseudolongun d
thermaophilun 2 theraophilun therwophiluz
theraophilur b ruaigale
thermophilum ¢
thermophilum d
asteroldes asteroides
dentiua
aggulatun
catenulatus
pseudocatenulatun
suis suis
globasua globasun
iadicun iadicun
coryaeforn coryneforne
corputun
eriksonii
prinisum ainiaue
subtile subtile
pullorun ! pullorue
nagoux 1agaun
boun boua
choericun choericun
cugiculi cuniculi

- [

SS: sous espeéces
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II-ECOLOGIE DE BIFIDOBACTERIUM BIFIDUNM

A-IHTRODUCTION

Les moyens modernes de détermination et d'analyse ont permis de
quantifier la flore digestive et d'établir une répartition des
microorganismes. En précisant 1'importance de 1la flore intestinale sur
l'état de santé DRASAR et HILL (1974) et SAVAGE (1977) donnérent une
nouvelle orientation au réle physiologique des microorganismes.

En ce qui concerne les Bifidobactéries, deux théses s'opposent

1- Sont-elles de simples marqueurs d'un état de bonne santé ?
2- Interviennent-elles vraiment pour un bon fonctionnement du tube

digestif ?

B-GENERALITES

Les Bifidobactéries sont répandues dans le tractus digestif de
nombreuses espaces animales. Elles se retrouvent essentiellement chez les
mammiféres, cependant elles ont également pu &tre isoclées chez 1'Abeille
(B. coryneforme, B. asteroides, B. indfcum et chez la Poule (B. pullorum,
B. gallinarum) <(SCARDOVI et TROVATELLI, 1969). Chez 1'Homme, cette espéce
est 1inexistante au niveau de 1'estomac, ; ensuite la population de
Bifidobactéries augmente progressivement pour se retrouver essentiellement
au niveau du gros intestin (Tableau IX;p. 38). Certains Bifidobacterium se
retrouvent au niveau du vagin, d'autres ont été isolés de caries dentalres
(B. dentium, BOURKE et al., 1978) et dans le pus des abces (B. breve et B.
longum, SCARDOVI ,1984).

Enfin, les eaux résiduaires sont riches en Bifidobactéries (BOURNE
et al., 1978; CARILLO et al., 1985). Leur utilisation comme témoin de
contamination fécale humaine reste cependant problématique, d'une part a
cause du manque de spécificité car on les retrouve chez d4'autres espéces
animales, d'autre part & cause de leur durée de vie assez courte en milieu
aérobie,

4 cause de 1'importance qu'on lui attribue sur le Dbon
fonctionnement du tube digestif, c'est surtout 1'implantation et 1l'évolu-
tion chez l‘Homme qui ont été étudiées ainsi que 1'influence de la flore

sur la santé.
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TABLEAU IX : REPARTITION DE LA FLORE BACTERIENNE DANS L'APPAREIL
DIGESTIF CHEZ L'HOMME (HAWSWORTH et al., 1971)

GENRE BACTEﬁIEN ESTOMAC| PARTIE HAUTE DE{ PARTIE BASSE DE| GROS FECES
L’INTESTIN GRELE |L’'INTESTIN GRELE |INTESTIN
Bactéroides ND 2,5 3,5 8,0 10,5
Bifidobactérium ND 2,0 4,0 7,0 10,5
Lactobacillus ND 1,0 ND 6,5 4,0
Entérobactéria ND ND 3,3 7.0 6,0
Entérococci ND ND 2,3 7,0 1 3,5
Clostridium ND ND ND ND 3,0
Veillonella ND ND ND 3,0 3,0
Levures ND 1,0 2,3 ND 1,0

Unité: log10 de cellules viables par gramme de poids sec

ND : < 10 par gramme

(exemple 10,5 = 310%0, 2,5 = 316)
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Les Bifidobactéries constituent une part importante de la flore
normale chez 1'Homme. Chez le nouveau-né, elles apparaissent entre deux et
cing jours et se maintiennent ensuite & un niveau important. ¥ous
envisagerons tout d'abord les facteurs de developpement chez le nourrisson

et ensulte son évolution chez 1l'adulte.

1-ETABLISSENENT DE LA FLOURE BIFIDE CHEZ LE NOUVEAU-NK :

Avant la naissance, le foetus se développe dans un environnement
stérile. Ensuite, l'apparition de la flore du tractus digestif est rapide :
le colon dés 48 heures aprés la naissance contient de 10® a 10'° bactéries
par gramme de selle (BEZIRTZOGLOU, 198%5; HITSUCKA et HAZAKAVA, 1972, MOREAU
et al.,, 1986). Les Bifidobactéries apparaissent quant & elles entre le
troisiéme et le cinquiéme jour (MITSUOKA et HAZAKAVA, 1972), Le mode de
naissance, le type d'alimentation, 1l'environnement et 1'individy influ-

encent ce praocessus.

a—-¥ode de naissance :

L'enfant né par vole basse est contaminéd au contact de la flare
vaginale ou fécale de la mere. Cependant, chez les enfants nés par
césarienne an note également 1'implantation de Bifidaobactéries
(BEZIRTZOGLOU, 1985). Cette flore apparait dans ce cas plus tardivement.
Dans tous les cas, la flore qui s'implante chez le nouveau-né ne correspond
pas forcément & celle retrouvée au niveau vaginal ou fécal. L'origine de la
contamination reste donc incertaine. Elle ne peut pas étre due au lait
maternel, et damns les premiers Jjours, les enfants nourris au lait
commercial ont sensiblement la méme flore que ceux nourris au sein.

Dans le cas d'une naissance par voie basse, la flore bifide
g'installe dans la premiére semaine (BULLEN et al., 1977; MITSUOKA et al.,
1972; MOREAU et al., 1986; YOSHIOKA et al., 1983; 1984). Elle comstitue la
population la plus importante de la flore fécale,

Dans le cas d'enfants nés par césarienne, 1l'implantation de la
flore bifide est plus tardive (deux semaines), sans que l'allaitement au

lait maternel n'entraine une apparition plus rapide des Bifidobactéries.
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b-Alimentation :

I1 semble difficile d'affirmer 1'importance de l'allaitement dans
cette implantation. Si chez les enfants nourris au lait maternel, elle est
plus rapide et plus importante, on constate que chez les enfants nourris au
lait maternisé la flore bifide est supplantée par les Bacterordes et
Clostridium durant les premiers jours (Tableau X;p. 41); cependant la
différence s'atténue avec l'4ge et dans un délal de un & trois mois la
flore anaérobie facultative atteint des niveaux plus élevés et ce dans les
deux types d'alimentation (BENNO et al., 1984; ROBERTS et al., 1984; STARK
et LEE, 1082).

De plus, on n'a pas pu mettre en évidence la sélection d'une espéce
de Bifidobacterium en fonction du type d'alimentation (NEUT et al., 1931;
YUHARA et al.,, 1983; BENEC et al., 1984; BIAVATI et al., 1984).

L*équilibre de cette flore intestinale et en particulier la
prédominance de la flore bifide est trés sensible aux modifications de
régime alimentaire (arrét de 1'allaitement maternel, sevrage) d‘'autant plus
si ces modifications sont brutales (LUGOVSKAIA et LADCDO, 1984; NEUT et
al., 198%5) et plus ou moins bien adaptées (LUGOVSKAIA et LADODO, 1984).

c—- Individualité et environnement :

Qutre les modifications de cette flore 1intestinale dues a
l'alimentation, on ne peut négliger 1'influence des modifications de
l'environnement <(habitudes obstétricales, utilisation d‘'antibiotiques)
ainsi que du lieu de l'accouchement (MITSUQKA, 1984; POUPARD et al., 1973)
et de la nurserie. Les autres variations sont a4 mettre sur le compte de
1'individualite,

Chez les prématurés, plusieurs auteurs (GONCHAROVA, 1979; STARK et
LEE, 1982; GSTEVENSON et al., 1985) ont souligné les difficultés
d'implantation des Bifidobacterium alors que 1les Bacteroides et les
Entérobactéries avaient un comportement normal.

BENNO et coll. (1985) ont d'autre part observé qu'un déficit en

vitamine K chez l'enfant s'accompagne d'une diminution des Bifidobactéries.

2-EVOLUTION CHEZ L'HONNE

Les Bifidobactéries ont tendance & diminuer avec 1'Age, surtout
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(MITSUOKA 1984)

- T

ENFANT NOURRI AU LAIT

ENFANT NOURRI AU LAIT|

ARTIFICIEL MATERNEL |
|Genre bactérien log N Fréquence 1log N Fréquence |
| % % |
|Entérobactérie 9,5%0,5 100 |
| sStaphylocoques 0,5%1,7 100 . 5,871,9 97 |
| streptocoques 9,8%0,6 100 7,971,5 100 |
| Lactobacillus 7,2%1,5 78 6,871,7 80 |
| Bifidobacterium 10 % 2,2 97 10,770,9 100 |
| Fubacterium 7,3%4,1 78 3,174,6 33|
| Bacteroides 9,971,1 100 6,174,3 67 |
| Peptococcus 7,9%4,0 80 2,474,1 27 |
|clostridium Perfringens 6,4%2,5 50 1,072,3 17 |
|autre clostridium 0,972,6 10 1,373,2 13|
|veillonellae 5,9°4,6 63 5,873,4 83 |
- 1
|Espece dans le genre |
| Bifidobacterium |
|B. bifidum 9,3%1,0 23 9,9%0,6 70 |
|B. infantis 10,2%0,2 8 10,670,4 7]
|B. breve 10,2%0,7 93 10,770,7 % |
|B. adolescentis 9,8%0,9 53 9,6'0,6 a0 |
[B. longum 9,5-0,9 45 9,670,8 67 |

J

N = nombre de bactéries par grammes de fécés
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aprés 65 ans, au profit des Clostridium, Lactobacillus, E. coli et
Streptococcus (Tableau XI; p. 43). On note également une sélection des
espéces en fonction de 1'age <(Tableau XII; p. 44). Si B. Infantis, B
brevis, B. longum type b et B, bifidum type b ne se rencontrent que chez le
nourrisson, B. adolescentis par contre est exclusivement retrouvé chez
1'adulte (BIAVATI et al., 1984).

3-ROLE DE LA FLORE BIFIDE

Le rdle des Bifidobactéries a surtout été envisagé chez 1l'enfant,
d'une part & cause de son importance dans la flore intestinale et 4'autre
part a4 cause de son réle sur son état de santé,

I1 semblerait que les Bifidobactéries interviennent au niveau du
tractus digestif en inhibant 1'implantation d'un certain type de flore qui
pourrait provoquer des désordres digestifs. La flore bifide réprime le
développement des Bacteroides et Entéraobactéries durant 1l'allaitement
maternel, alors que l'alimentation au lalt maternisé induit 1'implantation
d'une flore bifide mais non répressive vis-a-vis de ces deux genres
bactériens (BOURRILLON et al., 1980; MITSUOKA et al., 1972), I1 est
également admis (BEZIRTZOGLOU, 1985 que Clostridium perfringens ne se
maintient pas chez le nourrisson en présence de Biffdobacterium bifidum.
Récemment, CORTHIER et al. (1985) ont cependant montré dans le tube
digestif de Souris qu'une souche de B, bifidum inhibait la production de
toxine due & Clostridium difficile. Si on a longtemps considéré que les
Bifidobactéries ne joualent aucun réle dams la protection de l'enfant wvis-
a-vis des diarrhées a rotavirus (RASIC et KURMANN, 18835, =t que seul le
lait de Femme protégeait 1l'enfant contre 1l'agent infectieux, il semble que
les Bifidobactéries puissent s'opposer dans ce cas & une altération
importante de la flore digestive., Ainsi, les Bifidobactéries ne sont pas de
simples témcins de la bonne santé de 1'intestin mais leur effet bénéfique
ast réel.

S1 les relations entre les microorganismes sont bien développées et
étudiées in vitro, le passage In vivo est plus délicat notamment chez le
nourrisson. Les difficultés rencontrées proviennent du maintien & de hauts
niveaux de la flore bifide dans 1'intestin. L'utilisation des facteurs
bifidigénes devrait résoudre ce prableme et 11 est donc nécessaire de faire

le point des connaissances actuelles sur ce sujet.
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TABLEAU XII : VARIATION DES ESPECES DU GENRE BIFIDOBACTERIUM EN FONCTION

DE L'AGE (FREQUENCE D'ISOLEMENT EN %)
(MITSUOKA - 1984)

Espéces dans le genre Enfants de [Enfants de |Adultes de |Adultes de

Bifidobactérium 1 a4 jours{ 4 4 6 ans |20 & 64 ans|{64 a 85 ans
Nombre d4’individus 52 28 42 18
testés
B. bifidum type a 2 11 7 3
B. bifidum type b 10 1 1
B. infantis ss infantis

type a 16
type b 13
ss liberorum 2 1
ss lactentis 1
B. breve ss breve type a | ' 1
type b 1
type ¢ 3

ss parvulorum

type a 6
type b 2 1
B. adolescentis type a 5 12 17 4
type b 1 8 22 15
type ¢ 8 14 23 7
type d 1 1 5 1
B. longum type a 5 11 20 5
type b 14 9 7 1
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MATERIEIL ET METHODES

I-TECHNIQUE DE CULTURE

Le microorganisme utilisé lors de «ce travail est 1le
Bifidobacterium bifidum var b (AA 2/2). I1 a été sélectionné par C. ROMOND
(UER de Pharmacie de 1'Université de Lille II) selon les criteres de
MITSUOKA (1974), et 1so0lé & partir de féceés d'enfants nourris au sein.

A-MILIEU DE CULTURE

Le microorganisme est cultivé sur un milieu dont la composition

est la suivante :

- Oligoéléments + vitamines : Extrait de levure 5 g/l
- Source d'azote organique Bouillon cerveau-coeur 37 g/l
éléments nutritifs : (Institut Pasteur Production)

- Source de carbone : Glucose 10 g/1

Le milieu est réduit par une solution de chlorhydrate de cystéine
a 0,5 g/1.

