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Avant Propos

L’antigéne immunogéne et le géne dont il est le produit est connu et disponible en ce qu
concerne la valence charbon bactéridien & B anthracis.

L’identification et la caractérisation moléculaire de |’antigéne immunogéne de C! chauvoei

constitue I'objet de cette Thése ; c’est la premiére étape d’un processus d’identification et
d’isolement du géne de C/ chauvoei.

Les recherches pour la plupart ont été menées dans différents laboratoires grice a la
collaboration de certains instituts de recherches au Sénégal et a I”étranger.

Ainsi les travaux de biochimie ont été effectués a I'Institut de recherche pour le

développement (IRD, anciennement ORSTOM) de bel air et aussi & 1’Institut Pasteur de
Dakar (IPD).

Les études bactériologiques et immunologiques ont été menées au laboratoire de
microbiologie du LNERV/ISRA de Dakar et au laboratoire de biochimie immunologie de la
faculté de médecine de "UCAD.

Les expériences de biologie moléculaire de microséquencage des protéines (identification de
la structure et de la composition en acides aminés), ont été réalisées dans le cadre de la
collaboration avee le laboraloire de 'unité des toxines et pathopénics bactériennes de Flostinng
Pasteur de Paris (1PP).
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RESUME :

Des études bactériologiques, biochimiques, immunologiques et moléculaires ont permis
d’identifier, d’isoler et de caractériser I’antigéne soluble la plus immunogéne de C/ chauvoei.
Il s’agit d’une fraction protéique, la fraction 19, excrétée par la bactérie dans un milieu de
culture approprié.

Cette fraction 19 du milieu extracellulaire donne lieu & la production d’anticorps chez le
cobaye, révélée par le test ELISA anticorps, confirmée par la technique du Westernblot.Ces
titres obtenus sont élevés pour les 1gG, plus faibles pour les [gM.

Ces anticorps ont été dosés par le test immunoturbidimétrique.

La séquence de Ja fraction F14 de la protéine 19 a été établie aprés digestion enzymatique et
séparation par la HPLC.

La structure d’une sonde dégénérée a été établie a I’aide d'un logiciel DNASis ; cette sonde
permettra |'identification du géndme de CI chauvoei codant pour la [raction 19 | candidat pour
un vaccin recombinant, bivalent contre le charbon bactéridien et le charbon symptomatique
du bovin.

MOTS CLES :

Antigéne — Anticorps — Bucillus unthracis — Charbon - Clostridium chauvoei — DNA -
ELISA — Géne - Immunogéne — Immunoglobulines — Protéine ~ Recombinant — Séquence —
Vaccin — Westernblot..



SUMMARY :

Molecular, immunologycal, biochemical and bacteriologycal studies has allowed the isolation
and characterization of the most immunogenic soluble antigen from C/ chauvoei.

It’s the 19 proteic fragment secreted by bacteria in an appropriated culture medium.

This 19 extracellular fragment gives antibodies on animals sera which can be revealed by
ELISA and confirmed by Westernblotting. These titers are highers for IgG and lower for IgM.
These antibodies has been tested by immunoturbidimetry.

The F14 fragment sequence has been established after enzymatic attack and separation by
HPLC .

The structure of degenerated sonde can allow an identification of C/ chauvoei genome which
can code for a recombinant vaceine which can protect against anthrax and blackleg.

KEYS WORDS

~ Antigen  Antibodies  Anthrax  Bacilluy antlracis - Blackleg  Closeridinm chanvocs
ELISA — Gene - immunogen - Immunoglobulins — Protein ~ Recombinant - Sequence -
Vaccine - Westernblot,
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Introduction :

Le charbon symptomatique, et le charbon bactéridien sont des maladies telluriques, se
maintenant pérennes dans le sol par des spores. La premiére est causée par une bactérie
anaérobie (Cl. Chauvoei ) et est toujours mortelle, tandis que la seconde due a une bactérie
aérobie (B.anthracis) est le plus souvent mortelle.

Ces deux maladics sont souvent retrouvées sur les mémes sites éco-géographiques.

La protection du bétail contre ces deux maladies repose depuis trés longtemps sur la
vaccination.,

La vaccination simultanée par deux vaccins monovalents a été réalisée par divers
auteurs (SIMPSON.1964 : STARTEW. 1939 ; BLANCOU et al 1974) et s'est avérée efficace.

comparée a deux vaccinations différées dans le temps.

La vaccination par injection unique, avec un vaccin bivalent constitué par le mélange
d'une souche vaccinale vivante de Bacillus anthracis et une souche de Cl. chauvoei soit
vivante et atténuée, soit virulente ou inactivée par le formol, lui - méme neutralisé par le
sulfate de sodium (BURDOV, 1962) est moins appliquée.

Cette forme de vaccination a été utilisée dans différents pays : URSS (BURDOV,
1962). lran (DELPY.1952). France (I.S.T,1969), Canada (CHO,1971). Madagascar
(BLANCOUJ, 1974), Cameroun (I.LANAVET Garoua/Bopharma).

Dans la conception de ce viecin unigque, il apparait que scule la composante
clostridienne semble avoir préoccupée les chercheurs, afin d'obtenir une souchc vivanic
sulfisamment atténucée pour élre exempte de lout pouvoir pathogéne résiducl, fa seconde
valence étant supposée acquise avec la disponibilité des sporcs de vaccination apathogcne.

Le choix entre un vacein vivant ¢t un vaccin (ué repose sur les caractéres anfipéniques

et les propriétés immunologiques.

Cependant, il faut noter que C/. chauvoei n'a fait l'objet que de trés peu d'études
concemant son pouvoir immunogéne (STEFANINI DE GUZMAN, 1999) ; (MATTAR, et al
1998) ; (STEFANIN] DE GUZMAN et al,1998, Argentina).

Une benne vaccination a effet durable nécessite la sélection de souches vaccinales

adaptées, }a mise au point de vaccins efficaces et leur amélioration constante.
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La technologie de fabrication des vaccins bactériens dits classiques utilise encore
I'agent infectieux total, soit vivant et atténué dans son pouvoir pathogéne (vaccins vivants,

lyophilisés) soil inactivé (vaccins tués, adjuvés), ou son produit d'excrétion traité a la chaleur
et au formol (anatoxines).

Les vaccins classiques péchent souvent par leur manque de spécilicité et les
interférences antigéniques entre certaines souches vaccinales de plus, étant d'efficacité
incompléte et irrégulidre et, les vaccins vivants peuvent conserver une pathogénicité
résiduelle.

A ces insuffisances intrinséques liées au vaccin lui-méme, s'ajoutent des difficultés de
conservation et de respect de la chaine de froid en milieu tropical, des difficultés de

reconstitution (s'il y'a lieu) et d'administration du vaccin a l'animal au niveau des troupeaux.

Ces défauts sont évités, pour les plus importants, avec I'avénement des vaccins dits
recombinants. Ces vaccins ne font pius appel & 'agent infectieux dans son intégralité mais
uniquement a son ADN et un fragment précis de ' ADN, codant pour J'épitope spécifique qui
donne lieu a la production de I'anticorps protecteur et seulement celui - [a. Ainsi sont écartés
toute pathogénicité résiduelle, toute interférence antigénique et le manque de spécificité. De
plus, n'étant plus question de germe 4 pathogénie spécifique, toute thermosensibilité peut étre
exclue pour cerfains types de vaccins recombinants. La mise au point de vaccins polyvalents
devient aisée.

La technologie générale de mise au point des vaccins recombinants repose sur la
disponibilité¢ de différents éléments : la source de 'ADN codant pour un antigéne ou un
épitope d'imérét . un véhicule pour transporter le fragment d'ADN, ou vecteur, pouvant servir
seulement au transfert de géne ou aussi, pour certains, assurer I'expression de ce géne dans un
héte adéquat ; le dernier élément est une cellule hote soit procaryote soit eucaryote, dont la
multiplication permettra d'identifier le clone recombinant recherché grace a des marqueurs
spécifiques.

Le présent travail s'inscrit dans la dynamique de mise au point d'un vaccin
recombinant bivalent contre le charbon bactéridien et le charbon symptomatique.La
construction de la souche vaccinale recombinante exprimant les deux antigénes immunogenes
d'intérét repose sur l'utilisation de la bactérie Bacillus anthracis comme vecteur exprimant a
!4 fols son propre géne codant pour son antigéne immunogéne et celui de Clostridium
chauvoei exprimant I'antigéne immunogeéne de celui-ci.
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L'utilisation de B. anthracis comme vecteur repose sur deux propriétés intéressantes :
1l est apathogene, parce que débarasse du géne codant pour le facteur étal toul en conservant

la faculté d expression de |'antigéne immunogéne qui lui est spécifique.

L'identification du géne codant pour la protéine immunogéne de Cl Chauvoei, la
seconde valence du vaccin, constitue l'objet de la présente thése qui comporte deux parties :

- La premiére partie concerme les données bibliographiques faisant le point sur les
connaissances en.matiere de pathologie charbonneuse des bovins, de vaccins et de la
vaccination contre ces deux maladies, de 1'étude moléculaire de déterminants antigéniques,
de notions de recombinaisons génétiques applicables dans ce domaine

- La deuxiéme partie consacre les travaux personnels effectués qui sont présentés en plusieurs
chapitres :

- Mateériel et méthodes
- Résultats et discussions
- Conclusions

- Perspectives de recherches
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PREMIERE PARTIE :

Données bibliographiques
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I.Généralités sur les maladies charbonneuses

1.1 le charbon bactéridien

[.1.1 Définition :

La fievre charbonneuse ou charbon bactéridien, est une maladie infectieuse,virulentc,
inoculable, commune aux animaux domestiques et sauvages et a lhomme, due a la
multiplication dans l'organisme d'wn germe spécifique, la bactéridie charbonneuse,
caractérisée par une évolution rapide, le plus souvent mortelle, avec des symptémes

septicémiques d'allure asphyxique et hémorragique et un ramollissement hyperthrophique de
ja rate.