300 ml de préculture sont réalisés en flacon durant 24 heures sans
régulation de pH et son aspect est contrélé au microscape. Elle permet
d'inoculer un fermenteur de 6 litres SETRIC dont le milieu a été
préalablement autoclavé pendant 3 heures & 120°C. Le glucose est stériliseé
séparément et rajouté Juste avant 1'inoculation. La température de
fermentation est de 37°C. Le pH est régulé & 6,0 par addition de soude 10
¥. La fermentation est effectuée en anaérobiose sous mélange N=/COz

(85/15). La propagation est arrétée en phase exponentielle de croissance
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(aprés 24 heures de fermentation). Elle permet d'ensemencer un fermenteur
SETRIC de 200 litres. Les conditions de stérilisation et de culture sont
identiques aux précédentes.

La croilssance bactérienne est suivie par turbidimétrie au
spectrophotométre & 660 nm. La culture est arrétée aprés 40 heures de
fermentation,soit 10 heures aprés la fin de la phase exponentielle de
croissance,

Aprés fermentation les cellules sont récupérées par centrifugation
a 4°C 4 7000 g et congelées & -80 °C dans un tampon phosphate de sodium 20
nM pH 7 contenant du glycérol a la concentration de 10 p.100.

II-TECHNIQUE D'EXTRACTION DES ACTIVITES EXOGLYCOSIDASIQUES

Le culgt cellulaire est lavé dans un tampon phosphate de sodium 20
n¥ pH 6,8 contenant du NONIDET NP 40 et de 1'EDTA aux concentrations
respectives de 0,1 p. 100 et 1 mM pour 30 g de matiere séche théorique par
litre de tampon. La suspension cellulaire est introduite dans un tube en
verre (2,7x10 cm). Une sonde & ultra-sons (diamétre 1,9 cm) est immergée
dans la suspension. L'extraction est effectuée a -10°C afin que la
température du milieu ne dépasse pas 2°C. Les paramétres du traitement aux

ultra-sons sont les suivants :

Type de 1'appareil : BRANSON Sonifier Cell Disruptor B 30

Fréquence : 20 Kcycles

Amplitude : 20 micromns pic a pic

Durée du traitement : 30 minutes par périodes de 20 secondes par minute

Durée effective : 10 minutes.

L'extrait obtenu aprés traitement aux ultra-sons est centrifugé a
100.000 g durant 2 heures & 4°C (Centrifugeuse BECKMAN LS 65 B, rotor 60
Ti). Les activités enzymatiques sont déterminées sur le surnageant obtenu

apres ultracentrifugation selon le protocole décrit page 47.
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III-MESURES DES ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES

Pour ces dosages nous utilisons des substrats synthétiques :

- le p-Nitrophényl-f-D-galactoside (pNP-Gal) (KOCH-LIGHT)
- le p-Nitrophényl-N-acétyl-f-D-glucasaminide (pNP-GlcNAc) (KOCH-LIGHT)

1-PRINCIPE :

Les enzymes hydrolysent les pNP-osides en monosaccharide, d'une
part, et en p-nitrophénol, d'autre part. Celui-ci devient jaune em milieu

alcalin et est dosé par spectrophotométrie.

2-MODE OPERATOIRE :

I1 dérive de la méthode de GOMORI (1955).

' P o o~

0,1 ml de pNP-Gal 10 mM sont mélangés avec
0,2 ml de tampon phosphate disodique 0,2 M pH 7 et
0,1 ml de fraction enzymatique.
Aprés incubation a 40 °C pendant 10 minutes la réaction est
arrétée par addition de 0,6 ml de carbonate de sodium 1 M. La densité

optique de la solution est mesurée au spectrophotométre a 400 nm.

0,1 ml de pNP-GlcFAc 5 mM sont mélangés avec
0,2 ml de tampon phosphate 0,2 M citrate 0,1 M pH 5,5 et
0,1 ml de fraction enzymatique.
L'incubation est réalisée a 45 °C et la réaction arrétée selon le

méme protocole que précédemment,
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Une unité glycosidasique est définie comme la quantité d'enzyme
libérant ume pmole de paranitrophénol par minute dans les conditions

standard.

1-PRIKCIFE :

Pour ce dosage on utilise un substrat synthétique : le 2',4 méthyl
umbelliféryl-acide-N~acétyl-neuraminique <(Mu-NeuAc). Les neuraminidases
liberent l'acide N-acétylneuraminique et la méthylumbelliférone qui est
dosée par fluorimétrie () d'excitation : 370 nm; ) d'émission : 450 nm.

2~MDODE OFERATOIRE :

A 0,1 ml de Mu—-NeuAc 0,1 mM on ajoute

0,2 ml de tampon acétate 0,2 M pH 5 et

0,1 ml de solution enzymatique.
Aprés incubation & 50 °C pendant 5 minutes la réaction est arrétée par
addition de 1,6 ml de carbonate de sodium 0,5 M.

Une unité de neuraminidase est définie comme la quantité d'enzyme
libérant une pumole de méthylumbelliférone par minute dans les conditions

standard.

La méthode utilisée dérive de la méthode de FINCH (1969,
1-PRINCIPE :

Le L-fucose libéré par l'action de 1'a-L-fucosidase est dosé par
la fucose déshydrogénase. Le fucose libre est oxydé en présence de NAD*,
qui est réduit en NADH,H*. La quantité de NADH,H* proporticnnelle au mono-
saccharide libéré est déterminée par spectrophatoméirie directe a 340 nm,
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2-NDDE OPERATOIRE :

Le substrat utilisé est un pentasaccharide : le monofucaosyl (a 1-

2) lacto-N-tétraose (ou substance H).

50 pl d'une solution de substance H & 4 mg/ml sont mélangés a
250 pl de solution enzymatique et a
150 ul de tampon phosphate 0,2 M citrate 0,1 M pH 5.
Aprés 15 minutes & 45 °C la réaction est arrétée par chauffage a
100 °C durant 3 minutes., Aprés refroidissement, on ajoute
200 pl de NAD* & la concentration de 2 mg/ml,
150 pl de tampon TRIS/HC1 0,8 M pH 8,1 et
200 pl d'une solution de fucose déshydrogénase (AS 150 Ul/g) a 2 mg/ml.
Ce mélange est porté 30 minutes a 37 °C et la réaction arrétee

dans un baln de glace.

Une unité de fucosidase est définie comme la quantité d'enzyme

libérant une pmole de fucose par minute sous les conditions standard.

IV-DOSAGE DES PROTEINES

Au cours des étapes de chromatographie, les protéines sont
repérées spectrophotométriquement & 280 nm. Pour la détermination des
rendements chromatographiques et des activités spécifiques nous avons
utilisé la méthode de BRADFORD (1976) qui utilise le Bleu de coomassie
(BIORAD). La gamme étalon est réalisée avec de la serumalbumine bovine
(SIGMAY.

V-TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

La solution enzymatique obtenue aprés sonnage est déposée sur une
colonne (5 x 25 cm) d'Hydroxylapatite-Ultrogel (IBF) équilibrée en tampon
phosphate de sodium 20 mM pH 6,8 & 20 °C. Les débits d'injectlion et
d'élution sont de 150 ml/h., Aprés lavage par passage de 2 litres de tampon
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d*équilibrage, l'élution est réalisée par un gradient discontinu en tampon
phosphate de sodium pH 6,8 aux concentrations suivantes : 0,03; 0,15 et
0,3 M. Pour chacune de ces concentrations, un volume de 3 litres est
injecté sur la colonne. Les protéines sont détectées par enregistrement

continu de la densité optique 2 280 nm. Les fractions enzymatiques

recueillies (20 ml) sont rassemblées et concentrées par ultrafiltration
tangentielle (cassette Minisette FILTRON Oméga 010, seuil de coupure
10.000).

Cette chromatographie est réalisée en FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) sur une colomne (0,5 x 5 cm) Mono Q@ HR 5/5 <(PHARMACIA)
équilibrée en tampon phosphate de sodium 0,02 X pH 6,8 a4 20 °C, & un débit
de 45 ml/h. Apres injection des différentes fractions obtenues sur
Hydroxylapatite Ultrogel (maximum 15 mg de protéines par injection) et
lavage de la colonne par le tampon d'équilibrage, on applique un gradient
discontinu ou continu de NaCl de 0 & 1,5 X en tampon phosphate de sodium
20 mM pH 6,8, Les protéines sont détectées par mesure en continu de 1la
densité optique & 280 nm. Les fractions (1 ml) contenant les activités
enzymatiques sont cancentrées sur membrane AMICON PM 10 (seuil de coupure
10.000 daltons).

Les solutions enzymatiques sont équilibrées dans le tampon

phasphate de sodium 5 mM pH 6,8 FaCl 2 M. Elles sont appliquées sur une
colonne d'octyl Sépharose CL 4 B (1 x 50 cm) équilibrée dans le méme
tampon. L'élution est effectuée & un débit de 10 ml/h par un gradient
décrolssant de NaCl (de 2 M & 0) d'un volume total de 400 ml. Les
fractions recueillies sont de 3 ml. Les activités sont dosées sur chaque
fraction. Les protéines sont repérées par mesure de la densité optique &
280 nm.



_51_

VI-ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE

Les électrophoréses (plaques de 10 x 13 cm) sont réalisées en
présence de SDS & la concentration de 0,1 p.100 selon la méthode de WEBER
et OSBORN (1969), Le gel utilisé pour suivre la purification est un
gradient 5 - 15 p. 100,

Les échantillons sont traités par un tampon contenant du SDS (BDH)
4 2 p.100 et du B-mercaptoéthanol & 4,5 p.100 & 100 °C pendant 5 minutes
en présence de Bleu de bromophénol. Des dépats allant jusqu'a 50 ul (afin
d'obtenir une quantité voisine de 0,1 mg de protéine) sont réalisés.
L'électrophorése est réalisée sous courant constant de 40 mA jusqu'a ce
que le marqueur (Bleu de bromophéncl) ait migré jusqu'au bas du gel.

Les échantillons traités sont, aprés migration, révélés par le
Bleu de coomassie R 250.

La détermination des masses moléculaires a été effectuée en gel
homogene de 10 p.100 en acrylamide. Les témoins utilisés saont ceux du
"kit" PHARMACIA de calibration de masse moléculaire (14.000 - 94.000), Les

proportions des différentes Tbandes protéiques sont mesurées au
densitométre BIORAD modéle 620.

Ce type d'électrophorése est effectué dans les mémes conditions

que l'électrophorése dénaturante mais en supprimant dans le gel le SDS et

dans le tampon-échantillon le SDS et le B-mercaptoéthanol.

Le transfert se falt sur feuillle de nitracellulose selon la
méthode de BURNETTE (1981). On met en contact la feuille de nitrocellulose
et le gel d'électrophorese. On dépose ensuite le tout dans une cuve de
transfert contenant du tampon TRIS/HC1 0,025 M pH 8,4, On applique alors
un courant continu de 15 mA de 40 volts durant 16 heures. Les dépots ont

été réalisés en double exemplaire ce qui permet, aprés transfert, de
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découper la feuille de nitrocellulose en deux parties : une moitié de la
feullle servira & révéler l'activité enzymatique, l'autre a révéler les
protéines par 1'Amido schwartz.

Pour révéler les activités, on réalise un gel 4'agarose (indubilose
IBF) 4 5 p.100 dans lequel on incorpore du méthylumbelliféryl-galactoside,
du méthylumbelliféryl-N-acétyl~f-D-glucosaminide et du methylumbelliféryl
N-acétyl-neuraminate & une concentration finale de 0,1 mM. Ces substrats
sont dilués dans le tampon optimal des différentes activités. On rince la
feuille de nitrocellulose par‘ le tampon optimal de réaction et on
lt'applique sur le gel d'agarose. Le tout est placé & 37 °C pendant une
heure, puis dans une chambre saturée en ammoniaque pendant 10 minutes. La
présence des activités est révélée sous une lampe & 354 nm, La quantité
d'enzyme & déposer dans ces conditions pour révéler l'activité est de 5
unités. Les profils respectifs des protéines et des activités enzymatiques
aprés migration sont réalisés par lecture au densitométre BIORAD modéle
620.

VII-ETUDE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES

Les masses moléculaires ant é&té déterminées par chromatographie

sur une colonne (1 x 30 cm) de Superose 6 HR 10/30 (PHARMACIA), ayant une
zone de linéarité de 5.000 & 1.000.000, dans le systéme FPLC, La colonne
est équilibrée dans un tampon phosphate de sodium 100 mM, NaCl 1 M, pH 6,8
a un débit de 0,5 ml/min. et & 20 °C. La colomne est calibrée avec les
protéines suivantes : sérum albumine bovine (monomérique et dimériqued,
aldolase, catalase et ferritine. Le volume d'exclusion (ou Vo) est
déterminé par injection de Bleu Dextran. Les fractions étudiées sont
injectées par aliquotes de 0,2 ml au méme débit. Les protéines sont
détectées par mesure de la densité optique & 280 nm. Des fractions de 0,5
ml sont recueillies et les activités enzymatiques mesurées sur chacune

d*entre elles.
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Les points iscélectriques ont été déterminés en FPLC sur colaonne
PHARMACIA Mono P HR 5/20 (0,5 x 20 cm). La colonne est équilibrée en
tampon TRIS/HC1 25 mM pH 6,3. L'élution est effectuée par passage de
*polybuffer 74" dilué au 1/10 et ajusté a pH 3,5 par addition 4'HC1 1 M.
500 ul de fraction protéique stabilisée dans le tampon d'équilibrage sont
injectés & un débit de 30 ml/h. Les protéines sont détectées par mesure de
la densité optique & 280 nm. Les activités enzymatiques et le pH sont

mesurés sur chaque fraction (1 ml) recueillie.

VIII-ETUDE DES PROPRIETES ENZYMATIQUES

A-DETERMINATION DES pH OPTINAUX

Les pH optimaux ont été déterminés selon le protaocale décrit page
47 en utilisant le systéme tampon citrate/phosphate/borate 100 mM qui
couvre une gamme de pH allant de 3,0 & 10, Pour chaque activité un témoin-

substrat a été incubé dans les mémes conditions

1-SOLUTION STOCK DE TANPON CITRATE PHOSPHATE BORATE :

-Acide citrique cristallisé 1 Hz0 RP 34,67 g
-Acide orthoborique RP 10,20 g
~Acide phosphorique RP 11,66 ml
-Soude 5 X 343 ml

Les acides citrique et orthabaorique sont d‘abord dissous dans 500
ml d'eau milliQ, puis on ajoute 1'acide phosphorique et la soude 5 M. Le
volume de la solution est ensuite ajusté & un litre par addition d'eau

milliQ. La préparation est 4 une cancentration de 0,165 M.

2-TANPOR CITRATE PHOSPHATE BORATE 0,1 X :

A 20 ml d'eau milliQ on ajoute 60 ml de solution stock. Le pH
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désiré est ajusté par addition d'acide chlorhydrique 12 M, et la solution
est ensuite amenée a 100 ml par addition d'eau milliqQ.

Les activités sont mesurées dans les conditions standard décrites

4 la page 47. Les incubations sont réalisées a des températures variant de
37 °C & b5 °C.

C-DETERMINATION DES Ko ET Voumax

Les parametres apparents Kua et Vma:. sont déterminés selon la
méthode de LINEWEAVER et BURK (1934,

1-ACTIVITES B-D-GALACTOSIDASIQUES :

Pour les activités galactosidasiques ces parametres ont été
déterminés sur deux substrats différents : le pNP-Gal et le lactose.

a-Détermination sur le pNP-Gal :

L'activité sur le substrat synthétique a été déterminée aprés 10
minutes de réaction selon 1le protocole décrit page 47 avec des
concentrations finales en substrat de 0,5 a 15 mM dans un systéme-tampon
phosphate de sodium au pH optimal et & la température optimale de
ltactivité. Les témoins sont réalisés dans les mémes conditions. La
solution enzymatique est diluée dans le tampon de fagon & obtenir une

concentration finale de 0,42 ¥ par ml.
b-Détermination sur le lactose :

L'activité sur le lactose a été mesurée par dosage du galactose
libéré par la galactose déshydrogénase en présence de NAD* et dosé par
spectrophotométrie & 340 nm. Le mode opératoire est le suivant :

On mélange 100 ul de solution enzymatique a 100 pl de lactose a
une concentration variant de 33,3 & 500 mM et & 200 pl de tampon phosphate
de sodium 50 mM au pH optimal de 1l'activité, Aprés 40 minutes d'incubation
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a la temperature optimale la réaction est arrétée par chauffage pendant 3
minutes & 100 °C. Apres refroidissement on ajoute 100 pl de NAD* (0,5
umoles), 40 ul de tampon TRIS/HC1 1,25 M pH 8,6 et 100 ul de galactose
déshydrogénase (2,5 U/ml). La réaction s'établit a température ambiante
durant 45 minutes.

c-Action des B-D-galactosidases sur différents substrats :

Nous avons déterminé les activités galactosidasiques sur trois

substrats :

- le lactose (liaisomn B 1,43,

- le lacto-N-tétraose (liaison B 1,3),

- le lacto-N-néotétraose (liaison 8 1,4).

Ces substrats sont dissous dans un tampon phosphate de sodium 50
nM pH 6,0. Les concentrations des différents substrats ont été calculées
pour obtenir la méme quantité de galactose libérable (36 ug par tubed. 20
#l de substrat et 20 pl de solution enzymatique sont incubés durant 4
heures & 40 °C. 5 pl du mélange sont ensuite déposés sur couche mince
(MERCK> et la migration s'effectue dans le systéme-solvant butancl/ acide
acétique/ eau : 2/1/1 (¥/V), Aprés révélation par 1l'orcinol sulfurique la
quantité de galactose apparu et la quantité de substrat hydrolysé sont
mesurées au densitometre BICRAD modéle 620.

2-ACTIVITES N-ACETYL~S~-D-GLUCUOSANINIDASIQUES :

Les parametres ont été déterminés sur substrat synthétique : le
pNP-N-acétyl-f-D- glucosaminide selon le protocole décrit & la page 47,
avec des concentrations finales en pNP-GlcNAc de 0,5 & 6 M, dans le
systéme tampon phosphate/citrate 0,2/0,1 ¥ au pH optimal et a 1la
température de 48 °C.

3-ACTIVITES oa—-D-NEURANINIDASIQUES :

Le Kw et le V. ont été déterminés sur le 2,4 méthyl-umbelliféryl
acide npeuraminique selon le protocole décrit & la page 48, avec des
concentrations finales en substrat de 0,025 a 0,25 nM dans le systéme-
tampon acétate de sodium 0,2 M pH 5,3 & 48 °C pendant 10 minutes.
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Nous avons également étudié cette activité sur le sialyl (a 2-3)
lactose, le sialyl (a 2-6) lactose et l'acide colominique. Ces substrats
sont dilués dans le tampon acétate de sodium 0,2 M pH 5,3 & 2 mg/ml. 200
4l de solution enzymatique sont préincubés avec 400 ul de tampon puls 200
pl de substrat sont ajoutés. Les temps d'incubation sont de 1h40, 3h20,
6h40 et 23h20. La quantité d'acide sialique libérée est mesurée par la
méthode de WARREN.

IX-ACTION D*'EFFECTEURS SUR LES DIFFERENTES ACTIVITES

Les différents cations MnClz, CoClz, CaClz, MgClz, ZnClz et CuSCa
sont incorporés dans les différents milieux réactionnels a wune
concentration finale de 2 mM. Il en est de méme pour 1'EDTA. Les réactions
enzymatiques ne sont plus arrétées par du carbonate de sodium mais par du
tampon Glycocolle/NaOH 0,2 M pH 10. Les solutions enzymatiques sont
préincubées pendant 30 minutes avec les tampons cantenant les différents

cations, puls le substrat est ajouté pour déclencher la réactionm.

X-ACTION DE LA FRACTION MOKO Q 0,375 M (Gal=>== + GlcNAc>==)
SUR UN MELANGE DE SUBSTRATS

1-ACTION SUR UN MELANGE DE SUBSTRATS SYNTHETIQUES :

Les piP-Gal et pNP-GlcFNAc sont dilués en tampon phosphate de
sodium 50 mM pH 6,0 & la concentration de 5 mM. Les incubations sont
réalisées comme suit :

- 0,1 ml de pAP-Gal 5 mk,
- 0,1 ml de pKP-GlcNAc 5 mM,
préincubation 5 minutes & 48 °C puls adjonction de

0,1 ml de fraction enzymatique.
Le tout est incubé 10 minutes & 48 °C et la réaction est ensuite
arrédtée par addition de 0,6 ml de NazCOsn 1 M.
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2-ACTION SUR LE pNP-GlcNAc EXN PRESENCE DE GALACTOSE OU DE N-ACETYL
GLUCOSANINE :

La méthode est identique, le mélange de substrats étant constitué
de :
- 100 pl de pHP-GlcFAc 5 mM et de
- 100 pl d'une solution de galactose & la concentration de 0, 100, 200,
400 et 800 mM.
ou de :
- 100 pl de pHP-GlcNAc ©§ mM et de
- 100 ul d'une solution de N-acétylglucosamine aux concentrations de 0,
100, 200, 400 et 800 mM.

3-ACTION SUR LE pNP-Gal KN PRESENCE DE GALACTOSE 0OU DE N-ACETYL
GLUCOSANINE :

La méthode est identique, le mélange de substrats étant constitué
de :
- 100 pl de pNP-Gal 5 mM et de
- 100 pl d'une solution de galactose aux concentrations de 0, 100, 200,
400 et 800 mM.
ou de :
- 100 ul de pNP-Gal 5 mM et de
- 100 pl d'umne solution de N-acétylglucosamine aux concentrations de 0,
100, 200, 400 et 800 mM.

4-ACTION SUR LE pNP-GAL OU SUR LE pNP-GlcNAc EN PRESENCE DE PARA
¥ITROPHENOL

La méthode est identique, le para nitrophénol est dilué en tampon
phosphate de saodium 50 mM pH 6,0 & la concentration de 0,625 mM. Le
mélange étant constitué de :

100 pl de pNP-Gal au GlcNAc SmM,

100 ul de paranitrophénol,

160 pl de tampon phosphate de sodium 50 mM pH 6,8,
100 pul de fraction enzymatique
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RESULTATS

I-PRODUCTION DE BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM

La figure 4 (p. 59) montre les résultats obtenus lors du suivi de
fermentation de Bifidobacterium bifidum souche A4 2/2 fournie par C.
ROMOKD.

La biomasse se développe rapidement. Aprés une phase de latence de
10 heures cette biomasse atteint son maximum en 30 heures. La culture est
arrdtée aprés 40 heures de fermentation.

La production en fermenteur, telle qu'elle a été décrite a la page
45, est de 8 grammes de cellules humides par litre, ce qui correspond a
2,5 grammes de matiére séche par litre de culture. Il est & remarquer que
l'apparition des différentes activités enzymatiques étudiées est similaire
4 la croissance de la biomasse. L'optimisation de la production est
décrite dans le mémoire de thése de BOUTRY .

IT-EXTRACTION DES ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES

Les activités glycosidasiques étudiées sont toutes endacellu-
laires, aucune de ces activités n'étant excrétée. Aprés traitement aux
ultra-sons, les dosages ont été effectués sur les surnageant et culot de
centrifugation, ainsi que nous 1l'avons décrit page 47. Nous avons détecté
des activités R-D-galactosidasiques, N-acétyl-p-D-glucosaminidasiques, o-
D-neuraminidasiques et o-L-fucosidasiques dans les deux fractions, ceci
pouvant indiquer que ces activités sont membranaires. Aucunes activités o
D-mannosidasique et protéasique n'ont été mises en évidence par les

techniques utilisées.

Ce type d'extraction nous a permis d'aobtenir de bons rendements
pour les activités B-D-galactosidasique et N-acétyl-B-D-glucosaminidasique
(respectivement 75 et 63 p.100), ces rendements é&tant par contre plus
faibles pour les activités o-D-neuraminidasique (40 p.100) et o-L-
fucaosidasique (50 p.100). Cependant, ces rendements sont les meilleurs que

nous ayons pu obtenir, d'autres méthodes d’extractions (résultats figurant
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Figure 4: Cinétique de production de la biomasse et des activités
éxocellulaires lors de la fermentation de Bifidobacterium

bifidum !

A : Production de biomasse

B : Production des activités enzymatiques exocellulaires

*

Act = Activités enzymatiques
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dans la thése d'E. BOUTRY > n'ont pas donné de meilleurs résultats. Les
valeurs abtenues figurent dans le tableau XIII, page 61. On peut remarquer
une répartition différente des activités enzymatiques. L'a-D-neuraminidase
peut é&tre considérée comme étant une enzyme membranaire ou périplasmique,
l'expression de l'activité est maximale quand on la dose sur la cellule
entiere. D'autre part, il est difficile de "solubiliser" celle-ci. 36 p.
100 de 1l'activité N-acétyl-f~-D-hexosaminidasique peut é&tre caractérisée
comme étant membranaire externe. 10 p. 100 de l'activité a-L-fucosidasique
seralt intégrée en position externe ainsi que 20 p. 100 de l'activité §-D-
galactosidasique. Les techniques utilisées ne permettent pas de préciser
l'emplacement exact des activités enzymatiques., Par exemple, pour les
formes solubilisées, 11 n'est pas possible de savoir s'il s'agit

effectivement d'enzyme libre ou de systéme intégré solubilisé.

III-PURIFICATION DES ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES

Le schéma de purification suivi est présenté dans la figure 5, page 62.

60 ml de surnageant d'ultracentrifugation sont chromatographiés
sur colonne d'Hydroxylapatite Ultrogel, comme nous l'avans décrit a la
page 49, Le profil d'élution obtenu est représenté sur la figure 6 (p.
63).

Cette technique nous a permis d'obtenir +trois fractions
enzymatiques distinctes, qui ont été étudides plus en détail par la suite,
et une fraction correspondant au lavage dont 1'étude n'a pas été

poursuivie :

1-FRACTION "LAVAGE PIC I" :

Cette fraction renferme 3 p.100 de 1l'activité R-D-galactosidasique,
32 p.100 de l'activité N-acétyl-f-D-glucosaminidasique , 41 p.100 de
1'activité o-D-neuraminidasique, 30 p.100 de l'activité a-L-fucosidasique
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TABLEAU XIIY: Extraction des activités exoglycosidasiques (*)

par traitement aux ultra-sons

Enzymes | Surnageant | Culot | Surnageant+ | Cellules |

| | | Culot | lavées |

| | ! i i

1 | | I 1

B-D-Galactosidase | 2280 | 760 | 3040 | 630 |
l I | 1 1

1 I 1 1 i

N-Acétyl-p-D- | 515 | 300 | 815 | 300 |
hexosaminidase | | | | |
1 l 1 i ]

I I 1 1 1

a-D-Neuraminidase | 30 | 45 | 75 | 88 |
| | | | |

1 1 { 1 1

a-L-Fucosidase | 120 | 120 | 240 | 23 |

(*) Les activités sont exprimées en unités enzymatiques par gramme de

matiére séche.
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Surnageant de sonnage
I

v

{——— Chromatographie sur colonne 4'Hydroxylapatite Ultrogel ————

! | |

| | |
v v v
F.I FII PIII

a-Neuraminidase a-Neuraminidase p-Galactosidase

a-Fucosidase |

p-Galactosidase |

N-Acétyl-g-D-hexosaminidase |

I |

v |

[~ Chromatographie d'échange d'ions sur colonne Mono Q ——-——-—'

v v A 4 v v
0,1 M 0,25 M 0,375 M 0,6 M 0,4 M
B-Galactosidase a-Neuraminidase B-Galactosidase B~Galactosidase p-Galactosidase
a-Fucosidase N Acétyl-p-D- N Acétyl-g-D- I |
| hexosaminidase hexosaminidase | |
I I | I I
I

I v v v

|——-—— Chromatographie hydrophobe sur colonne d'Octyl Sepharose —-l

v v v v v
p-Galactosidase a-Neuraminidase B-Galactosidase p-Galactosidase p-Galactosidase
a-Fucosidase N Acétyl-g-D- N Acétyl-g-D-

hexosaminidase hexosaminidase

Figure 5 :Schéma de purification des activités exoglycosidasiques
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Figure 6 :Chromatographie sur colonne d'Hydroxylapatite Ulttogel

Le surnageant de sonnage a été injecté sur colonne d'Hydroxylapatite Ultrogel équilibrée en tampon phosphate de sodium

20 mM pH 6,8 et &lude par un gradient discontinu de phosphate de sodium de 20 a 300 mM.