[.]1.2. Epidémiologie :

La maladic animale st cosmopolite avec une [réquence plus ou moins grande sclon
les pays. Dans les pays ol sévit la maladie, la bactérie est collée au sol d'ou le nom de
maladie tellurique. Dans les pays indemnes, la maladie apparait 4 la faveur de l'importation
de fourrage, de sang, de poudre d'os, provenant des pays a charbon ou elle sévit sous forme
_enzootique dans les troupeaux. Elle présente des caractéres épidémiologiques variables en
fonction des années (soit durant les années A charbon. caractérisées soit par  des
pluviométries, soit par de trés grandes sécheresses, occasionnant la dissémination des spores)
_ et des saisons (saison & charbon : printemps et ét¢ en Europe, durant et juste apres }a saison
des pluies en Afrique).

Chez 'homme, la maladie revét un caractére professionnel ou accidentel avec une
forme interne mortelle, ou externe sous forme de pustule maligne qui, non trailéc peul
entrainer une septicémie mortelle.

L'agent infectieux en cause est nommé Bacillus anthracis. Clest on bacille
volumineux. rectiligne, a bouts carrés et mesurant 6 4 8 mm de long sur | 4 2 mm de
diamétre, immaobile, prenant la coloration de Gram. en chaineltes. Dans les produits
pathologiyues. il s¢ présente sous lorme de batonnels isolés ou en courtes chainettes de 2 a3
articles : 1] posséde aussi une capsule. En culture. il se présente sous forme de chaines
longues, sans capsule.

[.a bactérie s¢c multiplic par scissiparité cn milicu fivorable on cupéndsique, et sposle
en milicu délavorable ou dysgénésique (lempérature Je sporulation 18 4 42°C, néeessitant de
I'humidité et de I'oxygene. toutes conditions non réunies sur I'animal vivant mais réunies dans
un milicu en putrélaction méme si le cadavre est enfoui sous lerre.).

1.1.3 Mode de transmission :

Chez les animaux, I’infection se fait essentiellement par voie digestive ( fourrages
pollués,...).

Chez J'homme, I'infection se réalise le plus souvent par voie cutanée (maladie
professionneile). Une contamination accidentelle peut se produire par consommation de
viande provenant d’animaux abattus pendant I’incubation ou I’évolution du charbon.

[.1.4. Pouvoir pathogéne, antigénique et immunisant de B. anthracis :

~ Le pouvoir pathogene du bacille charbonneux repose sur sa virulence et sur sa toxicité.
La virulence ou la capacité & proliférer dans l'organisme, repose sur I’existence d’une capsule

de nature polypeptidique. La capsule est antigénique, provoquant )‘apparition d'anticorps ne
protégeant pas les bovins.

23



La toxicité est conférée par une toxine qui entraine la formation d’anticorps
neutralisants jouant un réle important dans I'immunité anticharbonneuse. Cette toxine est de
nature protéinique et composée de trois facteurs 1, Il et I[1, qui pris séparément sont atoxiques.
Le facteur ] est encore appelé le facteur oedématogéne, car mélangé au facteur 11, il produit
des oedémes chez le lapin. Le facteur 11 est le facteur immunogéne. Le facteur Il ou facteur
létal, injecté avec le facteur I a la souris, entraine la mort de cette demniére ((STANLEY et
SCHIMT, 1961 ; STANLEY et SCHMIT, 1963).

Le pouvoir toxique de Bacillus anthracis la fait utiliser comme arme biologique

a des fins militaires depuis la seconde guerre mondiale (un gramme de spore de B. anthracis

peut tuer 10 millions de personnes correspondant a une dose létale cinquante ( DL 50)
~d’environ 8000 spores par voie buccale) ( [VINS et al, 1986 ; 1990 ; 1992).

Les différents antigenes de Bacillus anthracis donnent lieu & la présence dans
Porganisme infecté d’anticorps de signification biologique différente mises en évidence par
diverses réactions sérologiques aprés I’infection.

[.1.5. Diagnostic :
Le diagnostic du charbon bactéridien, est 2 la fois :

- clinigue, (troubles digestifs, entérite hémorragique)

- nécropsique, (septicémie hémorragique) avec du sang noir, épais , incoagulable,
une rate hypertrophiée de couleur foncée et expérimental, directement ( par
isolement et identification du germe 4 partir de prélévement de sang ou d’organes
contaminés) ou indirectement (par examen microscopique).

[.1.6. Traitement :

Le charbon bactéridien peut étre efficacement traité s'il est institué rapidement par

antibiothérapie ou par usage de la sérothérapie & |'aide de sérums hyper immuns
(LUCCHESL. 1941).

L'activité de la toxine létale peut étre neutralisée aussi bien in vitro qu' in vivo a l'aide
d'onticorps monoclonaux. divigés conlre les épilopes de Fantipéne protectear (LT 1096),

1.2. Le Charbon symptomatique

1.2.1. Définition :

C'est une maladie bactérienne, toxi infectieuse, inoculable, frappant les bovins, les ovins,
caractérisée par des troubles trés graves et par l'apparition de foyers hémorragiques
enmphysé¢mateuscs. L ¢volution est toujours mortelle.

Cette maladie est connue depuis trés tongtemps décrite par CAHBERT en 1782, ensuite par
ARLOIN, CANEVIN et THOMAS en 1887 (ARLOIN et at, 1887).

Le charbon symptomatique est cosmopolite ; dans les pays infectés, on peut distinguer
des régions a charbon ( maladies telluriques rattachées au sol dc certaines régions).

La maladie sévit sous forme sporadique ou enzootique, mais pas épizootique.
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| [.2.3. Mode de Transmission :

La transmission du charbon symptomatique peut se faire soit sur le mode externe
(d'origine traumatique par la plaie, lors des cas de morsures) soit par le mode interne (par
ingestion des aliments ou de V'eau de boisson souillée, fréquente chez les bovins).

1.2.4 Pouvoir pathogéne :

(L chauvoci, I"agent responsable du charbon symptomatique cst un bacille & Gram
positif produisant une spore déformante, centrale ou subterminale, anaérobie stricte.

Le pouvoir pathogene de Cl chauvoei est due essentiellement 4 la toxine et non a ta
virulence du germe. La toxine est une endotoxine thermostable.

Parmi les hotes naturels, les bovins sont souvent atteints et les ovins a la suite de
complications fraumatologiques. Le mouton est moins sensible que la souris qui est atteinte
exceptionnellement. Le cheval et le porc sont résistants. La maladie a été observée chez le
buffle. le chameau et le dromadaire. Pour I'expérimentation, le cobaye et l¢ hamster sonl
utilisés.

[.2.5. Diagnostic :

Le charbon symptomatique peut étre suspecté au plan clinique durant la présence d’une
tuméfaction chaude d’abord, devenant froide et indolore ensuite.

Le diagnostic expérimental consiste a mettre en évidence e géne a partir de matériels préleves
au niveau des [ésions.

Le diagnostic indirecte peut étre réalisé en sérologie par I’ utilisation de la séroneutralisation et
de I'Elisa/Ac.

1.2.6. Plan de prophylaxie

Le plan de prophylaxie recommandé est le suivant :

- En milteu indemne, pratiquer {a vaccination sur animaux de tous dges (les veaux).
Renouveller la vaccination 6 2 12 mois plus tard.

- En milieu infecté, faire une sérovaccination car les animaux peuvent étre en infection
latente. A défaul. on peut faire une vaccination simple.

[.3. Bases moléculaires de Ia prévention des maladies charbonneuses
bovines

1.3.1 Prévention du charbon bactéridien a Bacillusy anthracis :

1.3.1.1. Principe de la prévention

La prévention contre e charbon bactéridien repose sur b vaccination par I'ulilisation
de vaccins inactivés adjuvés a l'aide de I'hydroxide d'allumine.

Deux types de protection par Vimmunisation active on pur la forme passive, sont
utilisés.
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Chez !'animal : la prévention du charbon repose essentiellement sur la prophylaxie
médicale par injection annuelle d'un vaccin constitué de suspension de spores d'une souche
atténuée de B. anthracis. L'immunité conférée par ce vaccin est excellente.

L’arrét de la vaccination en région infectée, risque d'étre suivie d'une réapparition
importante de cas de charbon animal (POMERANTSU, 1995 ; POMERANTSU et al, 1997).

Le succes de la lutte contre le charbon animal repose donc sur une vaccinalion
réguliére appliquée aux espéces sensibles en zone polluée, associée a4 des mesures sanitaires

de destruction des cadavres en cas d'apparition de la maladie (LEON LE MINOR et Al,
1990).

.1.3.2 Structure des antigénes immunogeénes :
- L’antigéne capsulaire :

La capsule bactérienne est faite d’une sorte d’exsudat qui reste fixée a la bactérie de
maniére plus ou moins forte (“ Slime layer "= couche de limon, des anglo - saxons).
L’antigéne capsulaire de B. anthracis est composé d’un polypeptide qui intervient dans la
virulence de la bactérie en empéchant la phagocytose par les macrophages. 1l neutralise aussi
le pouvolr bactéricide du sérum et rend le sang incoagulable. II provoque l'élaboration
d'anticorps anti capsulaires qui n'ont pas de pouvoir protecteur chez la souris (HANDBY et al,
1946 ; LEON LEMINOR,1990).

La capsule est codée par le plasmide PXO2 de B. anthracis :

- Les antigénes somatigques :

Il sont constitués par des polysaccharides, mis en évidence par des réactions de
précipitation, notamment |a réaction d’ Ascoli.

- La toxine :

Elle entraine la formation d’anticorps neutralisants, jouant le réle principal dans I'immunité
anticharbonneuse.L’existence d’une toxine charbonneuse était soupgonnée depuis trés
longtemps : différentes recherches ont permis an cours de ces derniéres anndes d'en préciser
la nature et les proprictés (IFISH, D ; MANLANDI, B, G; DOBBS, JP; LINCOLN, R, L,
1968). Des communautés antigéniques entre B. anthracis et d'autres especes du genre Bacillus
ont été constatées (POULET. P, 1972). Ainsi par immuno - diffusion en gélose. MICHEL. et
al 1973, ont montré I'existence de communautés antigéniques avec B. cereus, B.subtilus et B.
megaterium par épuisement de sérums anti B. anthracis & V'aide de suspensions de ces trois
bactéries. il est possible dablenir un réactilf qui ne recomait plus que B, anthiracis (MICHVL
ct al, 1973).

De méme en immunofluorescence, des communautés antigéniques avee ces mémes bacléries
ont été enregistrées (BROOMS, S and GILBERT, 1978). L'épuisement de sérums
anticharbonneux les rend spécifiques de B. anthracis sous forme bacillaire, mais non sous
forme sporulée.

La toxine de nature protéique secrétée par B. anthracis se compose de trois facteurs qui pris
séparément sont atoxiques :

- L'antigéne protecteur (PA) ou facteur 1l ou facteur immunogéne, d’un poids
moléculaire égal a 83 kilodaltons .

- le facteur létal (LF) ou facteur UII, d’un poids mbléculéire de 85 kilodaltons,

- le facteur oedématogéne (EF) ou facteur I d’un poids moléculaire de 89
kilodaltons.

26




Ces trois protéines sont codées respectivement par les génes (pag, lef et cya) (Leppla,
S, H, 1988 ; 1995 ; 1982), tous trois portés par le plasmide de virulence PXO1 del85 kbp
(FABIEN, BROSSIER et al, 2000).

Ces toxines sont responsables des effets physio - pathologiques observés au cours de
l'infection (PEZARD, C et al, 1995 ; 1991).

L’action toxique de diverses souches peut varier suivant la production respective de
ces trois facteurs.

[.3.1.3. Vaccins et vaccinations contre le charbon bactéridien :

Les premiers travaux sur les vaccins, reviennent a Pasteur qui avait découvert en 1881
un processus d'atténuation de la virulence de B. anthracis in vitro a 42°5 C, puis fixation de
I’atténuation par sporulation a 37°C.

Pasteurobtint ainsi deux types de vaccins :

Le vaccin de type Pasteur n°l (le plus atténué) et le n°2 (le moins atténué).
Cependant les vaccins ont un pouvoir pathogéne résiduel (apparition parfois de charbon
vaccinal) et une atténuation plus poussée de ces vaccins Pasteur, s’avérait néanmoins
nécessaire, entrepris par divers auteurs (BESREDA, 1925 ; MAZUDE et HUSKA 1930 ;
RAMON - STAND ;DELPY, 193)).

La souche vaccinale de DELPY est capsulée, mais non productrice dc toxine, donc
dépourvue de plasmide PXO1 (DELPY, 1931).

Les vaccins de type modeme ont suivi, notamment le vaccin sterne dont la souche
vaccinale est dépouvue du plasmide PXO?2 et les vaccins chimiques (vaccins non microbiens,
ne contenanl que le factewr 1 e Tacteuy viccinant ),

Ce dernier type de vaccin reléve désormais des technmiques de fabrication des « vaceing
recombinunts ».

LY2 Prdvention du charbon symptantique 8 CL Chanvoei -
LY20E Principe de In prévention t (voir puge précédente)
1.3.2.2 Structure des antipdnes immunogdnes

Cl. chauvoei . produit une exotoxine létale et antigénique pouvant posséder un pouvoir
immunogeéne.

La toxine produite par Cl. Chauvoei, entraine la formation d’anticorps neutralisants
jouant un rdle dans ['immunité anticharbonneuse.

Cl chauvoei, produit une exotoxine 1étale et antigénique, des enzymes pouvant
participer au pouvoir pathogéne ct des antigénes 1iés au corps bactérien ayanl un pouvorr
vaccinant. . .

Ainsi. Cl. Chauvoei posséde des antigénes somatiques O (AgQO) , thermostables,
communs a toutes les souches (vaccin univalent) et des antigénes flagellaires H (AgH).
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1.3.1.2. Vaccins et vaccination contre le charbon symptomatique :

Un vaccin efficace contre le charbon symptomatique est une anaculture obtenue par
formolage a 4 p1000 et une atténuation a 37°C pendant 8 jours d’une culture totale, adjuvée, a
’hydroxide d’allumine.

La méthode de protection immunitaire, n'a fait I'objet que de trés peu de recherches :
Des études ont été menées par STEFANINI DE GUZMAN sur le pouvoir immunogéne des
AgO et des AgH de Cl. chauvoei a partir de certaines souches a San luis (Argentina) : ces
études se sont basées sur des antigeénes intra - extra cellulaire et sur le corps bactérien (paroi et
flagelles) et sur les toxines produites.

Les expériences menées sur le pouvoir immunogéne de Cl. chauvoei a San luis ont
donné un taux de protection de 90% pour les protéines flagellaires et de 100% pour les
protéines du corps bactérien ( Stefanini de GUZMAN, A, M 1999, Argentina) : Ces résultats
montrent que le corps bactérien est le support de I’immuntité contre le charbon symptomatique
et que les antigénes flagellaires le sont moins a un degré |égérement significatif.

~ La protection des animaux par I'usage de protéines solubles (antigénes solubles)
devient important dans le domaine vétérinaire.

II. Généralités sur les vaccins recombinants :

I1.1. Principe de \a fabrication des vaccins recombinants :

Ce sont des vaccins donl la souche vaccinale est conslruite par génie génétigue ; reposant sur
I'expression dans |'organisme 4 vacciner d’un géne étranger codant pour un antigéne
immunogeéne spécifique. Ce processus comprend plusieurs étapes :

I1.1.1. Identification de i’antigéne immunisant et isolement du géne correspondant :

Les meilleurs antigénes sont de nature protéinique ; toute protéine est codée par un
geéne spéeifique et un seul.

La premiére élape consiste a identitier et a isoler le fragmen( de péndme codant pour
la protéine d’intérét. si la séquence est connue au préalable. Si la séquence d’un épitope cst
déterminée 4 partir de fa séquence des acides aminés de la protéine purifiée, la synthétiser par
voie chimique a partir de I’ ARN messager (ARNm).

Le pouvoir antigénique du vacein est fondamental, ¢'est luy qui suscite la synthdse
d’anticorps protecteurs. Les meilleurs antigénes sont de nature protéinique. Toute protéine est
codée par un géne spécifique et un seul.

La premiére étape consiste a identifier (par clonage / séquengage) et a isoler cc
tfragment de géndme, si ta séquence est connue au préalable, sinon la synthéliser par voie
chimique ou a partir de I’ARNm.

Exemple : la toxine botulinique induit la production d antitoxines assuranl unc
protection hautement spécifique de t'animal producteur. Le péne codant pour la toxinc sera
identifié (par voie descendante ou ascendante) et isolé grace a des enzymes de restriction.

I1.1.2. Choix des vecteurs (de transfert et/ ou d’expression) :
L’ADN synthétisé ou le fragment d’ADN géndmique isolé doit &tre porté par un
vecteur (plasmide, bactériophage, cosmide) capable de se répliquer et d’étre transféré dans

une cellule (I’h6te adéquat). Cette recombinaison in vitro nécessite des enzymes (enzymes de
‘restriction) pour couper et d’autres pour lier (ADN ligases) insertion et vecteur.
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[1.1.3. Clonage de |'ADN recombiné :

Le mélange d’ADN d’hybrides recombinés et d’ADN non recombinés (ADN vecteur et
fragments d"ADN a insérer) peut étre introduit dans une bactérie par transfert (plasmide) ou

infection ( bactériophage) ou dans une cellule eucaryote en culture par transfection (ADN nu)
ou par infection avec un virus a ADN.

Le plasmide recombinant transféré dans une bactérie va s’autorépliquer sans affecter la
crotssance de {a cellule bactérienne. En étalant ces bactéries diluées sur de la gélose stérile, il
sera possible d’isoler des colonies bactériennes correspondant chacune 4 une bactérie
contenanl un plasmide recombiné (clone bactérien). A I'inverse, le bactériophage recombinant
va se reproduire en provoquant, lors d’un cycle lytique, la lyse des bactéries. Dans ces
conditions |'on i1solcra des plages de lyse sur un tapis de bactérics correspondant a {inflection
par un bactériophage recombinant.

11.1.4. Ydentification du clone recombinant :

[l s’agit d’identifier, d’aller “pécher” le clone bactérien ou cellulaire, la plage de
lyse, contenant |"ADN recombinant recherché.