L'élution a été suivie par mesure de la densité optique a 280 nm.
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et 13 p.100 des protéines totales, ces rendements sont calculés par
rapport au surnageant d’ultracentrifugation. Cette fraction ne résulte pas
d'une surcharge de la colonne, en effet si on la réinjecte dans les mémes
conditions les activités enzymatiques et les protéines qu'elle contient ne
sont toujours pas retenues. Cette fraction n'est pas 1limpide mais
opalescente, 11 s'‘agirait de fragments de membranes qui pourraient
préalablement é&tre éliminés par gel filtration sur Superose 6 (voir la
thése d'E. BOUTRY).

2-FRACTION Fr :

La fraction “Phosphate 30 mM" ou "Fraction F:" renferme 36 p.100
de l'activité o-D-neuraminidasique totale, les autres activités
glycosidasiques ne dépassant pas 1 p.100 de leur activité initiale. Le
taux de purification de cette activité neuraminidasique est de 5,5. Cette
fraction a été étudiée en détails par E. BOUTRY.

3-FRACTIOX Fzir :

La fraction "Phosphate 150 mM" ou “Fraction F::" contient 33 p.100
de 1l'activité B~D-galactosidasique, 63 p.100 de 1l'activité N-acétyl-B-D-
glucosaminidasique, 9 p.100 de l'activité a-D-neuraminidasique et 25 p.100
de l'activité a-L-fucosidasique (les rendements sont calculés par rapport
aux activités initiales présentes dans le surnageant d'ultracentrifuga-
tion), Les taux de purification pour ces différentes activités sont
respectivement de 0,63; 1,20; 0,28 et 0,47.

4-FRACTION Frxz :

La fraction "Phosphate 300 mM" ou "Fraction Fir:" contient 54
p. 100 de l'activité B-D-galactosidasique initiale. Le taux de purification
de cette activité dans cette fraction Fr:i: est de 2,4..
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5-CONCLUSIORS :

En conclusion, la chromatographie sur Hydroxylapatite Ultrogel
(Tableau XIV p. 66) permet d'obtenir une o-D-neuraminidase exempte en
majeure partie des autres activités exoglycosidasiques <(Fraction F: )
ainsi qu'une B-D-galactosidase libre des autres activités (Fraction Fiz:).
La récupération des différentes activités et des protéines est bonne, sauf
en ce qul concerne ltactivité o-L-fucosidasique. Les rendements des

différentes activités sont respectivement de :

- 91 p.100 pour l'activité Gal===, dont 3 p.100 dans le "Lavage Pic I", 33
p. 100 dans la Fraction Fr: et 54 p.100 dans la Fraction Fi::.

- 96 p.100 pour l'activité GlcKFAc===, dont 32 p.100 dans le "Lavage Pic I"
et 63 p.100 dans la Fraction Fiz.

- 86 p.100 pour l'activité NeuAc>==, dont 41 p.100 dans le "lLavage Pic I",
36 p.100 dans la Fraction Fr et 9 p.100 dans la Fraction Fi:.

- 56 p.100 pour l'activité Fuc===, dont 30 p.100 dans le "Lavage Pic I" et
25 p.100 dans la Fraction Fui:.

La récupération des protélnes est, quant a elle, de 98 p.100. Les
protéines étant présentes dans leur quasi-totalité, on peut supposer que

la perte en activité o-L-fucosidasique correspond & une dénaturation de la

protéine enzymatique.

Nous avons <choisi ce systéme de “Fast Protein Liquid
Chromatography* (ou FPLC ) pour les avantages que celui-ci représente tant
au point de vue vitesse qu'au point de vue reproductibilité des gradients
utilisés. Nous avons suivi le protocole décrit & la page 50. Les fractions
que nous avons ¢etudiées dans ce systéme sont les deux fractions Fi: et
Frz: préalablement concentrées sur minisette FILTRON (seuil de coupure
10.000),
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TABLEAU XIV: Purification des activités exoglycosidasiques sur colonne

d'Hydroxylapatite Ultrogel.

| B-Galactosidase | N-Acétyl-p-D- |a-Neuraminidase | a-Fucosidase | Protéine |
| | hexosaminidase | | ] |
Fractions | ar as | ar ASs | ar as | ar as | mg |
1 i 1 | 1 i
L L 1 1 1 1
Surnageant | 5040 7 | 1140 1,6 | 6 0,09 | 276 0,38 | 720 |
injecté l I I | | l
L I i i . [ i
LI T BB ] 1 1
Lavage Pic I | 172 1,9 | 370 4 | 27 0,3 | 83 0,9 | 92,5 ]
| l i L i S ]
I Ll { 1 H 1
Lavage Pic II | 1 0,04 | KD | ND ] ND | 24 |
$ 1 [ j i |
4 LI T 1 1 1
F, 30 mM | 3 0,06 | 7 0,14 | 24 c,5 | 3 0,06 | 48 |
| | ] - ) - |
LI L { 1 1 1
Py 150 mH | 1650 4,4 | 720 1.9 | 8 0,016 | &9 0,18 | 178 |
| 1 I o — L S |
LI T i 1 4 R
F g 300 m | 27%0 16,9 | ND | ND | ND | 162,5 |
) I 1 i l | - {
L 1 L L 1 L
Total | 4576 | 1097 | 57 | 1ss | 705 |
1 1 1 i L i
AT: Activité totale en umoles par minute; AS: Activité spécifique en

pmoles par mg de protéine; ND: Non détecté,
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1-ETUDE DE LA FRACTION FII :

a-Node opératoire :

La fraction Phosphate 150 mM F:: est injectée sur colonne Mono Q.
Aprés lavage dans le tampon d'équilibrage, on applique sur la colonne un
gradient discontinu en NaCl; les paliers sont respectivement de 0,1; 0,25;
0,37%; 0,5 et 0,6 M. (Fig.7 et 8; p.68 et 69). Les fractions recuelllies

sont concentrées par ultrafiltration sur membrane AMICON PX 10.

b-Résultats :

Le tableau XV page 70 récapitule les différentes données de
purification :

- La fraction éluée & une concentration en NaCl de 0,1 M ( Fraction Fr:
Mono Q 0,1 M ) contient 58 p.100 de l'activité o-L-fucosidasique injectée
et 2,5 p.100 de l'activité B-D-galactosidasique. Les taux de purification
sont respectivement de 13 et de 0,6, Le rapport des activités
Gal===/Fuc*=~ est égal a 1.

- La fraction éluée & une concentration en NaCl de 0,25 M ( Fraction Fi:
Mono Q 0,26 ¥ > posséde 36 p.100 de 1l'activité N-acétyl-8-D-
hexosaminidasique et 87 p.100 de l'activité a—D-neuraminidasique. Les taux
de purification de ces deux activités sont de 1 et 2,5 dans cette

fraction, Le rapport des activités GlcNAc~==/Beuldc*== est égal & 50.

- La fraction éluée & une concentration en NaCl de 0,375 M ( Fraction Fi:
Mono Q 0,375 M ) contient 85 p.100 de 1'activité B-D-galactosidasique et
41 p.100 de 1'activité N-acétyl-f-D-hexosaminidasique. Les taux de
purification sont respectivement de 2 et 1. Le rapport des activités
Gal===/GlcNAc*=* est égal & 4,7.

- La fraction éluée & une concentration en NaCl de 0,6 ¥ ( Fraction F::
Mono Q 0,6 M ) contient 5 p.100 de l'activité R-galactosidasique initiale

avec un taux de purification de 1,86,
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Figure 8 :Chromatographie d'échange d'ions de la fraction F

Mono Q

A :Profil d'élution & 280 nm (voir p.68)
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Vol (mi)

Act (u) Fuc
4

ase

(NaCi)M
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82
0,375
R 10,25
i 0,1
5 10 15 Vol (m1)
Act (u) (NaCihm
1»
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19:8
0,375
f0'25

b0, 1

15

Vot (mi)

sur colonne

B,C,D,E :Profil d'élution des activités exoglycosidasiques étudiées. Les

résultats sont

exprimés

en

unités

d'incubation sont décrites & la page47?

* Act = Activité enzymatique

enzymatiques.

conditions
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TABLEAU XV : Purification de la fraction FII par chromatographie

d'échanges d'ions sur colonne Mono Q.

|B-Galactosidase | N-Acetyl-p-D- | a-Neuraminidase | a-Fucosidase | Proteine
| | hexosaminidase | | |
Fractions jar as p.100| AT  AS p.100| AT AS p.100] AT AS p.100 | mg
| L I\ | 1
1 1 T 1 L
Fraction F . | 1650 4,4 | 720 1,9 | & 0,016 | 69 0,18 i 378
injectée | I l I |
| I I { L l
1 S T T L
Lavage [ 25 3 1,5 | ND | 0,03 3,610 0,5 | 18 2,1 26 | 8,5 |
| A ! L 1 L !
1 v H T T <
Elution - I | | | i
0,1 M | 42 2,6 2,5| 7,2 0,44 1 }o0,9 5,510 1,5 | 40 2,4 =58 i 16,5
! { 1 [l ) I
1 1 4 L 1
Elution I | l ' l
0,25 M | s 0,04 0,3} 260 1,95 36| 5,2 0,04 87 | 4 0,03 6 | 133
— { 1 1 L
L T t 1 o
Elution | | | | l
0,375 M | 1400 9,3 85 | 295 1,97 41| 0,18 1,2107° 3 | 3 0,02 4,5 | 150
| i ) i | -
L L T 1 L
Elution ] ] i | |
0,5 M ] ND I ND | ND | ND | 38
i 1 i | L
¥ R L 1 I
Elution | | i | |
0,6 M | 82 7,2 s | 7,1 0,6 1 | o,08 5,210 1 i 1 0,09 1,5 | 11,5
1 1 L 1 1

AT: Activité totale en umoles par minute, AS: Activité spécifique en

umoles par mg de protéine, p.100: Rendement pour cent, ND: Non détecté.
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c—-Conclusions :

La méthode de purification par chromatographie d'échange d'ions
que nous avons utilisée nous a permis d’abtenir quatre fractions :

- Une premiére fraction riche emn activités B-D-galactosidasique et o-L-
fucosidasique,

- Une seconde fraction possédant surtout une activité N-acétyl-f-D-
hexosaminidasique et une faible activité o-D-neuraminidasique,

- Une troisiéme fraction renfermant des activités B-D-galactosidasique et
N-acétyl-R~D-hexosaminidasique,

-~ Une dernieére fraction ne présentant en majorité qu'une activité B-D-
galactosidasique.

Cependant, ces quatre fractions contiennent encore toutes les
activités enzymatiques étudiées, & 1'état de traces pour certaines d'entre
aelles, Néanmoins, cette méthode chromatographique nous a permis de séparer
certaines de ces activités. En outre, les rendements de cette étape se
sont révélés excellents, les taux de récupération étant de :

94 p.100 pour 1'activité Gal===,

79 p.100 pour 1'activité GlcNAc==-,
93 p.100 pour 1l'activité Neudc===,
96 p.100 pour 1l'activité Fuc==we,

Le rendement en protéines est, quant a lui, de 94 p.100.
A cette étape de purification, i1 n'est pas possible de conclure a
la coexistence de systemes enzymatiques obtenus par le hasard de la

procédure de fractionnement, ou & 1l'existence d'un systeme organisé.

2-ETUDE DE LA FRACTIORN Fz:r: :

La fraotioﬁ Phosphate 300 mM Fir:: est injectée sur colonne Mono Q
HR 5/5 comme nous l'avons décrit a la page 50. Aprés lavage par le tampon
d'équilibrage on applique sur la colonmne un gradient continu en FaCl de 0O
2 0,9 M suivi d'un palier & la concentration de 1,5 X (Fig. 9;p. 72). Les
fractions recueillies sont concentrées sur membrane AMICON PX 10.

7% p.100 de l'activité B-D-galactosidasique injectée sont &lués a
une concentration en NaCl de 0,4 M (Pic 1 ). Les Pics 2 et 3 renferment

respectivement 2 et 10 p.100 de l'activité.

Le taux de purification de cette étape est de 51, et de 124 par
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Figure 9 :Chromatographie d'échanges d'ions de la fraction FIII sur

colonne Mono Q.

La fraction d4'Hydroxylapatite Ultrogel F a été injectée sur colonne

III
Mono Q équilibrée en tampon phosphate de sodium 20 mM pH 6,8 et é&luée
par un gradient linéaire de NaCl de 0 a 0,9 M. L'élution a été suivie
par mesure de la densité optique a 280 nm. L'activité
B-D-galactosidasique est exprimée en unités enzymatiques, elle a é&té

détectée dans les pics 1, 2 et 3.

* Act = Activité enzymatique
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rapport au surnageant d'ultracentrifugation de départ. L'activité #-D-
galactosidasique purifiée s'est révélée exempte de toute autre activité

exoglycosidasique.