A cet elfel, 1l est ubilis¢ des marqueurs de séleclion, associés au vecteur ou au
fragment d"ADN a détecter (génes de résistance aux antibiotiques des plasmides, géne normal
pour un héte muté pour ce marqueur). Des sondes moléculaires peuvent aussi étre utilisées
pour rechercher te bon clone dans une population hétérogéne par hybridation in sitn.

11.2. Exemples de vaccins recombinants

[1.2.1 Vaccins recombinants subunitaires :

Une partie isolée ou synthétisée de la protéine d’enveloppe d’un virus ou d’une
protéine de surface d’une bactérie d’intéréts peuvent étre utilisées comme une voie alternative
a la place de ces microorganismes. Les clones recombinants de bactéries {ou de levures)

produisent ces protéines en grandes cultures qui sont ensuite purifiées et utilisées comme
vacein.

{1.2.2. Les vacceins recombinants vivan(s ¢

I} s’agit de vaccins constitués d’un vecteur vivant, viral ou bactérien, dépourvu de
virulence pour |’espéce & vacciner, que I’on a rendu capable, par génie génétique, d’exprimer
un ou plusieurs antigénes hétérologues susceptibles d’induire une immunité protectrice contre
le pathogeéne dont ils proviennent.

11.2.3. Exemples de vaccins recombinants en santé animale :
. [1:2.3.1 Vaccins recombinants réalisés dans le Monde :

- Le vaccin vivant recombinant a partir d’une souche recombinante de B. anthracis

exprimant un épitope immunogéne de Cl. perfringens (J, C, SIRARD et al 1997, AMS,
1997). '

-"Le vaccin vivant recombinant thermostable contre la peste bovine utilisant une souche
recombinante du virus de la vaccine (cow pox) exprimant la protéine d’cnveloppe
immunogene du virus de la peste bovine (JLMB, UC Davis, CA, USA, 1997).
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11.2.3.2 Projet de fabrication de vaccins recombinants au Sénégal
- Vaccin vivant recombinant bivalent contre le charbon bactéridien el le charbon

symptomatique, utilisant une souche avirulente recombinante de B. anthracis ( utilisé comme

vecteur d’expression) exprimant 1’épitope immunogéne de Cl. Chauvoei (en cours de
réalisation au Sénégal).

- Vaccin recombinant contre le botulisme des types C et D.

CONCLUSION PARTIELLE :

Le point sur I’état actuel des connaissances maintient que dans ’optique de la
préparation d'une souche vaccinale recombinante, une recombinaison génétique conceme un
génome vecteur et des génes codant pour les antigénes immunogeénes ciblés.

A cet effet, des éléments sont connus et disponibles, d’autres sont inconnus et doivent étre
recherchés.

Les éléments connus et disponibles sont : I’antigéne immunogeéne de B. anthracis et
son gene correspondant. B. anthracis est lui méme choisi comme vecteur a introduire, aprés

recombinaison dans l'organisme dans la perspective de préparation d’un vaccin vivant
recombinant.

Les éléments inconnus sont I’antigéne immunogéne de Cl. Chauvoei et le géne codant
pour cet antigéne.

L’objectif essentiel de ce travail de thése est précisément !’identification de cet

antigene et de son géne, un dispositif expérimental adéquat et aussi un plan permctiant
d’accéder 4 ces connaissancees.
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Deuxiéeme Partie : Les travaux personnels @

Recherche de I’antigéne immunogeéne de Clostridium chauvoei, candidat a la
construction d’une souche vaccinale recombinante, bivalente contre les deux
maladies charbonneuses du bovin.,
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1. Matériels et Méthodes :

1.1 Matériels :
1.1.1 Matériel biologique
1.1.1.1.Souche de CI. Chauvoei :

La souche de I Chauvoei utlisée pour la recherche de I'antigéne immunogéne est
d’origine sénégalaise, isolée dans Ja région de Thiés a ’occasion d’un foyer de charbon
symptomatique. Cette souche virulente, purifiée est rapidement conservée en milieu liquide
anaérobie sous huile et sert de souche vaccinale pour la préparation d’un vaccin inactivé

actuellement utilisé et conférant une immunoprotection chez les bovins ( voir techniques
vaccins).

1.1.1.2. Animaux de laboratoire :

L™ animal de [aboratoire répondant le mieux & C/. Chauvoei (cobaye) est choisi, tant
pour les tests d'activité biologique des fractions bactériennes que pour les études
immunologiques.

Quelques souris blanches sont aussi employées pour Pétude comparative des activités
biologiques.
Au total, une centaine de cobayes fournis par I’'IPD et élevés a 1a station expérimentale

de Keur Massar située au village de Mbao (baniieue de Dakar), ont été nécessaires et une
dizaine de souris.

Une fois inoculés, les animaux sont suivis réguliérement et le diagnostic est réalisé en
cas de mortalité.

I.1.2. Sites expérimentaux et équipement de Jaboratoire :

Les travaux de biochimie se sont déroulés a I’IRD et a I’'[PD. \
Fes études bnctériologiques et immunologiques ont en lien wme TNFRVASRA vl i i
FMPOS/UCAD.

Les dludes moldculuires ont été réalisées a 1'1PL.

Le matériel ulitisé au cours de ces éludes est (s diversifié el comprend
Le matériel classique destiné aux prélévements sanguins et l¢ matériel de taboratoire
camprennnt équipement, le petit matdriel elassigue et les produils el réuctils chinngues,
[.2. Méthodes
1.2.1. Etudes bactériologiques

.2.1.1. Préparation du milieu de culture

Le milieu utilisé pour la culture de CI chauvoei est coustitué par une digestion

papatnigue d'un mélange d’extrait de foie de beeuf glucosé & 10%. ct filtré sur filire Scliv.
EKS.

La digestion papainique offre I'avantage appréciable d'étre beaucoup plus rapide. Pour
les besoins de la fabrication, ce milieu est conditionné de trois facons :
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Le milieu contient :

De la viande de boeuf parée, hachée, du foie de boeuf paré, haché, de la papaine et de
’eau distillée. Le pH du milieu est ajusté a 7,6 - 7,8.

Technique de préparation du milieu viande foie :

- la viande de bovin est découpée et parée, te foie haché.

- La digestion papainique est réalisée dans un digesteur contenant de I'eau distillée a la
température de S0°C , ensemble la viande et le foie . La papaine est alors introduite aprés
homogénéisation, la température du mélange est portée a4 70°C en une heure. Au bout de ce
temps, la digestion est pratiquement terminée, la température est alors élevée a 85°C, pour
détruire la papaine et arréter son activité enzymatique. Le pH est vérifié qui doit étre autour
de 7,6 - 7.8. Le mélange est filtré sur papjer filtre wattman 41 et du glucose est ajouté pour
obtenir la concentration finale de 10%o0 1,5 a 2 litres de digestat glucosé ci-dessus sont filtrés
dans deux erfenmeyers de 2 litres puis placés dans des flacons qui sont placés a I’étuve a
37°C avant d’étre ensemencés pour tester teur stérilité.

1.2.1.1. Isolement ct caractérisation de C/. chauvoci

Reviviscence de !a souche :

0,5 mt du lot semence est repiqué sur le milieu bouillon viande foie glucosé a 10%o, sous huile
en tube de 22 immédiatement aprés régénération de ce dernier. Au bout de 15 heures d'étuve a
37°C, la culture atteint une phase exponentielle : 3ml de cette primoculture sont réensemencés
en bouillon viande foie glucosé (ou, en bouillon viande peptone) régénéré dans un erlenmeyer
dans | litre aprés test de pureté bactériologique par coloration de Gram.

Passage sur bovin

La souche bactérienne devra servir comme témoin de pathogénicité ; ce controle est effectué
sur bovin. L'animal est non vacciné.L'inoculation par voie intramusculaire profonde dc
Inoculum constitud & partics ¢gales de 2.5 ml de fa culture additionnée & 2.5ml de CaCl2 A
5% , favorise le réveil des spores et la multiplication de Clostridium.

Récolte de sang 4 la phase septicémique :

15 &4 20 heures aprés l'inoculation, {'animal est en phase préagonique : i} est couché sur un coté
et les quatres membres en extension, avec un oedéme voluminenx, localisé A In zone
d'inoculation. La prise de la lempérature rectale, réveéle un début d'hypothermic et du sang est
alors prélevé stérilement 2 la veine jugulaire dans un flacon de 500ml renfermant des billes de
verre et du citrate de sodium 2 5%e. L'animal ayant succombé, il est procédé & l'autopsic apres
avoir ligaturé les vaisseaux sanguins afférents et du prélévement du coeur. En lieu et place
un os long, peut étre prélevé. Ces prélévements sont destinés 4 effectucr des hémocultures.

Ensemencement des bouillons VF glucosés sous huile, conditionnés en tube de 22

" Aussitdt aprés la récolte, le sang est ensemencé dans les boullons VIF glucoscs sous huile en

tube de 22, préalablement régénérés pendant 20 minutes. La dose d’inoculum de sang est
d’environ 2 ml pour obtenir une bonne culture 4 démarrage rapide. L'incubation a lieu & 37°C
a V'étuve, pendant 72 Heures, en présence de 10% de COa.