Cette méthode de chromatographie nous permet d'éliminer les

derniéres activités contaminantes présentes dans les différentes fractions
purifiées sur colonne Mono Q. Les fractions que nous avons étudiées dans
ce systeme sont les sulvantes :
Fraction Fi: Mono @ 0,100 N,
Fraction F:: Mono Q 0,250 N,
Fraction F:: Mono Q 0,375 Y,
Fraction Fi:: Mono Q 0,600 X,
Fraction Fi:: ¥ono Q 0,4 M,

[

La figure 10 page 74 donne un exemple de gradient établl et de
profil protélque obtenu. Les activités présentes dans les 5 fractions étu-
diées sont retenues en tampon phosphate de sodium 5 mM pH 6,8 , NaCl 2 N,

1-ETUDE DE LA FRACTION F:: NONO Q@ 0,1 X :

Cette fraction contenait essentiellement wune activité g-D-
galactosidasique et une activité o-L-fucosidasique. Aprés concentration
sur membrane AMICON PM 10 la solution enzymatique est stabilisée dans le
tampon d'équilibrage de la colonne (comme décrit p.50>. Aprés lavage de la
colonne on applique un gradient discontinu descendant de NaCl. Les
activités R-D-galactosidasiques et o-L-fucosidasiques sont toutes deux
éluées en fin de chromatographie <(en absence de NaCl). Les taux de
récupération obtenus & cette étape sont de 71 p.100 pour 1l'activité B-D-
galactosidasique et 77 p.100 pour 1l'activité o«-L-fucosidasique. Les taux
de purification sont de 7,7(Gal==" ) et 8,6 (Fuc*== ), (Tableau XVI p.75).
Le rapport Gal===/Fuc=== est égal a 1.

2-BTUDE DE LA FRACTION F:x MONO @ 0,25 X :
Cette fraction contient les activités N-acétyl-f-D-hexosamini-

dasique et o-L-neuraminidasique. Aprés lavage de la colonne, on applique

un gradient décroissant discontinu en NaCl, permettant d4'éluer conjointe-
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Figure 10:Chromatographie 4'interactions hydrophobes de la fraction FII

Mono Q 0.1M sur colonne d'Octyl Sepharose 4B.

La fraction FII Mono Q@ 0,1 M a été injectée sur colonne d'Octyl

Sepharose équilibrée en tampon phosphate de sodium 5 mM NaCl 2 M et

-

éluée par un gradient décroissant discontinu de NaCl de 2 M a 0.

L'élution a été suivie par mesure de la densité optique a 280 nm.
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TABLEAU XVI: Purification de la fraction FII Mono Q 0,1 M

| B-Galactosidase | a-Fucosidase | Rapport |

I I I I

Fractions | Ar As p.100 F| AT AS p.100 F | Galase/FucaseI
I I r— I

Surnageant de | 5040 7 | 276 0,38 | 18 |
sonnage | | | |
3 | I |

Fraction f'H | 1650 4,4 33 0,6 | 69 0,2 25 0,5 | 24 |
— + I I

Fraction Mono Q| 42 2,6 0,8 0,4 | 40 2,4 14,5 6,3 | 1 |
0,1M I I I I

| : | .

Fraction Octyl-| 30 20,6 0,6 2,8 | 31 20,7 11 54,5 | 1 |
Sepharose | | | |

AT : Activité totale en umoles par minute, AS : Activité
spécifique en umoles par mg de protéine, p.100 : Rendement

pour cent, F : Facteur de purification
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ment les deux activités en fin de chromatographie (en absence de NaCl).
Les taux de récupération sont de 83 p.100 (GlcNAc=== ) et de 85 p.100
(NeuhAc=== ), les taux de purification saont respectivement de 2,3 et 2,5,
Le rapport GlcNAc===/Neudc™=* est de 50 (Tableau XVII p.77).

3-ETUDE DE LA FRACTION F:: NONO Q 0,375 X :

Cette fraction posséde les activités B-D-galactosidasique et ¥N-
acétyl-f-D-hexosaminidasique. Ces deux activités sont &luées ensemble dans
les mémes conditions que les fractions précédemment é&tudiées., Les
rendements sont de 77 p.100 (Gal»== ) et de 36,5 p.100 (GlcNAc>== ), les
facteurs de purification de 2,6 et 1 et le rapport Gal===/GlcNAc*== de 10.
On constate que ce rapport ne reste pas constant lors de la derniére étape
de purification ,contrairement aux deux fractions contenant deux
activites., Cette variation peut étre due A& l'existance d'une association

aléatoire des enzymes présentes dans cette fraction (Tableau XVIII p. 78).

4-ETUDE DE LA FRACTION Fx: NONO Q 0,6 X :

Cette fraction ne contient qu'une activité B-D-galactosidasique.
Aprés lavage, cette activité est éluée dans les mémes conditions que
précédemment <(en absence de NaCl ), le rendement est de 42 p.100, le
facteur de purification est de 194 (Tableau XIX p.7®).

5~BETUDE DE LA FRACTION Fr:: NONO Q:

L'activité B-D-galactosidasique présente dans cette fraction est
e¢luée pour une concentration en NaCl de 0,2 M. On récupére ainsi 54 p.100
de l'activité initiale avec un taux de purification de 3,2 (Tableau XX
p. 80>,

6~-CONCLUSION :

I1 est & noter que, sauf dans le cas de la fraction F::: Mono Q
toutes les protéines porteuses des activités exoglycosidasiques étudiées
ont des propriétés hydrophobes tres élevées. Ceci est un point en faveur
de leur possible localisation membranaire.

81 cette méthode chromatographique nous a permis d'éliminer
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TABLEAU XVII: Purification de

| N-Acétyl-pg-D-

la fraction FII Mono Q 0,25 M

pour cent, F

: Facteur de purification

| hexosaminidase | a-Neuraminidase | Rapport |
Fractions | | | |
| AT AS p.100 F | AT AS p.100 F |GLcN " °/Neu®S® |
t % } %
Surnageant de | 1140 1,6 | 6 0,9 | 17 |
sonnage | | | I
t } } 1
Fraction F . | 720 1,9 63 1,2 | & 0,02 9 0,02 | 120 |
t % } i
Fraction Mono Q | 260 1,9 23 1,2 | s,2 0,04 8 0,04 | 50 |
0,25 M | | . | |
% } } %
. Fraction Octyl- | 222 4,5 19 2,8 | 4,5 0,1 7 0,1 | 43 |
Sepharose | | | |
i i 1 ]
AT : Activité totale en umoles par minute, AS : Activité
spécifique en umoles par mg de protéine, p.100 : Rendement
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TABLEAU XVIII: Purification de la fraction FII Mono Q 0,375 M

I | N Acétyl-p-D- | |

| B-Galactosidase | hexosaminidase | Rapport |
Fractions | | | |
| Ar AS p.100 F | AT AS p.100 F |Galase/GlcNAcase|
t i + %
I I I |
Surnageant de | 5040 7 | 1140 1,6 | 4,4 |
sonnage | | | |
i i + |
Fraction F . | 1650 4,4 33 0,6 | 720 1,9 63 1,2| 2,3 |
} t t %
Fraction Mono @ | 1400 9,3 28 2,1} 295 2 26d 1,2 4,7 |
0,375 M | | | |
% ! % {
Fraction Octyl- | 1080 24 21 3,4| 108 2,1 9,5 1,3 10 |
Sepharose | | | |

AT : Activité totale en umoles par minute, AS : Activité
spécifique en umoles par mg de protéine, p.100 : Rendement

pour cent, F : Facteur de purification
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TABLEAU XIX: Purification de la f-galactosidase de la fraction

F__ Mono Q 0,6 M

II

Fractions | AT As p-100 F |
| 2

Surnageant de | 5040 7 |
sonnage | |
+ :

Fraction F | 1650 4,4 33 0,6 |
+ =

Fraction Mono Q | 82 7,2 1,6 1]
1 {

Fraction Octyl- | 35 1400 0,7 200 |
Sepharose | |
o |

AT : Activité totale en umoles par minute, AS : Activité
spécifique en umoles par mg de protéine, p.100 : Rendement

pour cent, F : Facteur de purification
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TABLEAU XX: Purification de la p-D-galactosidase de la fraction FIII

Fractions | AT AS p-100 F |
l ]
1 1
Surnageant de | 5040 7 |
sonnage I |
l i
i 1
Fraction F . [ 2750 17 54 2,4 |
| )
{ 1
Fraction Mono @ | 2063 870 41 124 |
i —)
1 I
Fraction Octyl- | 1120 2800 54 400 |
Sepharose | |
i |

AT : Activité totale en umoles par minute, AS : Activité
spécifique en umoles par mg de protéine, p.100 : Rendement

pour cent, F : Facteur de purification
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certaines protéines contaminantes des activités exoglycosidasiques
purifiées, elle ne nous a pas permis de dissocier les activités présentes
conjointement dans certaines des fractions (Fractions F:: Mono Q en

particulier ).

le schéma de purification que nous avaons suivi (Fig. 5;p. 62) nous
a permis d'isoler deux activités B-D-galactosidasiques distinctes, libres
de toute autre activité exoglycosidasique, avec des facteurs de
purification de 200 pour la fraction Fi: Mono Q 0,6 M et de 400 pour la
fraction Frz:z. De plus, nous obtenons trois fractions contenant chacune

deux activités :

- B-D-galactosidase et a-L-fucosidase ,
- N-acétyl-B-D-hexosaminidase et a-D-neuraminidase ,
- B-D-galactosidase et N~acétyl-B-D hexosaminidase.

Nous avons tenté de séparer ces activités enm utilisant différentes
méthodes chromatographiques : gel-filtration sur Superose 6 et 12,
chromatographie d'affinité sur pNP-thiogalactoside Agarose (SIGMA), sur p-
aminophényl acide oxamique Agarose (SIGMA), sur e-aminocaproyl fucosyl-
amine Agarose (SIGMA) et sur e-aminocaproyl N-acétyl hexosaminide Sepha-
rose, ainsl que sur gels colorés (kit dye matrex AMICON ). Aucune de ces
chromatographies n'a donné de résultats satisfaisants : il nous a été
impossible de dissocier les deux activités présentes dans les trois
fractions étudiées. Cecl nous amene & émettre 1'hypothése de 1'existence
d'associations moléculaires d'enzymes ou de systémes enzymatiques portant

plusieurs activités.
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IV-ETUDE PAR ELECTROPHORESE EN CONDITIONS DENATURANTES ET
NON-DENATURANTES DES DIFFERENTES FRACTIOBNS

Les électrophoréses sont réalisées en gel de polyacrylamide 5-15
P. 100 en présence de SDS et de f-mercaptoéthanol, dans lequel la
séparation des protéines est uniquement fonction de leur masse moléculaire
(conditions décrites p.51)., Les figures 11 & 15 présentées pages 83 a 87
illustrent 1l‘'évolution de la purification des protéines depuils l'extrailt
brut jusqu'a l'étape ultime de chromatographie sur Octyl Sepharose. La
relation linéaire existant entre le logarithme <(logie ? de la masse
moléculaire et le coefficlent de migration (Re ) des protéines nous a
permis de déterminer graphiquement les masses moléculaires relatives des

sous-unités des protéines porteuses des activités enzymatiques étudiées.

~ Les fractions Fi:: et Fi: Mono Q 0,6 M (ne contenant que des activités
f-D-galactosidasiques) ne présentent chacune qu'‘une seule bande, ayant
respectivement, pour masse relative, 83.000 et 58,000. La lecture au
densitométre  montre qu'elles représentent en protéines totales

respectivement 80 et 96 p. 100,

= Pour la fraction Fi: Mono Q 0,375 M <(renfermant les activités B-D-
galactosidasique et N-acétyl-f-D-hexosaminidasique), on révéle quatre
bandes de masses moléculaires relatives 94.000, 86,000, 63.000 et 50.000.
La lecture au densitomeétre nous donne des proportions de 20, 41, 16 et 22
p. 100,

= Pour la fraction F:: Mono Q 0,25 M (contenant les activités N-acétyl
hexosaminidasique et o-D-neuraminidasique), on obtient deux bandes
majeures, ayant pour masses relatives 87.000 et 28.000. Les pourcentages
obtenus au densitomeétre sont de 28 et 45 p. 100,
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FIGURE 11 - ELECTROPHORESE EN SDS PAGE DES FRACTIONS OBTENUES A PARTIR DE LA

FRACTION FIII (voir p.80)

0) temoins de masses moléculaires
1) Extrait de traitement aux ultra-sons
2) Fraction F Hydroxylapatite Ultrogel

111

3) Fraction FIII Mono Q

4) Fraction FIII Mono Q Octyl Sepharose

X ) T3 L] 31

PROFIL AU DENSITOMETRE DE LA FRACTION FIII MONO Q OCTYL SEPHAROSE

(puits 4 de 1l'electrophor2se ci-dessus)
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FIGURE 12: SUIVI DE LA PURIFICATION DE LA FRACTION FII MONO Q 0,6 M PAR
ELECTROPHORESE EN SDS PAGE
0) Témoins de masses moléculaires
1) Extrait de traitement aux ultra-sons
2) Fraction FII Hydroxylapatite Ultrogel
3) Fraction F__ Mono Q 0.6M

11

4) Fraction FII Mono Q 0.6M Octyl Sepharose

1.
0.0 .3 1.0 1.5 2.0

PROFIL AU DENSITOMETRE DE LA FRACTION FII MONO Q@ 0O,6M OCTYL

SEPHAROSE (puits 4 de l'electrophorése ci-dessus)
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FIGURE 13: SUIVI DE LA PURIFICATION DE LA FRACTION FII MONO Q 0.375M PAR

ELECTROPHORESE EN SDS PAGE
0) Témoins de masses moléculaires
1) Extrait de traitement aux ultra-sons

2) Fraction FII Hydroxylapatite Ultrogel

3) Fraction FII Mono Q 0.375M

4) Fraction FII Mono Q 0.375M Octyl Sepharose

A

fl
'

!

|
s

I
......... RN

PROFIL AU DENSITOMETRE DE LA FRACTION FII MONO Q 0,375 M OCTYL

SEPHARCSE (puits 4 de l'electrophorése ci-dessus)
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ELECTROPHORESE EN CONDITIONS DENATURANTES DES FRACTIONS FII

0.375M ET 0.6M ET DE LA FRACTION FIII APRES OCTYL SEPHAROSE
0) Témoins de masses moléculaires
1) Fraction F

2) Fraction F

I1I
II
II

Mono Q 0.6M

3) fraction F__ Mono Q 0.375M

94000
67000

43000

30000

20100
14400

MONO Q
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FIGURE 15: SUIVI DE LA PURIFICATION DE LA FRACTION FI
ELECTROPHORESR EN SDS PAGE

7 MONO © 0.25M PAR
0) Témoins de masses moléculaires
1) Fraction F__ Hydroxylapatite Ultrogel

Mono Q 0.25M

I1

11
3) Fraction FII Mono Q 0.25M Octyl Sepharose

2) Fraction F

~
-
L
.
-

PROFIL AU DENSITOMETRE DE LA FRACTION FII MONO Q 0,25 M PAR

ELECTROPHORESE EN SDS PAGE (puits 3 de l'electrophorése ci-dessus)
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Ces électrophoréses sont réalisées en gel de polyacrylamide 5-15

p.100; celles—-ci permettent de séparer les protéines en fonction de leur
charge et de leur masse moléculaire (voir le mode opératoire décrit p.51).
Les figures 16 a 18 présentées pages 89 & 92 ne mettent en évidence qu'une
seule bande par fraction purifiée. Aprés transfert des protéines, les
différentes activités ont été révélées,

- La bande unique révélée pour les fractions Fiz: et Fr: Mono Q 0,6 M

correspond bien & une activité R-D-galactosidasique.

- la protéine de la fraction F:: Mono Q 0,1 M porte une activité Bg-D-
galactosidasique et, apres découpage du gel, nous avons pu détecter

également une activité a-L-fucosidasique.

- A l'emplacement de la bande protéique de la fraction F:: Mono Q 0,25 M
on met en évidence deux activités différentes N-acétyl-g-D-

hexosaminidasique et oa-D-neuraminidasique.

- Enfin, les activités p-D-galactosidasique et N-acétyl-f-D-hexosaminida-
sique de la fraction Fi:: Mono Q 0,375 M sont révélées toutes deux a

l'emplacement de la bande pratéique,

C-CONCLUSIONS

De l'étude des différentes électrophoréses effectuées nous pouvons

tirer les éléments suivants :

- Dans les deux types d'électrophorése, les deux fractions Fi:: et Fi:

¥ono Q 0,6 M ne présentent chacune qu'une bande visible,

- Les fractions Fi: Momo Q 0,25 M et 0,375 M possédant deux activités
exoglycosidasiques présentent respectivement deux et quatres bandes
majeures dans des conditions dénaturantes, et une seule bande apparente
dans des conditions non dénaturantes. Ceci est en faveur de 1l'existence

d'édifices polycaténaires de monoméres différents.
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ACTIVITES ENZYMATIQUES

FIGURE 16:

SUPERPOSITION DU PROFIL D'ACTIVITE ET DU PROFIL PROTEIQUE DE LA

REVELATION DES ACTIVITES GALACTOSIDASIQUES APRES ELECTROPHORESE EN

CONDITIONS NON DENATURANTES

. 1)

2)
3)
4)
5)

Fraction FIII

Fraction FII Mono Q 0.6M

Fraction FII Mono Q 0.1M

Fraction FII Mono Q 0.375M

Extrait de traitement aux ultra-sons

Nt W/ = vx_b\A

PROTEINES

‘AVWA\ Activité enzymatique

—_ Y T vy —r"Y

FRACTION F___AU DENSITOMETRE

III
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Activité enzymatique

Protéine

L
[

SUPERPOSITION DU PROFIL D'ACTIVITE ET DU PROFIL PROTEIQUE DE LA
FRACTION FII MONO Q 0,6 M AU DENSITOMETRE

Activité enzymatique

Proteine

SUPERPOSITION DU PROFIL D'ACTIVITE ET DU PROFIL PROTEIQUE DE LA

FRACTION FII MONOC Q 0,1 M AU DENSITOMETRE

Activité enzymatique
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SUPERPOSITION DU PROFIL D'ACTIVITE ET DU PROFIL PROTEIQUE DE LA

FRACTION FII MONO @ 0,375 M AU DENSITOMETRE
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ACTIVITES PROTEINES

FIGURE 17: REVELATION DES ACTIVITES N-ACETYL-R-~D-HEXOSAMINIDASIQUES APRES
ELECTROPHORESE EN CONDITIONS NON DENATURANTES

1) Extrait de traitement aux ultra-sons

2) Fraction FII Mono Q 0.375 M

3) Fraction FII Mono Q@ 0.25 M

activités enzymatiques

TNy T

protéines

— e

SUPERPOSITION DU PROFIL D'ACTIVITE ET DU PROFIL PROTEIQUE DES FRACTIONS FII

MONO Q 0,375 M ET FII MONO Q 0,25 M AU DENSITOMETRE (puits 2 et 3)
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ACTIVITES PROTEINES

FIGURE 18 : REVELATION DE L'ACTIVITE NEURAMINIDASIQUE APRES ELECTROPHORESE
EN CONDITIONS NON DENATURANTES

1) Extrait de traitement aux ultra-sons

2) Fraction F Mono Q 0.25 M

II

activité enzymatique

protéine
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SUPERPOSITION DU PROFIL D'ACTIVITE ET DU PROFIL PROTEIQUE DE LA

FRACTION FII MONO Q 0,25 M AU DENSITOMETRE
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V-DETERMINATICN DES PARAMETRES PHYSICO-CHIMIQUES

Ces déterminations ont 6été réalisées en gel filtration sur
superose 6 comme nous l'avons décrit page 52. La figure 12 (p. 94) nous
montre la relation linéaire existant entre le coefficient Ka. dépendant du

volume d'élution et le logarithme (logio) de la masse moléculaire.

Ve - Vo Ve = Volume d'élution
Kav = ——wo—m—we Vt = Volume total du gel
¥t -Vo Vo = Volume d'exclusion

Les masses moléculalres apparentes des différentes fractions sont
reportées dans le tableau XXI page 96. Il est a noter que pour les
fractions F:: Mono Q 0,29 X et 0,375 M on retrouve les deux activités

exoglycosidasiques de chaque fraction au méme volume d'élution.

2~CONCLUSIORS :

- Pour les fractions Fii: et Fi: Mono Q 0,6 M possédant chacune une
activité exoglycosidasique, nous n'avons obtenu qu'une seule bande en
électrophorése dénaturante, de respectivement 83.000 et 58,000, et une
masse moléculaire apparente en gel filtration de 200.000 et 420.000. Ceci
indique que nous serions 1ici également en présence de protéines
polycaténaires, mals constituées de 1la répétitions de monoméres

identiques.

- Pour la fraction Fi: Mono Q 0,25 M la masse moléculaire apparente
trouvée en gel filtration (87.000) est proche de la somme des masses des
deux bandes majeures obtenues en électrophorése dénaturante (87,000 +

28.000>, On aurait donc association de deux monomeres différents.

- Pour la fraction Fi:: Mono Q 0,375 M, la masse moléculaire apparente

trouvée en gel filtration (170.000) est trés inférieure & la somme des
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FIGURE 19 - DETERNMINATION DES MASSES MOLECULAIRES DES
EXOGLYCOSIDASES DE BIFIDOBACTERIUN BIFIDUM PAR
CHROMATOGRAPHIE DE GEL FILTRATION SUR SUPEROSE 12

a = Serum albumine bovine monomere 1 = Fraction F:: mono Q 0,25 M
a'= Zerum albumine bovine dimére 2 = Fraction F:: mono Q 0,375 M
b = Aldolase 3 = Fraction Frui:

¢ = Catalase 4 = Fraction Fiy: mono Q 0,1 M
d = Ferritine 5 = Fraction Fi: mono Q 0,6 M

logMM
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quatres bandes obtenues en électrophorése dénaturante (94,000, 86.000,

63.000 et 50.000 soit une somme de 293.000)., Cecl peut &tre 4G soit & une

affinité de la protéine pour le support chromatographique utilisé lors de

la gel filtration, soit & une structure tridimensionnelle différente de

celles des témoins de masse utilisés (B.S.A.: 67.000 et 134.000, Aldolase
158,000, Catalase : 234.000 et Ferritine :440.000).

B-DETERMINATION DU POINT ISOELECTRIQUE

1-RESULTATS :

Cette étude a été effectuée par chromatofocalisation des
différentes fractions purifiées <(comme décrit p.53). Les valeurs des
différents pHl sont regroupées dans le tableau XXI page 96. Un exemple de
profil obtenu et de gradient établi est présenté dans la figure 20 (p.
97). Toutes les fractions possédent des pHi acides, compris entre 4,0 et
5,1. Cet autre type de chromatographie n'a pas non plus permis de séparer

les deux activités présentent conjointement dans certaines des fractionms,

2-CONCLUSIORS :

On constate que la la fraction F:: Mono Q 0,379 M et la fraction
Fiz: ont le méme pHi (4,0). La migration en électrophorése en conditions
non dénaturantes est dans ce cas liée 2 la différence de masse moléculaire
de ces deux protéines. On constate que la fraction F:: Mono Q 0,375 M
migre au dela de la fraction Fizz : cecl confirme le résultat obtenu en
gel filtration. La masse moléculaire de la premiére fraction citée est
inférieure & celle de la seconde. La différence de masse mpoléculaire de
la fraction F:: Mono Q 0,375 M observée en conditions dénaturantes et non
dénaturantes n'est donc pas liée & une affinité de la protéime pour la
matrice chromatographique mais & wune structure tridimensionnelle
différente.
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TABLEAU XXI - DETERMINATION DES MASSES MOLECULAIRES PAR
GEL FILTRATIONR SUR SUPERCSE 12 ET DES pHi PAR

CHRONATOFOCALISATION
MASSES MOLECULAIRES pHi
Conditions Conditions
Natives Dénaturantes
Fraction F:: Mono Q 0,1M
385, 000 §D 5,1
(Gal=== / Fuc#*==)
Fraction F:: Mono Q 0,25X 87.000
97.000 4,2
(GlcNAc=== / NeuylAc*==) 28.000
Fraction Fz: Mono Q 0,375K 24,000
170.000 86,000 4,0
(Gal=== / GlcNAc#=s=) 63. 000
50,000
Fraction F:: Mono @ 0,6
420. 000 58. 000 4,6
(Gal==w=)
Fraction Fi::
200,000 83.000 4,0

(Gal===)

ND : Non déterminé
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Figure 20¢ Profil d'élution de la fraction FII Mono Q 0.375 M sur colonne
de chromatofocalisation.

La fraction F Mono Q 0,375 M est injectée sur colonne de

1T

chromatofocalisation équilibrée en tampon Tris/Hcl 25 mM pH 6,5.
L'élution est réalisée par un gradient de pH décroissant (voir les

conditions p.53) et suivie par mesure de la densité optique a 280 nm.
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VI-DETERMINATION DES PARAMETRES ENZYMATIQUES

1-DETERNINATION DES pH OPTINAUX DES ACTIVITES B-D-GALACTOSIDASIQUES :

Les valeurs trouvées sont regroupées dans le tableau XXII page
100, Trois fractions présentent le méme pH aptimal. A pH 4, l'activité B-
D-galactosidasique est nulle pour les fractions F:: Mono Q 0,375 M et 0,6
¥ et Frzz; elle est de 5 p.100 pour la fraction Fi:x Mono Q 0,1 M. A pH 10

aucune des fractions n'est active.

2-DETERNINATIOR DES pH OPTINAUX DES ACTIVITES N-ACETYL-S-D-HEXOSANINI-
DASIQUES :

Les résultats figurent dans le tableau XXIII page 100. Les deux
activités N-Acétyl-f-D-hexosaminidasiques ont des pH optimaux distincts de
0,5 unité de pH. A pH 4 la fraction Fi: Mono Q 0,25 M a une activité
résiduelle de 6 p.100 alors que l'activité est nulle pour la fraction Fi:x
¥ono Q 0,375 M. A pH 10 les deux fractions n'ont plus d'activité. On peut
remarquer que les deux activités présentes dans la fraction F:: Mono Q
0,375 M possédent le méme pH optimal.

3~-DETERNINATION DU pH OPTINAL DE L'ACTIVITE a-D-NEURAMINIDASIQUE :

Le pH optimal de la fraction F:: Mono Q 0,25 M est de 5,3. A pH 4

1'activité résiduelle est de 11 p.100 et elle est nulle & pH 10. Dans

cette fraction les deux activités ont un pH optimal trés proche.

4-DETERNINATION DU pH OPTINAL DE L'ACTIVITE o-L~FUCOSIDASIQUE :

Le pH optimal est de 6. A pH 4 1l'activité résiduelle est de 25

p.100. A pH 10 l'activité est nulle. A noter que les deux activités de la
fraction (Gail=== et Fuc*=") ont le méme pH optimal.



_99_

Les activités ont été mesurées & différentes températures
comprises entre 37 et 55 °C (comme décrit p. 54).

1-DETERNINATION DES TENPERATURES (OPTIMALES DES ACTIVITES S-D-GALACIOSI-
DASIQUES :

Ces températures sont regroupées dans le tableau XXII page 100 ;

elles varient entre 40 et 48 °C.

2-DETERNINATION DES TEMPERATURES OPTINALES DES ACTIVITES N-ACETYL-B-D-
HEXOSANINIDASIQUES :

Les deux activités N-Acétyl-B-D- hexosaminidasiques étudiées ont
une température optimale de 48 °C. Dans la fraction Fr::z Mono Q 0,375 M les
deux activités exoglycosidasiques ont des températures aptimales

identiques.

3-DETERNINATION DE LA TENPERATURE OPTINALE DE L'ACTIVITE a-D-NEURANINIDA-
SIQUE :
Cette température optimale est de 48 °C. la aussi, on constate que
la température optimale est identique pour les deux activités de la
fraction Fz: Mono Q 0,25 M.

4-DETERNINATION DE LA TENPERATURE OPTINALE DE L'ACTIVITE o—-L-FUCOSIDASIQUE

La température optimale de cette activité est de 45 °C. Dans la
fraction Fr: Mono Q 0,1 M les deux activités ont des températures

optimales différentes.
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TABLEAU XXII - pH OPTIMAUX ET TEMPERATURES OPTIMALES DES
ACTIVITES B-D-GALACTOSIDASIQUES DE
BIFIDOBACTERIUN BIFIDUX

pH OPTIMAL TEMPERATURE OPTIMALE (°C)

Fraction F:z: Mono Q 0, 1M

8,0 40
(Gal»=~ / Fuca==)
Fraction F:: Mono Q 0,375X
6,0 48
(Gal»== / GlcNAc*==)
Fraction F:: Mono Q 0,6M
6,5 45
(Gal===)
Fraction Fi::
6,0 45

(Gal===)

TABLEAU XXIII ~ pH OPTIMAUX ET TENPERATURES OPTIMALES DES
N-ACETYL-$-D-HEXOSANINIDASES

pH OPTIMAL TEMPERATURE OQPTIMALE (*C)
Fraction F:: Mono Q 0,25M
5,5 48
(GlcNAc»== / Neudc==")
Fraction F:: Mono Q 0,375X
6,0 48

(Gal=*== / GlcNAc===)
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Pour toutes les activités nous sommes en présence d'enzymes de

type michaelien classique.