Identification de Clostridium. chauvoei :
A partir d'un tube de culture ayant présenté une croissance rapide accompagnée d'un (rouble

intense, sont réalisés un frottis et un état frajs avec bactérioscopie avec ou sans coloration
préalable. L’identification compléte repose sur les caractéres biochimiques.
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[.2.2. Etudes biochimiques
La culture totale de CI. Chauvoer a été séparée en trois parties :
Le milieu extracellulaire contenant les excerétions de |a bactérie et les éléments du milieu ;

Le milieu intracellulaire ot [’on trouve les secrétions de la bactérie qui peuvent se trouver
hors de la cellule qu’aprés éclatement de la bactérie ;

Le corps bactérien c’est a dire la phase solide de la baciérie composée de la paroi, des
substances diverses, la capsule éventuetlement et les flagelles.

1.2.2.1. Extraction des protéines solubles et précipitation et dialyse :
Les trois parties sont séparées comme suit : _
Elle se fait a froid dans de la glace pour éviter la dénaturation des protéines.

La culture jeune de 24 a 48 heures de Cl. chauvoei sur milieu anaérobie foie glucosé a 10%o
est centrifugée dans des tubes corex en verre de 25 ml a une vitesse de 10000 tours /30mn
(12000g) et le surnageant (milieu extracellulaire) est recuelli.

Le culot de centrifugation est repris avec du NaCl a 9%, puis recentrifugé : le sumageant
récolté rajouté au premier constitue le milieu extracellulaire.

Le culot de centrifugation est repris avec du tampon de lavage et est sonifié & une puissance
de 100Hz pendant une minute et trois fois de suite.

Apres la sonification, les extraits protdiques sont ensuite refroidis et centrifuges & 10000 (ours
pendant 30mn (12000g), et le surnageant récolté va constituer le milieu intracellulaire.

Le culot restant, est repris avec Iml de tampon de lavage et recentrifugé 2 la méme vitesse et
le surmageant récolté (reste du milieu intracellulaire). Le culot renfermant les particules

solides est repris avec | ml de tampon et constitue le corps bactérien qui est conservé a -
20°C.

- Précipitation des protéines solubles par le sulfate d'ammonium :

Les extraits des milicux intra et extracellulaires, sont soumis & unc précipitation par une
solution de sulfate d'ammonium a 80%.

[geé solutions de volume égal a | litre regoivent 550 x 3 = 1650¢g de sulfate d'ammonium &

0%.

Un volume v = 2|0ml de volume extracellulaire regoit une quantité de sulfate d'ammonium
de 120g suivant le tableau de correspondance. Le sulfate d’ammonium est versé au fur et a
mesure jusqu'a sa dissolution compléte dans le milieu extracellulaire & + 4°C . Une fois
dissout, le mélange est laissé au repos 4 +4°C pendant un nuit afin de bien faire précipiter les
protéines par le sulfate d'ammonium et on procéde ensuite a la dialyse.

Dialyse du précipité des protéines totales :

H est utilisé des membranes a dialyse traitées dans une opération qui se déroule comme suit :
dans un becher de | litre contenant de I'eau distillée les morceaux de membrane découpés sont
chauffés & 100°C pendant 20mn. Cette opération permet d'enlever le glycérol, une substance
protectrice des membranes.

Ces derniéres sont ensuite trempées dans un mélange a 50% d'eau distillée et d'ethanol, V'une
des extrémités de la membrane est fermée et testée 2 I’aide d’'eau distiliée et son étanchéité
“est testée a I'aide de I’eau distillée versé a I'intérieur. Un second noeud est réalisé et ia
membrane est remplie de I'échantillon a dialyser et attachée.
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La membrane est par la suite trempée dans un becher de $ litres renfermant de I'eau distillée. .
La dialyse entamée est réalisée & + 4°C pendant une nuit.

La lendemain, si une homogénéité du mélange est visible, la dialyse est arrétée et la récolte du
milieu extracellulaire effectuce.

Aprés, dialyse, les protéines totales peuvent étre dosées par la technique CIVAS utilisant le
réactif de Bradford.

[.2.2.2. Séparation des fractions protéiques par chromatographie :
C’est 1a méthode de chromatographie en phase liquide qui a été utilisée pour la séparation
Préparation des solutions tampons

- Tampons chlorure de sodium phosphate

sont préparés a partir de la solution mére de tampon phosphate 10mM pH 7,7 mélangée a des
solutions de NaCl de différentes concentrations (25 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM et
500mM).

- Le tampon phosphate 0,01M pH 7,7

Deux solutions stock de 1 litre sont souvent préparées:
Solution A : 0.2M KH2PO4 27.218g/1litre d'eau distillée
Solution B : 0,2M Na2HPOs4, 12 H20  71,63g/1litre d'eau distillée

La solution tampon phosphate 0,1 M est obtenue en mélangeant 195 ml de la solution A a 305
m! de la solution B et en ajoutant SO0 ml d'eau distillée. La solution est mélangée et diluée a
0.01M et le pH ajusté a 7.7.

- Les solutions de tampon phosphate 2mM et SmM sont préparées & partir de la solution mére
- préparée ci dessus.

'T'echnique de fractionnement

e fractionnement des protéines totales cst obtenu o I'nide d'une colonae d'échangeur
anionique de dicthyl ethyl amino ethyl (DEAL) sépharose A CL 6B. Lu colonne utilisée v un
diamétre de 2cm et une hauteur de 8cm. La colonne est prélablement équilibrée avec une
solution de tampon phosphate 2 mM. Les échantillons protéiques sont déposés sur [u colonne
et élués par utilisation d'un gradient continu de force ionique croissante de solutions tampons
de concentrations différentes. [.a séparation s'effectue & une vitesse d'écoulement qui est
réplée & 2ml/mn.

Les meilleurs résultats ont ¢té¢ obtenus avee un tampon d'¢quilibraton  phosphate e
potassium 20mM a pH = 8 et en appliquant un gradient linéaire et continu de chlorure de¢
sodium.

Aprés la précipitation par le sulfate d'ammonium a 80% et la dialyse contre de {'eau distiliée,
_ le fractionnement des protéines solubles est réalisé a ]'aide d'une colonne anionique de DEAE
sépharose CL6B.

La colonne est lavée avec une solution tampon phosphate 2mM a pH 7.7,

Les protéines sont éluées 4 l'aide de solutions tampons suivantes de concentration différente :
Tampon phosphate 2mM - SmM - 10mM,

Tampon NaCl 25mM additionné de tampon phosphate {O0mM

Tampon NaCl 50mM additionné de tampon phosphate 10mM

Tampon NaCl 100mM additionné de tampon phosphate 10mM

Tampon NaCl 250mM additionné de tampon phosphate [0mM
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Tampon NaCl 500mM additionné de tampon phosphate 10mM
trois essais /ftampon &luant, Je volume de *¢luat/échantillon est de 2ml!/mn.
La colonne est coulée et I’extrait protéique élué.

[.2.2.3. Dissociation des glycoprotéines du corps bactérien :
Principe:

La dissociation des glycoprotéines dans lesquels le glycopolyoside est solidement lié a la
protéine est difficilement réalisable, du fait que les différentes méthodes drastiques qui ont été
proposées ne ménagent en aucun cas ni la protéine ni le glycopolyoside.

Actuellement, cette dissociation a pu étre réalisée grace a des méthodes d'hydrolyse chimique
ou enzymatique.

Ces deux méthodes récentes offrent l'avantage de respecter l'intégrité de la molécule
glucidique,

La glycoprotéine est ensuite déproteinisée par des méthodes classiques.
-Méthode chimique
- Hydrolyse

La dissociation des glycoprotéines est réalisée par des solutions salines concentrées (CaClz a
10%), par des solutions d'urée a 50% (HIDLEMAN et al, 1949); Celle des glycoprotéines et
des glycopolyosides par des solutions alcalines: soude ou potasse a des concentrations
variant de 2 & 10% (MORNER, 1889; LINDBERG et al, 1953, 1956), baryte a 10%
(FRANCKEL et JELLINCK, 1951; WERNER, 1952 ; RIMINGTON, 1931, 1929 ;
COLLINS et al, 1953 ; SMITH et al, 1954 ; MORNER, 1955).

L'hydrolyse a lieu aprés avoir mélangé 4 parties égales la fraclion proifique supposce
renfermée des glycoprotéines et la solution de CaClz a 10% pendant un demi - heure a I'issue
de laquelle. une centrifugation a 5000 tours/mn pendant 30mn est réalisce.

- Précipitation des fractions protéiques

Les fragments protéiques sont ensuite éliminés par une précipitation tannique (MORNER.
. 1955 ; LINDBERG et al. 1953). phosphotungstiquc (FURTE] ¢t BRONO, 1937, 1962).
mercurique ( LEVENE et MORY, 1958), plombique (FRANKEL et JELLINCK, 1951) par la
formation d'un gel par agitation avec un mélange de chloroforme et d'alcool amylique
(LEDBLERGER et al. 1953).

La formation de sels avec les protéines peut étre évitée au cours de la purification par
I'addttion de formol @ Les protéines dénaturées précipilent (MASSAMINE et al, 1943, 1951
[956).

(! est hors de doute qu'une hydrolyse prolongée en milieu trés alcalin s'accompagne d'une
altération de la glycoprotéine. On sait en particulier que J'action de la soude N/1 a 100°C
pendant 16 heures, libére sous forme d'ammoniac 50% de I'azote du glycoprotéine et détruit
une partie du mannose (NEUBERGER, 1928).

La précipitation a ¢é effectude avee lacélale de plomb qut est mélangé & volume ¢gal i
I'hydrolysat et I'ensemble incubé a la température du laboratoire pendant 30 mn a I'issue
desquelies, une centrilugation @ frotd 4 5000 [ours/min pendant 30 min est réalisce.

Aprés la centrifugation, on enléve le surnageant représentant les glycopotyosides (qui est dosé
par la méthode de Fehling pour confirmer la présence des glucides), Je culot représentant les
protéines est purifié par une colonne HPLC et dosé par la méthode de BRADFORD
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Apres la purification, un test d'immunisation sur cobayes pendant une période de 14 jours est
fait afin d'évaluer la cinétique des anticorps produits.

Méthode enzymatique
- Hydrolyse :

Les glycoprotéines sont hydrolysées par des enzymes protéolytiques (pepsine, trypsine
cristallisée) qui sont sans action sur le glycopolyoside (RIMINGTON, 1931).

~ Précipitation des fractions protéiniques:

Elle est réalisée avec l'acide acétique concentrée ou par de Y'alcool. Les impuretés d’ongine
protéique sont éliminées par un passage sur de la terre a fouillon, par une extraction par le
phénol ou par le réactif de Lilyod. La méthode de Neuberger (NEUBERGER, 1928), met a
profit 'acétylation des acides alpha aminés en solutions neutres ou légérement alcalines par
les cétones (CH2 = CO ). Les N acetyl aminoacides, solubles dans les solvants organiques
sont extraits par le chloroforme : le glycopolyoside est ensuite acétylé par l'anhydride
acétique et la pyridine a 2°C pendant deux jours, séparé par des acides aminés demeurés
intacts par une extraction chloroformique, désacétylé par la lithine a PH 9.0 précipité par
I'¢thanol.

Au cours de nos recherches, la dissociation des glycoprotéines de la fraction 3a du corps
bactérien de Cl. chauvoei a été réalisée par la méthode chimique.

1.2.2.4. Dosage des fractions protéiques :

Principe :

Les protéines sonl dosées selon la technique (CIVAS, 1984), ulilisant ¢ réactil” de
BRADFORD (BRADFORD,1976). Cette technique est basée sur la transformation de la
forme leuco (brun orange) du bleu de coomassie G250 en une forme bleue due a la formation

d'un complexe entre le colorant et les groupements NIz ' des protéines. Elle permel de doser
des quantités de protéines inférieures a 2pg.

Préparation du réactif de BRADFORD :

dans un bécher de 100m], meltre :

- Bleu de coomassie (5250 0.060g
- Acide perchlorique Ig

- Chlorure de sodium 2.92¢
- Eau distillée qsp 100ml

Le bleu de coomassie est d'abord mélangé a I'acide perchlorique et le chlorure de sodium est
rajouté a l'ensemble qui est filtré sur papier fitre Wattman n°l. La densité optique est
déterminée 4 465nm et cst ensuite ramende & 1,3 - 1.5 ) Vaide d'une solutton dtacide
perchlorique (p/v) contenant du chlorure de sodium a 0,5 M.

Réalisation du dosage :

1,5 ml du réactif de BRADFORD est additionné a un volume égal de solution protéique de 2
a 25pg de protéines. Aprés mélange, la lecture spectrophotométrique est effectuée a 595 nm
contre un mélange v/v de réactif et d'eau distillée. La densité optique varie linéairement avec
la quantité¢ de protéines présente dans l'échantillon jusqu'a 10mg. Une gamme élalon

d'albumine est réalisée pour la détermination des concentrations protéiques par la
correspondance.

Une DO de 0.056 lue & 595nm correspond a Sug de protéines
Une DO de 0,150 lue & 595nm, correspond a 10pg de protéines.

37



. Purification des fractions protéiques par électrophorése :

~ “Electrophorése analytique sur gel de Polyacrylamide

Principe :

L'électrophorése sur gel de polyacrylamide consiste & assurer une identification des fractions
protéiniques collectées aprés chromatographie en phase liquide, par suite d'une migration
dans un champ électrique.

Préparation du gel de Polyacrylamide

L'électrophorése est généralement réalisée dans des colonnes de verre (0,5 x 10) avec des gels
a 7,5% (p/v) d'acrylamide selon la technique de Maizel (MAIZEL, 1964).

Technique de MAIZEL

Le gel de polyacrylamide est préparé par mélange & parties égales des quatres solutions
suivantes:

- Solution n°l

Acrylamide 40g

NN - méthylene - bis - Acrylamide 1,06g

Eau distiliée QSP 100ml
- Solution n®2

- dimethyl aminopropionitrile & 2% (v/v) dans la solution mére de tampon Tris -
Glycine diluée 2.5 fois.

- Solution n°3
Ferncyanure de potassium 4 0,03g% (P/V)

- Solution n°4

Persulfate d'ammonium 0,48g% (P/V), solution préparée extemporanément avec
du persulfate préfablement déanéehd (au desmicntear) hetcol premicren rofatons sont dabuod
mélangées et dégazées au speed - vac pendant 15 3 20 mn avant d'ajouler la qualtriéne.

La concentration tinale en Acrylamide est obtenue par dilution convenable de fa sotution n°l.
Mise ¢t ocuvee de Ja teehnigque d'électrophordse

L'¢leetrophorése unidimensiounclle des protéines est idalisée sur gel de polyacry lnude.

Le gel ainsi préparé est coulé dans des moules verticaux de 16em de long sur 18 cm de large.

Les chambres d'electrophorése conticnnent du tampon (ris 0.25 M ¢t de la glycine 1,92 M pil
8,5 dilu€ extemporanément au 1/)0.

L'échantillon protéique est concentré dans le sucre glace environ une heure et additionné de
10% (v/v) d'une solution aqueuse de bleu de bromocresol (3 gouties) & 0,5% et est déposé sur
le gel @ l'aide d'une micropipette gilson (2 a SO pg de protéines contenues dans un volume du
20 4 100p!). Un courant de 4 - SmA par gel est appliquée, jusqu'a migration de I'indicateur sur
une longueur de gel de 10cm (generateur a 150V).

Aprés 3 heures de migration, les bandes protéiques sont visualisées par deux mdéthodes
différentes.

Coloration et décoloration des protéines:

- coloration au bleu de coomassie des protéines :
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Les gels sont démoulés et colorés pendant deux heures dans une solution de bleu de
coomassie (CBB) R a 0,25% contenue dans un petit bac dans un mélange méthanol/acide
acétique /eau distillée dans les proportions suivantes 5/1/4.

- Décoloration des bandes :

Elle s'effectue en éliminant le liquide colorant et en ringant rapidement le gel & I'eau. Le gel
est ensuite plongé dans fa solution de décoloration constituée par un mélange méthanol/acide
acétique /eau distillée dans les proportions suivantes 3/1/10 pendant 24 heures a 37°C, en
changeant trois fois le bain Un morceau de mousse ou de kleenex peut servir a absorber le
bleu.

Apres la décoloration les rapports de migration des bandes protéiques sont déterminés par
mesure (longueur de fa bande/longueur du gel).

Coloration au périodate par la réaction de Schiff
Pour la mise en évidence des glycoprotéines, nous avons utilisé la méthode préconisée par

CHIPPENDALE et BECK (CHIPPENDALE et BECK,1966) aprés un séjour d'une heure
dans la solution suivante :

Acide périodique 2
Acide acétique 68
Eau distillée QSP 200m}

Le gel est rincé une heure dans de 'eaun distillée, puis placé dans le réactif de Schiff pendant
encore une heure. [} est ensuite stocké dans une solution de métabisulfite de sodium a 1% a
I'obscurité jusqu'a disparition de l'excés de colorant : les protéines présentant une partie
glycosylée apparaissent fortement colorées en rouge.

Dosage des fractions protéiques

Dans un tube a essai, 1,5 ml de réactif de BRADFORD sont mélangés a 1,5 ml d'échantilion
- fractionné. L'ensemble est vortexé et laissé trois minutes avant de procéder a la Jecture des
densités optiques a 260nm. Un témoin (Blank) est réalisé avec le tampon d'élution
correspondant. {,a cuve est toujours bien nettoyée a 'acétone avant de changer d'échantillon,
Dans la mesure ou les gquantitds supposées de proléines s'averent Taibles aprés ce dosage, [
détermination des concentrations en fractions protéiniques peut étre réalisée par comparaison
a une gamme ¢talon d albumine & 0.5mp/l utilisée 3 des concentrtions de 2 4 6 R

10ug/ml.

1.2.3. Etudes immunologiques :

1231, Activitds biotopiques des protéines totales sur souris blanches ¢t des (ractions
protéiques sur cobayes :

- Aclivité biologique des protéings Lotales sur souris blanches

Il est réalisé sur 9 souris deux pour les protéines extracellulaires, deux pour les protéines
intracellulaires et deux pour les protéines du corps bactérien.. Un témoin est retenu pour
chaque compartiment.. Ces derni¢res regoivent par vote sous - cutanée 200ul d'extrait lolal
protéique additionné de 200ul de solution de CaClz & 5%. Les animaux sont suivis
quotidiennement. A la mort, un frottis de sang est réalisé a partir d'une ponction cardiaque
pour confirmer l'activité de I'extrait protéique obtenu aprés extraction.

Les souris témoins ne regoivent que le milieu de culture 4 titre de comparaison avec les essais.

- Activité biologique des fractions protéiques sur cobayes :
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[l est réalisé a partir de huit lots de deux cobayes pour le milieu extracellulaire, deux lots de

deux cobayes pour le milieu intracellulaire et de deux lots de deux cobayes pour le corps
bactérien.