1-DETERNINATION DES PARANETRES ENZYNATIQUES DES ACTIVITES B-D-
GALACTOSIDASIQUES :

a-Détermination des paramétres enzymatiques sur le pHP-Gal et le lactose :

Cette étude a été réalisée sur un substrat synthétique (pNP-Gal >
et sur le lactose comme nous l'avons décrit page 54. Les résultats sont
rassemblés dans le tableau XXIV p.102. Les points & retenir sont les

suivants :

- Le rapport Vn/Ke pour le pNP-Gal est identique pour les fractions Fi:
¥ono Q 0,375 M et 0,6 M et pour la fraction Firr:. La fraction F :: Mono Q
0,1 ¥ est la moins affine vis & vis de ce substrat.

- Par contre, au niveau de l'hydrolyse du lactose, il existe trois groupes
de réactivités différentes : Ce rapport V./Ken est le méme pour les
fractions F:x: Momo @ 0,370 ¥ et 0,6 M.qui sont les plus actives, ensuite
nous avons la fraction F:: Mono Q 0,1 M et enfin la fraction Fi:zx qui

présente une faible affinité pour ce substrat.

- Dans tous les cas l'affinité vis-a-vis du substrat synthétique est
supérieure (Km inférieur ) a celle du lactose. Les fractions F:: Mono Q
6,1 ¥, 0,375 K et 0,6 M sont de quatre a cing fois plus affine pour le
pi¥P-Gal et la fraction Fi:: quant & elle est 14 foils plus affine pour le
substrat synthétique. Les vitesses maximales vis-a-vis du pNP-Gal sont

elles aussi supérieures (envirom cing fois ).
b-Action des activités f-D-galactosidasiques sur différents substrats

Fous avons fait agir les différentes fractions contenant une
activite B-D-galactosidasique sur trois substrats différents : le lactose,
le lacto-N-tétracse et le lacto-N-néotétracse, en suivant le protocole

décrit page 55. Toutes les B-D-galactosidases sont capables d'hydrolyser
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TABLEAU XXIV - DETERMINATION DES PARAMETRES CINETIQUES DES
ACTIVITES $-D-GALACTOSIDASIQUES

p¥P-Galactoside

Ko Ve
(mM> (ymoles/min)

Fraction F:: MonoQ 0, 1M
2,8t 0,2 0,05 15,102
(Gal>== / Fuc=*==)

Fraction F:: MonoQ 0, 375X
1,5+ 0,1 0,05 £5,10-=
(Gal===* / GlcNAc=m==)

Fraction F:: MonoQ 0,6M
1,6 0,1 0,05 £5.10—=
(Gal™»=w)

Fraction Frz1:
2,2+ 0,2 0,07 £7,10—=
(Gal===)

Lactose
K Vi
(mD (ymoles/min)
14 £ 0,9 0,0135 15,10+

6,4+ 0,1

8,1+ 0,4

31

1

0,009 3,104

0,012 2,10~

0,01 +2,10-4
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ces trois substrats mais avec des réactivités différentes :

- la Fraction F:: Mono Q C¢,1 M (Gal===-Fuc**=*) et la Fraction F:: monoc Q
0,375 M (Gal»==-GlcNAc*==) libérent chacune la méme quantité de galactaose
pour les trois substrats : respectivement 15 ug et 20 ug de monosaccharide
libére,

- la Fraction Fiz: libére plus de galactose (15 ug) avec le lacto-N-
tétraose qu'avec le lactose et le lacto-N-néotétraose, pour lesquels nous
avons une libération de 7 ug de galactose. Cette enzyme serait donc plus
active sur les liaisons B 1,3 que sur les liaisons $ 1,4.

- la Fraction Fiz:x Mono Q 0,6 M hydrolyse la totalité du lactose
(libération de 36 ug de galactaose) mais agit tres faiblement sur les deux
autres substrats étudiés, pour lesquels nous n'avons que 2 ug de galactose

libéré, Cette enzyme a donc plutdét le comportement d'une lactase.

2-DETERNINATION DES PARANKTRES ENZYMATIQUES DES ACTIVITES N ACETYL-B-D-
HEXOSANINIDASIQUES :

Ces paramétres ont été déterminés sur un substrat synthétique
(pRP-GlcKAc ) selon le protocole décrit page 55.

Les résultats obtenus sont les suivants :

- Fraction F:: Mono Q 0,250 M : Km 4,6 £ 0,025 mM

Vo = 0,105 + 5,10 ymoles.min~’
- Fraction Fi: Mono Q 0,375 M : Ku = 2,4 + 0,100 mM
Vm = 0,090 + 5,10 pmoles.min™’

La fraction Fi: Mono Q 0,375 M est deux fois plus affine pour ce
substrat que la fraction F:: Mono Q 0,25 M. Les vitesses maximales sont

trés proches.

3-DETERNINATION DES PARANETRES ENZYMATIQUES DE L'ACTIVITE a-D-NEURANIKI-
DASIQUE :

Les valeurs ont été déterminées sur substrat synthétique, le
méthylumbelliféryl-acide neuraminique (comme décrit p. 55). Les résultats
obtenus sont les suivants :

KEmw = 0,16 £ 0,2 mM Vo = 0,032 £ 2,10~ pmoles,min™’
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L'affinité de l'enzyme pour ce substrat est importante, par contre

la vitesse maximale est faible.

Nous avons également essayé de voir sur quel type de liaison
pouvalt agir cette enzyme. Pour cela, nous avons réalisé des cinétiques
d'action sur le sialyl (a 2,3) lactose, le sialyl (x 2,6) lactose et
1'acide colominique (liaison o 2,8 ) selon le protocole décrit page 56.
Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 21 (p. 105). L'enzyme
s'avére capable d'hydrolyser les trois types de liaisons; c'est le sialyl
(¢ 2,3) lactose qui est le plus rapidement hydrolysé, puis le sialyl {(a
2,6) lactose., Il faut plus de 6 heures d'incubation pour vaoir débuter une
hydrolyse de l'acide colominique. Ces parametres sont similaires a ceux

obtenus avec l'activité a-D-neuraminidasique de la fraction F:.

4-DETERNINATION DES PARANETRES ENZYNATIQUES DE L'ACTIVITE a-L-FUCOSIDA-
SIQUE

La substance H a été utilisée comme substrat pour cette étude,
suivant le protocole décrit page 49.

Le Ku obtenu est de 2,4 £ 0,3 mM et le V. de 0,025 % 1.10-%
pmoles.min.”'. Cette enzyme est capable d'hydrclyser les liaisons a 1,2 et

a 1,3 mais il n'a pas été possible de mettre en évidence une activité vis-

a-vis de substrats possédant une liaison o 1,6, ce résultat a été obtenu
au cours du DEA (LERQUGE, 1984),

Cette étude a été menée selon le protocole décrit page 56. Les
résultats sont rassemblés dans les tableaux XXV et XXVI (p. 106).

On remarque que les différents métaux testés ainsi que 1'EDTA (a
une concentration finale de 2 mM pour chacun d'entre eux ) n'‘ont aucun
effet sur les activitées N-Acétyl-B-D-hexosaminidasiques, sur l'activité o
D-neuraminidasique et sur 1'activité o-L-fucosidasique. Par contre, les
résultats abtenus  sur les activités  f-D-galactosidasiques  sont
intéressants : en effet, la B-D-galactosidase de la fraction F:: Mono Q

0,1 ¥ se distingue des autres activités B-D-galactosidasiques, elle est
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Figure 21 - CIFNETIQUE D'HYDROLYSE DE DIFFERENTS SUBSTRATS PAR
L' a—D-NEURANMINIDASE DE LA FRACTION F:: MONO Q 0,25 X
@ = Cinétique d'hydrolyse du sialyl 2,3 lactose
A = Cinétique d'hydrolyse du sialyl 2,6 lactose
B = Cinétique d'hydrolyse de 1'acide colominique
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TABLEAU XXV - ACTION DE DIFFERENTS EFFECTEURS SUR LES
ACTIVITES $~-D-GALACTOSIDASIQUES

Fraction Fi: Fraction Fi: Fraction Fi: Fraction Fiz:
¥Mono Q 0,1 Mono Q 0,375 Mono Q 0,6M

Témoin 100 100 100 100
CaCl= 180 110 100 100
CoClz 130 110 150 100
¥nClz 160 125 130 100
¥gCl= 95 S0 100 105
EDTA 20 130 125 140
EGTA 25 120 120 100

TABLEAU XXVI ~ ACTION DE DIFFERENTS EFFECTEURS SUR LES AUTRES
ACTIVITES EXOGLYCOSIDASIQUES ETUDIEES

N-Acétyl-R~D-hexosaminidase o—=D-Neuraminidase o-L-Fucosidase

Fraction Fui: Fraction Fi: Fraction Fi: Fraction Fi:
Mono Q 0,25M Mono Q 0,375M Mono Q 0,25 Mono Q 0,1X

Témoin 100 100 100 100

CaClz 120 90 100 95

CoClz 100 80 95 95

¥nCl: 100 95 70 100

¥gClx 100 095 30 100

EDTA 100 95 100 95

Les résultats sont exprimés en poucentage d'activité par rapport au témoin sans
EDTA ni métal.
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inhibée par 1'EDTA et 1'EGTA. De plus, elle est activée par le calcium et
le manganése. La f-D-galactosidase de la fraction Fii: est sensible a
1'oxydation catalysée par les métaux, en effet elle est activée par
1'EDTA, comme celles des fractions Fi: Mono Q 0,375 M et 0,6 M. Ces deux
derniéres fractions sont également activées par le manganese. Enfin, la B-
D-galactosidase de la fraction Fi:: Mono Q 0,6 M se distingue par 1l'effet
activateur du cobalt.

Pour l'activité galactosidasique de la fraction Fi: Mono Q 0,1 N,
1'effet inhibiteur de 1'EDTA s'est révélé identique pour des
concentrations allant de 0,1 mM & 2 mM.

Nous avons essayé de lever cette inhibition due & 1'EDTA (0,1 mM)
en failsant agir différents métaux testés précédemment. Les résultats sont
rassemblés dans le tableau XXVII page 108. L'adjonction de calcium, de
cobalt et de manganédse A& partir d'une concentration finale égale A celle
de 1'EDTA présent permettent de restaurer l'activité initiale. Au dessus
de cette concentration on retrouve l'effet d'activation de ces différents
nétaux. L'adjonction de magnésium ne permet pas de récupérer l'activité

initiale, méme pour une concentration 10 fols supérieure & celle de 1'EDTA

présent.

Nous avons voulu savolr si les deux activités présentes dans la
Fraction F:: mono Q 0,375 M (Gal*==-GlcNAc=*<) sont portées ou non par un
méme site., Pour cela nous avons incubé la fraction enzymatique en présence
de deux substrats : le pRP-Gal et le pNP-GlcNAc (comme décrit p. 56). Si
les deux sites sont différents, la somme des deux activités ogbtenue avec
1*hydrolyse séparée de ces deux substrats doit &tre égale a l'activité
obtenu en présence des deux mémes substrats aux mémes concentrations.

Les résultats obtenus sont :

- pour le pNP-Gal : 0,25 umoles hydrolysées pour 10 minutes d'incubation,
- pour le pNP-GlcNAc : 0,25 umoles hydrolysées pour 10 minutes d'incuba-
tion,

- gomme théorique : 0,50 pmoles hydrolysées,

- valeur expérimentale : 0,35 umoles.

La différence significative observée entre la valeur théarique et
la valeur expérimentale prouve qu'il y a soit une interaction entre les

deux sites d'hydrolyse, soit présence d'un seul site commun aux deux
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TABLEAU XXVII - ACTION DE DIFFERENTS METAUX SUR L'ACTIVITE
GALACTOSIDASIQUE DE LA FRACTION FII MORO Q
0,1 ¥ EN PRESENCE D'EDTA 0,1 mN

CaClz CoClz ¥nClz ¥gCl=
Témoin sans EDTA
100 100 100 100
ni métal
Témoin
20 20 20 22
(EDTA 0,1 mM>
EDTA 0,1 mM
+ 110 100 100 28
¥étal 0,1 mM
EDTA 0,1 mM
+ 150 120 140 46
Métal 0,5 mM
EDTA 0,1 mM
+ 150 130 160 60
Méetal 1 mM

Les résultats sont exprimés en pourcentage d'activité par rapport au témoin sans
EDTA ni métal.
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activités

Nous avons poursuivi 1l'expérience afin de voir s'il n'y avait
effectivement qu'un seul site pour les deux activités. Pour cela nous
avons inhibé 1l'activité Gal*== par du galactose libre dans le milieu de
réaction, et nous avons regardé l'effet de cette inhibition sur l'activité
GlcNAc===, Nous avons fait de méme pour 1l'activité GlcNAc=== par
adjonction de N acétylglucosamine libre, et nous avons regardé l'effet sur
1'activité Gal»==, Les résultats sont rassemblés dans les tableaux XXVIII
et XXIX page 110.

On constate que le galactose libre inhibe la Gal*=*, mais n'a
aucun effet sur la GlcRAc™™*, De méme la N-acétylglucosamine inhibe 1la
GlcHAc*=*~ mais n'a pas d'effet sur la Gal===, Nous avons donc bien deux
sites différents; le fait de ne pas obtenir la somme théorique lors de
l'action de la fraction enzymatique sur 1le mélange de substrats
synthétiques pourrait étre dd & la proximité des deux sites. L'accés a un
site serait donc géner par 1'encombrement di & la présence du substrat
fixé sur le site voisin ou 1ié & l'existence d'un site de fixation
hydrophobe qui permettrait de fixer le pNitrophénol,.