La procédure est identique a la précédente.
1.2.3.2. Etude du pouvoir immunogéne des fractions protéiques :
Test d'immunisation sur cobaye

Les fractions solubles sont formolées (5 ml de fraction est mélangé 2 0,03 ml de formol a
40% donnant une dilution finale de 6%o ), tandis que les fractions liées au corps bactérien ne
sont pas formolées, car non toxiques, puis inoculées a des cobayes par voie intramusculaire
profonde 4 raison de 200u)/animal.

Ainsi, 8 fractions extraceliulaires, deux intracellulaires et deux du corps bactérien sont
inoculées a 4 cobayes a chacune ; les deux cobayes témoins par compartiment, re¢coivent une
injection de milieu de culture stérile.

Le sang de tous les animaux est prélevé avant l'inoculation, une et deux semaines aprés
inoculation pour apprécier |'évolution des anticorps sériques (cinétique des anticorps) :

Les animaux inoculés sont suivis journaliérement pendant une période 14 jours (les
commeémoratifs sont notés sur chaque animal et a la mort, un diagnostic est réalisé), a I'issue

de chaque semaine des prélévements de sang pour récolte de sérums a tester par ELISA
anticorps. sont réalisés.

Test d'épreuve :

Lo souche d'¢preuve ulilisée est Ta souche séndgalaise originaive de Vhies, pathopéne ol
revivifiée par culture de 15 a 18 heures.

Au bout de deux semaines du test d" immunisation, les animaux survivants regoivent par voie
intra - musculaire profonde une dose de 200p! d’unc suspension bactérienne addilionnée de
200pl de CaCl2d $%. 1'¢volution de la tumewr s'y observant aisément au point d*inoculation
Tous Jes animaux inoculés sont suivis réguliérement pendant une période de deux semaines.

A l'issue du test d'immunisalion, les animaux survivants font 'objel de prise de sang pour L
recherche d'anticorps sériques par le test ELISA anticorps.

1.2.3.3. Suivi de la cinétique des anticorps et dosage des immunoglobulines :

Les sérums de cobaye sont récoltés pendant les trois périodes : avant inoculation. une semaine
aprés inoculation et deux semaines aprés l'inoculation des fractions protéiniques, et sont
soumis a des tests séro — immunologiques tels que I'Enzym linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA). le dosage des classes d'immunoglobulines tgG et igM pour vne dude de fa
cinétique des titres et teneurs en anticorps anti - Cl. Chauvoei produits au cours de
I’immunisation.

Les sérums de cobayes ayant regu les parties protéiques issues de la dissociation des
glycoprotéines du corps bactérien sont testés comme précédemment dans la perspective du
choix de la fraction protéique ta plus immunogéne de CI. chauvoei.

- Principe des tests ELISA

A Dissue du test d’épreuve, le suivi de la dynamique des anticorps produits au cours de
I"tmmunisation cst réalisé grice & la méthode ELISA indirccte
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Les tests sérologiques sont utilisés pour mettre en évidence, la présence d'anticorps ou d'un
antigéne dans le sérum ou le plasma d'un animal suspect par la formation d'un complexe
immun anticorps - antigéne.

Parmi eux, les tests ELISA pour le dosage des anticorps ou des antigénes sont couramment
employés.

Ces tests ELISA mettent a profit la propriété que possédent certains matériaux insolubles,
notamment les polystyrénes, de fixer des molécules protéiques telles que les anticorps et les
antigénes par le biais de liaisons chimiques reversibles.

De nombreuses variantes des tests ELISA existent et peuvent étre classées sur la base des

différents criteres. Le critere méthodologique est couramment employé et permet de
-distinguer:

- Les tests par capture de l'anticorps

- Les tests par capture de I'antigéne
- Les tests en sandwich avec deux anticorps

Dans chaque cas, le principe et le protocole sont similaires.

Le choix du test est fonction des types d'anticorps ciblés (polyclonaux purifiés ou non par
affinit¢ monoclonale unique ou non) ou du niveau de pureté de l'antigéne et du type de plaque
de microtitration (adsorbtion élevée pour petite molécule ou pour grosse molécule protéique)
Test Micro - ELISA de détection d'anti corps sériques anti - CL Chanvocei :

- Schéma général
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- Principe

[l s'agit de mettre en évidence la présence éventuelle d'anticorps spéeiliques dans te sérum
d'un animal suspect.

Dans un premier temps, les parois internes des cupules d'une plagque ELISA sont
sensibilisées par adsorption de I'antigéne C/ chauvoei.

. la seconde étape met en contact le sérum & tester avec l‘antigéne adsorbé et conduit 4 une
réaction antigéne anticorps si le sérum renferme des anticorps spécifiques.

Un antisérum spécifique du sérum 2 tester et marqué par une enzyme (un conjugué) est ajouté
dans un troisiéme temps pour se fixer au complexe antigéne - anticorps déja formé.

Enfin, une quatriéme étape consiste a révéler cette fixation par adjonction d'un chromogeéne
de V'enzyme du conjugué (peroxydase).

La coloration qui se développe est proportionnelle & l'intensité des réactions antigéne -
anticorps de la deuxiéme et de Ja troisieme étape. Elle peut étre appréciée a l'ceil nu ou
mesurée avec précision par un spectrophotométre qui l'exprime en densité optique (D.0O.).

I} est a noter que les conditions optimales de travail devront étre définies par des cssais ou
titrages réalisés avee des sérums témoins positifs et négatifs connus :

Quantité de réactif par cupule, dilution standard pour le criblage des sérums, temps de
réaction et température d'incubation pour chaque étape, méthode de lavage des cupules etc. Le

trajet optique pour la lecture des D.O au spectrophotomeétre dépendra des chromogénes
utilisés comme révélateur.

- Récolte et stockage des sérums

Le sang prélevé a I'oreille de 1'animal sur tube sec (sans anticoagulant) doit étre traité de la
maniére suivante pour la récolte du sérum a utiliser dans les tests ELISA.

Les tubes contenant le sang sont laissés au repos a la température du laboratoire et 4 |'abri du
soleil pendant 8 & 12 heures au maximum.

. Centrifuger a 3000 tours/mn pendant10mn (1500¢g)
. Le sérum est recucilli (surpageant) dans un o plusieurs eryotubes & Faide d'une micro -
pipette de 1000 plitres en y ajoutant éventuellement un préservatil’ (benzoate de sodium @
1%o).
Les)numéros d'identitication sont portés sur les cryotubes et les sérums sont ainsi stockds i -
20°C ou a - 80°C au congélateur.

On évitera de décongeler les sérums plus de deux fois.

- Préparation des tampons

* Les différents réactifs biologiques ci - dessus mentionnés ne sont pas utifisés purs. [ls doivent

gtre dilués dans des milieux appropriés pour étre portés aux concentrations de travail détinies
par les essais.

- Tampon de dilution de 'antigéne

Na,CO, [1.,55¢
NaHCO3 293¢
Eau distillée 1000ml

Au besoin, le p H 4 9,6 est ajusté avec une solution [N de NaOH ou une solution a 10%
d'acide orthophosphorique. Ce tampon peut se conserver une semaine a + 4°C.

- Tampon PBS PH 7,2 4 7,5 pour le lavage, le blocage et la dilution des sérums et du
conjugué
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NaCl 8.0g
NaHPO4  1,4g
KH2PO4 0,2g
KCl 0.2¢
Eau distillée 1000 mi

Ajuster le pH 2 7.2 - 7,5 comme ci - dessus.

Ce tampon additionné de 0,5% d'albumine de mouton servira de blocage : cette préparation
est extemporanée.

- Pour les lavages. du tween 80 (un détergent) est ajouté a raison de 5 ml /litre de tampon
sans albumine.

- Les sérums et Je conjugué sont dilués avec le tampon + tween + 0,5% d'albumine
(adjonction extemporanée de l'albumine). o '

- Tampon PH 4,0 de dilution du révélateur

Na - Citrate 5,65g
Acide Citrique H20 6,45¢g
Eau distitlée stérile 500 ml

Ajuster 3 PH 4,0 comme précédemment. Cette solution se conserve & +4°C pendant une
semaine.

- Solution de Tetra Méthy) Benzydine (TMB) = chromogéne de I'enzyme

Tampon PH 4.0 10 ml
TMB 100 ul
H202 4 30% 100 pl

© L'arrét de la réaction, est obtenu avec 'acide phosphorique 1M et la lecture 2 450 nm

' Préparation de I'antigéne de sensibilisation des plaques

‘L'antigéne (1. chauvoei wtilisé dans I'expérimentation a ¢té préparé comme suil :

- Cufture du germe sur milieu viande fote glucosé
- Fractionnement par la chromatographie en phase liquide (CPL). [.a protéine anfipénique est
représentde par la [raction oblenue qui a &1¢ concentrée A l‘aide de sucre glace,

L'antigéne (fraction protéique préparée est aliquotée puis conservée a - 20°C jusqu'a son
utilisation.).

Préparation du conjugué

Préparation du conjugué :
- Réactits

Peroxydase

Solution d'antiglobulines

Tampon carbonate - bicarbonate 0,05M, pH 9,6
Tampon POq, 0,01 M, pH 7,8

Solution stock A: NaH2PO4 0.2M

Solution stock B: Na2HPQO4 0.2M

Tampon de travail A 42.5ml
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B 4755ml

Compléter & 10 litres avec de I'eau distiliée et ajuster le pH a 7,8 avec de I'acide phosphorique
a 10P100

. Solution de NaCl, 2M

. DES2 - cellulose

.Séphadex G50

- Conjugaison :

Ratio: protéines des antiglobulines: 10 mg/ml dans un volume x
peroxydase: |mg/ml dans un volume 10x
On procéde par les étapes suivantes:

l. la quantité requise d'antiglobutines est diluée dans le tampon carbonate bicarbonate pH
9.6. Dialyser une nuit & +4°C contre le méme tampon pH 9,6

2. Le méme jour,du séphadex GS0 est équilibré & pH 7,8 avec le tampon 0,01 MPQO4, puis la
colonne de chromatographie est remplie puis le gel est laissé se tasser une nuit 4 +4°C (en
fermant 'ouverture supérieure).