Nous avons donc regardé l'action du pNitrophénol (0,16 mM final)
sur la réactivité des deux enzymes. Celui-ci n'a aucun effet sur la B-D-
galactosidase et sur la N-acétyl-f-D-hexosaminidase. Il faut donc écarter
l'hypothése de 1la présence d'un site hydrophobe reconnaissant le
pNitrophénol.

E-_CONCLUSIONS

Les deux activités B-D-galactosidasiques des fractiomns Fi:: Mono Q
0,6 ¥ et Fr:: difféerent par de nombreux points :
- Leur comportement chromatographique n'est pas semblable,
- leurs masses moléculaires apparentes en électropharése en présence de
SDS et de B-mercaptoéthanol sont différentes,
- leurs masses moléculaires apparentes en gel-filtration sur Superose 12
sont également différentes,
- leurs points isoélectriques, bien que tous deux acides, sont distincts
de 0,6 unités de pH,
- 0,5 unités de pH séparent leus pH optimaux,
- l'activité B-D-galactosidasique de la fraction F:: Mono Q 0,6 M est plus
affine pour le substrat synthétique (pNP-Gal) et surtout pour le lactose
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TABLEAU XXVIII : ACTION DU GALACTOSE LIBRE SUR LES ACTIVITES Gal==<
ET GlcNAc>=~ DE LA FRACTION F:: MORO Q 0,375 X

VITESSE D'HYDROLYSE POUR UNE

ACTIVITE CONCENTRATION FINALE EN GALACTOSE (mM)> DE
0 25 50 100 200
Gal=== 0,25 0,24 0,23 0,21 0,17
GlcNAc»== 0,25 0,24 0,24 0,24 0,24

TABLEAU XXIX : ACTION DE LA N ACETYLGLUCOSAMINE SUR LES ACTIVITES
Gal*== ET GlcNAc~== DE LA FRACTION FII NOKO Q 0,375 X

VITESSE D'HYDROLYSE POUR UNE

ACTIVITE CONCENTRATION FINALE EN GlcNAc (mM> DE

0 25 50 100 200
Gala== 0,25 0,24 0,24 0,24 0,23
GlcNAco== 0,24 0,21 0,18 0,14 0,11

Les activités sont exprimées en umoles de substrat hydrolysé pour 10 minutes.
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que celle de la fraction Fii:.

Nous pouvons donc conclure que nous avons chez Bifidobacterium
bifidum au moins deux B-D-galactosidases différentes tant au point de vue
de la mnlécule que de leur activité enzymatique.

Les autres fractions purifiées comportent chacune deux activités
exoglycosidasiques. On retrouve dans ces fractions deux activités B-D-
galactosidasiques, deux activités N-acétyl-f-D-hexosaminidasiques, une
activité a-D-neuraminidasique et une activité a-L-fucosidasique.

Les deux activités f-D-galactosidasiques copurifiées avec une
autre activité exoglycosidasique ont des parametres physico-chimiques et
enzymatiques différents, mals la présence de la seconde activité a pu
influer sur 1'étude de ces paramétres. Ceci a été partiellement démontré
en effectuant 1'expérience d'hydrolyse simultanée de deux différents
substrats par la fraction Fi: Mono Q 0,375 M. Nous ne pouvons donc établir
s1 ces deux B-D-galactosidases sont différentes entre-elles, et diffé-
rentes des deux premiéres citées. Cependant, 1'activité B-D-galactosida-
sique de la fraction Fi: Mono Q 0,1 M est la seule & étre inhibée par
1'EDTA et activée par le calcium, L'activité a-L-fucosidasique copurifiée
avec elle n'est pas sensible 3 ces éléments. L'action de ces effecteurs
indique que cette activité serait différente des deux B-D-galactogsidases
purifiées dans les fractions Fiy Mono Q 0,6 M et Firzx. Alnsi
Bifldobacterium bifidum posséderait au moins trois p-D-galactosidases
différentes.

Les deux activités N-acétyl-f-D-glucosaminidasiques ont des pH
optimaux, des pHi, des masses moléculaires et des affinités vis-a-vis du
pN¥P-GlcNAc différents. Mais icl aussi les résultats peuvent étre dus a la

présence de la seconde activité,
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CONCIL.USION GENERAILE

Nos travaux s'inscrivent dans 1la thématique du Laboratoire
concernant 1'étude des composés biologiquement actifs du lait de Femme.
Certains travaux réalisés antérieurement concernent le réle du lait
maternel dans la protection du tractus digestif contre les infections. Cet
effet de résistance accrus est également 1ié & la ©présence de
Bifodobacterium bifidum. Nous avons voulu approfondir nos connaissances au
sujet de cette bactérie, et plus particuliérement connaitre son potentiel
enzymatique, plus spécifiquement les exoglycosidases pouvant intervenir
dans la libération des facteurs bifidigeénes BF 1.

Au terme de notre exposé i1 nous est possible de dégager les

points suivants :

Les activités exoglycosidasiques ne sont pas excrétées dans le
milieu, elles sont & notre avis endocellulaires, Elles peuvent &tre soit
intra-cellulaires, soit intégrées au systéeme membranaire. Le caractére
hydrophobe des protéines isolées et les conditions drastiques qu'il nous a
fallu employer pour les extraire nous donnent & penser que ces enzymes
sont associées aux membranes.

Le protocole de purification que nous avons établi nous a permis
d'obtenir six fractions :

- F: (NeuAc™==)

- F1: Mono Q 0,1 M (Gal=== + Fuc™=")

- Fy: Mono Q 0,25 M (GlcNAc*== + Neulc™=*)
- Fiz: Mono Q 0,375 ¥ (Gal»== + GlcNAc===)
- Fr: Mono Q 0,6 M (Gal*==)

- Fr11 (Gal»==),

La premiére étape est réalisée sur Hydrox}iapatite Ultrogel. Elle permet
d'obtenir 3 fractions : F: (Neu»==) étudiée plus en détail par E. BOUTRY,
Fr: contenant les 4 activités étudiées, Fir: (Gal»==)

La deuxiéme étape sur chromatographie d'échanges 4'ions Mono Q donne les 6
fractions précedemment citées. Enfin, le dernieére étape sur Octyl
sépharose améliore la pureté de ces différentes fractions. Dans la
fraction Fr: Mono Q 0,1 M, la B-D-galactosidase est purifiée 3 fois et
1'a-L-fucosidase 55 fois. Dans la fraction F:: Mono Q 0,25 M le facteur de
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purification est de 3 pour la N-acétyl-f-D-hexosaminidase et de 0,1 pour
1'a-D-neuraminidase. Dans la fraction F::x Mono Q 0,375 M, 1la §B-D-
galactosidase est purifiée 3 fois et la FN-acétyl-f-D-hexosaminidase 1,3
fols. Les R-D-galactosidases des fractions Fi: Mono Q 0,6 M et F::: ont
des taux de purification respectifs de 200 et 400. Il ne nous a pas été

possible de séparer les deux activités présentes dans certaines fractioms.

Les é&lectrophoréses en conditions dénaturantes ont donné deux
fractions avec une bande unique. Il s'agit des fractions F:: Mono Q 0,6 M
et Fir: avec des masses de 58000 et de 83000. Pour la fraction Fix 0,25 X
ont obtient deux bandes majeures de masse moléculaires 87000 et 28000 et
pour la fraction 0,375 M, 4 bandes de masses 94000, 86000, 63000 et 50000.

Les électrophoréses en conditions non dénaturantes n'ont mis en
é4vidence qu'une seule bande protéique par fraction, il a été démontré que
chaque bande correspondait bien & 1l'activité ou aux deux activites

concernées.

Nous avons ensulte déterminé les masses moléculaires des
différentes fractions en gel filtration sur superose 6. Ces masses sont de
400000 (Fy: Mong Q 0,1 M), 97000 (Fr: Mono Q 0,25 M), 170000 (F:i: Mono Q
0,375 M», 420000 (Fi: Mona Q 0,6 M>, 200000 (Fr::>. Les pHi obtenus par

chromatofocalisation sont acides et compris entre 4 et 5,1

Quelques parametres enzymatiques ont été étudiés. Trois fB-D-
galactosidases ont le méme pH optimal d'action de 6, celui de la B-D-
galactosidase de la fraction F:: 0,6 M est de 6,5, Leurs températures
optimales sont comprises entre 40°C et 48°C. Les deux activités N-acétyl-
f-D-hexosaminidasiques ont la méme température optimale : 48°C. Les pH
optimaux sont de 5,5 (Fi: Mono Q 0,256 M) et 6 (F::x Mono Q 0,375 M. lLa
température optimale de l'co~D-neuraminidase est de 48°C et le pH optimal
de 5,3, L'a-L-fucosidase a une température optimale de 45°C et un pH de 6.
Le rapport V./Kw pour le pNP-gal est identique pour trois fractioms, la
fraction Fr: Mono Q 0,1 M est elle la moins active. Pour le lactose, il y
a trols graoupes. Les fractions F:: Mono Q 0,1 ¥ et 0,375 M sont les plus
affines, la fraction Fi:: est quant & elle la moins affine. Les fractioms
Fr: 0,375 M et 0,6 ¥ hydrolysent avec la méme vitesse les liaisons 1,3 et
81,4, La fraction Fi:: hydrolyse plus rapidement les liaisons 81,3 et la

fraction Fr: Mono Q 0,6 M a plutdt le comportement d'une lactase. Les Ka
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des NFacétyl—B—D—hexdsaminidases sur le pHP-glcRAc sont de 4,6 mM et
2,4mM. Le Kn de l'a-D-neuraminidase sur le MU-Neuhc est de 0,16 mM, elle
est capable d4'hydrolyser les liaisons « 2,3, a 2,6 et o 2,8, Le Kn de 1'a-
L- fucosidase est de 2,4 mM, elle hydrolyse les liaisans « 1,2 et o 1,3

mais pas les «a 1,6.

Les effecteurs étudiés n'ont eu d'action que sur umne activité : la
f-D-galactosidase de la fraction Fr: Mono Q 0,1 M. Celle-ci est inhibée
par 1'EDTA et 1'EGTA et est activée par la calcium et le magnésium.

Tout ceci nous a permis de démontrer que Bifidobacterium bifidum
posséde trois P-galactosidases différentes, en particulier du point de vue
de leur réactivité enzymatique, mais nous ne pouvons conclure au sujet des

deux activités N-acétyl-f-D-hexosaminidasiques.

Nous n'avons pas démontré qu'il existait effectivement des
complexes enzymatiques. Cependant, nous avons prouvé pour la fraction Fi:
¥ono Q 0,375 M que les deux sites étalent proches et que la réactivite
d'une activité influencait celle de 1'autre.

Ces résultats sont fragmentaires car nous avons d'abord voulu
déterminer un inventaire des potentialités enzymatiques de Bifidobacterium
bifidum,

Un travail plus approfondi devra é&tre entrepris. Il faudra
reprendre la purification de chaque fraction et vérifier 1'hypothése de
complexes enzymatiques. Pour cela, i1 faudra trouver les conditions de
dissociation et de séparation des enzymes. Ces complexes enzymatiques ne
sont pas entiérement hypothétiques, ils ont déja été mis en évidence. En
particulier le complexe R-D-galactosidase/a-D-neuraminidase a été démontré
dans les testicules de Porc (YAMAMOTO et NISHIMURA, 1986) ainsi que dans
les testicules de Taureau et dans le placenta humain (VERHEIJEN et al.,
1082 et 1985). Des études plus poussées des enzymes de Bifidobacterium
bifidum, nous permettrons peut é&tre de mieux comprendre les relations
entre la bactérie et les facteurs bifidigeénes ainsi que les interactions
de celle-ci avec 1'héte. Les enzymes plus purifiées pourront &tre
utilisées comme "outil" dans 1'étude des glycoconjugués, afin de confirmer
les structures mises en évidence par spectrometrie de masse et par

résonance magnétique nucléaire.
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RESUME

Quatre activités exoglycosidasiques ds Bifidobacterium bifidum souche AA/22 ont 4té étudides. Il
s'agit des activités: bém-galmtosidue, !E-acétyl-béta-h&osani.nidase, alpha-neuraminidase et
alpha-fucosidasa. Ces activitds sont endo-cellulaires, leur extraction est réalisée par uitra-sons.
Le schéma de purification suivi nous a permis d'obtenir six fractions. Trois fractions ne contenant
qu'une seule activité: une alpha-neuraminidase et deux béta-galactosidases. Trois fractions posseé-
dent chacune deux activités: une béta-galactosidase et une alpha-fucosidase; une alpha-neuraminidase
et une N-acétyl-béta-hexosaminidase; une bLéta-galactosidase et une N-acétyl-béta-hexosaminidase.
Toutes ces fractions ne révélent qu'une seule bande en électrophor2se non dénaturante. Nous avons
varifiié que calles-ci correspondaient bien aux activités suivies. Les deux activités béta-galactosi-
dase purifiées séparément sont homogénes en électrophorése dénaturante. Toutes ces activités ont des
températures optimales comprises entre 40 et 48°C. Les pH optimaux sont compris entre 5 et 6.5 et
les. masses moléculaires relatives déterminées en gel filtration sur Superose 6 varient de %7 000 a
4201 000. Les pHi sont acides (4 & 5.1). Seules une activité bhéta-galactosidase est sensible a 1'EDTA
et a 1'EGTA, de plus elle est activée par le calcium et le magnésium. Les paramétres enzymatiques
des béta-galactosidases ont été réalisés sur le pNP-Gal et sur le lactose, ils mettent en évidence
trois groupes de réactivité différente. Tous ces paramétres nous permettent de conclure que Bifido

bacterium bifidum souche AA/22 posséde au moins trois béta-galactosidases différentes. Nous n'avons

pas. prouvé que dans les fractions contenant deux activités, nous étions en présence d'un complexe
enzymatique. Mais nous avons montré que la présence d'une activité influencait la reéacrivité de

l'autre activité présente.