3. Dans les mémes conditions, une colonne de DE 52 - cellulose (une petite colonne) est
préparée, également,

4. A la fin de la dialyse les antiglobulines, sont transférées dans la solution 10x de peroxydase
_ et laissées en dialyse pendant 24 heures a + 4°C.

‘5. Au bout de ce temps, le conjugué est récolté et la peroxydase non fixée, éliminée par
filtration 4 travers le gel de sephadex GS0. Le conjugué est contenu dans les premiers éluats.

6. Le conjugué ainsi élué doit étre a nouveau purifié puisqu'il referme toujours des fractions
non désirées : Globulines non marquées et insufisamment marquées : globulines surmarquéces.

Les fractions non désirées sont éliminées par la chromatographie sur échangeur d'anions
(DES2).

. Le conjugué est versé dans la colonne de DES2, puis du tampon PO4 pH 7.8, est ajouté.
~ A partiv de 1 solution 2M de NaCl, des dilutions de 0,1 - 0,25 - 0.4 - ¢l 0.8M de NaCl sont
préparées dans la tampon POs.

. 'élution est entamée avec le premier tampon NaCl 0,1M, puis le second (0,25M), ainst de

suite (gradient de tampon NaCl - Phosphate) en récoltant séparément les éiuats issus des
différents tampons.

. A la fin de la chromatographie, une petite quantité de chaque éluat est prélevée et diluée au
1/100. Pour chaque dilution d'éluat, la densité optique (D.O) a 280nm et a 495 nm est
mesurée. L'éluat qui donne le résultat ci dessus représente la fraction a conjugaison optimale.
Cette derniére fraction est recueillie ies autres éluats jetés :

do 4 495 nm/do 4a280nm=2,537,0

Le conjugué ainsi purifié est ensuite concentré sur filtre Amicon puis additionné de 0,02%
d'une solution d'Azide de sodium.

Il est ensuite titré et stocké a + 4°C aprés I'avoir dilué au 1/2 dans de la glycérine pure.

Titrage du conjugué :

Consiste & déterminer le titre optimum de son utilisation

Substrat de révélation :
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C'est le Tetra Méthyl Benzidine (TMB), en mélange a parties égales avec de 'eau oxygénée 2
30% qui est utlisé comme révélateur de l'enzyme du conjugué.

Réalisation du test.

[l comporte les étapes suivantes :

- Sensibilisation des plaques_: (plaques dynatec Immunolon nd M129B, 96puits, fonds plats)
L'antigéne Cl.chauvoei (fraction protéique) purifié par la chromatographie en phase liquide et
concentré est dilué a 1%0 avec du tampon carbonate bicarbonate pH 9.6. Cette solution
antigénique est répartie dans la plaque ELISA & raison de 100pl/cupule. On scelle et on

homogéneise par agitation douce et on laisse incuber une nuit a + 4°C.

. Les cupules de la rangée verticalel de la plaque serviront de témoin « Blank » au moment de
la lecture et ne sont pas sensibilisées.

. Le lendemain, la plaque est vidée et rincée rapidement (un ringage) avec un tampon de lavage
PBS - Tween 20. la plaque est ensuite égoutée sur éponge.

- Blocage :

Le blocage consiste a parfaire la saturation des pores des parois internes des cupules pour
éviter la fixation non spécifique d'anticorps sur I'antigéne de sensibilisation.

Le tampon de blocage est le PBS - Tween additionné de 0,5% d'albumine provenant d’une
espéce animale autre que celle dont le serum est testé.

Ce tampon est distribué a raison de!50p) par cupule sensibilisée. L'incubation a licu a 37°C
sous agitation pendant trente minutes.

Réaction antigene - anticorps

Aprés le temps de blocage, la plague est vidée. Les sérums dilués (dilution unique au [/200)
sont distribués a raison de 100 pl/ cupule et deux cupules par sérum.

Le milieu de dilution des sérums est le tampon PBS - Tween 20 sans albuminc. Chaque
plaque a regu en méme temps que Tes sérums § tester, un sérum témoin positfet un négnsit de
rétérence choisi parmi nos animaux gd'expériences.

L'incubation a licu 2 37°C pendant 30 mn sous agilalion.

A la fin de l'incubation. la plaque est vidée puis rincée rapidement et ensuite trempée deux
fois S mn dans le tampon PBS - Tween 20. Aprés le dernier trempage la ptaque est Egouttée
sur éponge.

Réaction du conjugud.

Le conjugué est porté a la dilution de travail retenue lors des titrages (ici.1%o). Le milieu de
dilutton est le tampon PBS Tween additionné de 0,5% d'albumine.

La dilution du conjugué est extemporanée.

Le conjugué dilué est distribué a raison del00pl/cupule sensibilisée. L'incubation est faite
dans les mémes conditions que pour les sérums.

Au bout de ce temps, la plaque est vidée rapidement, rincée puis trempée trois fois 5 minutes
avant d'étre égoutiée.

Révélation et lecture des plaques
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Le mélange Tetra Méthy! Benzidine (TMB) eau oxygénée, mdlque plus haut comme
révélateur est distribué a raison de 100 pl/ cupule, y compris la rangée verticale 1.

L'incubation a lieu a 37°C pendant 20 minutes, sous agitation et a {'obscurité.

Au bout de ce temps, la réaction est arrétée avec une solution 1M d'acide orthophosphorique a
raison de 100ul / cupule.

. La lecture des résultats est faite par un spectrophotométre muni d'un filtre de 450nm de
longueur d'onde. L'intensité de la coloration de chaque cupule de la plaque est exprimée en
densité optique (D.O).

Interprétation des résultats

La D.O moyenne de deux cupules de chaque sérum testé représente le résultat de ce sérum.
Ce résultat peut étre converti en pourcentage de positivité (PP) par rapport a la densité optique
moyenne des cupules du 1¢moin de référence de la plaque.

La D.O ou le pp représentant le seuil de positivité peut étre défini a partir de plusieurs
centaines de sérums négatifs provenant d'une zone indemne en comparaison avec le témoin de
réference positif. Dans ce cas, il sera appliqué a l'ensemble des plaques.

Le seuil peut également €tre déterminé pour chaque plaque a partir des densités optiques de
ses propres témoins témoins positif et négatif.

Dans la présente étude, c'est la valeur 0,100% de D.O qui est retenue comme seuil de
- posttivité.

Dosage direct des classes d'lmmunoglobulines
- Principe :

Cette méthode consiste a déterminer la teneur en immunoglobulines G ¢t en
immunoglobulines M du sérum.

Les immunoglobulines supposées présentes dans le sérum ou le calibrateur peuvenl entrainer
une agplutination immunologique avee le conjugnd spéeiligue de animal.

Llintensité de I"agglutination est proportionnelle a la concentration en immunoglobulines de
["échantillon (essai sérums) et peut ¢tre mesurde par turbidimétric (BAUDITER S and DA,
F. 1996).

Technique de BAUDHER

Dans la mise en oeuvre de ce test. le conjugué anti 1gG de chévre est utilisé 2 2.4 ¢/l
Le tampon tris de dilution du conjugud 1gG pll 7.2 est & 72 mmoles/|

Le polyéthyieneglycol 6000 a 1,5%

L.e conjugué anti [gM de chevre est utilisé 8 4.5 p/l

Le tmmpon tris de dikrton du conjugud igM pEl 7.2 est a 84 mmoles

Le polyéthyléne glycol 6000 est 4 1,8%.
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Procédure manuelie du test

Il s'agit d'un dosage direct.
Les sérums et les conjugués sont dilués selon le tableau indiqué :

‘ Blanc serum | Etaion Dosage I
Fau distillee 1000 pl 500 pl 500 pl ||
“Tampon 250 pl 250 ul |
Antisérum 250 pl 250 ul

'Etalon de dosage TO ul [ 10y} 10l

L'ensemble est incubé a 37°C pendant 10mn et |a lecture est faite a :
570 nm (550 a4 600nm) pour les fgG et a 340 nm pour les [gM.

Les concentrations normales en immunoglobulines sont estimées chez le cobaye 2 une valeur
de 2,8 ¢/l (SCHALM. G. W, 1975).

1gG 2,065+ ou-0,14 g/

IgM 04 +ou-0,0lg/l

Procédé de calculs

La différence d'absorbance est calculée sur la basc de la formule suivanie :

Absorbance du calibrateur = Absorbance calibrateur — Absorbance sérum. La concentration
est obtenue par interpolation de la différence d’absorbance (Absorbance de I'échantillon) dans
la courbe de calibration.

Possibilité d’automatisation du test :

Des appareillages pour des gammes variées existent pour la mise en oeuvre de ce tesl. sont
disponibles et peovent e nequis sur commande.

1.2.3.4. Westernblot de détection d’anticorps sériques antt C/ chauvoei

La technique du Westernblot est basée sur la possibilitd d un transfert complet ¢l quantitatil’
des protéines du gel PAGE SDS sur des membranes de nitrocellulose (TOWLLEIN, H et
al.1979 : NEAL. B. 1981).

L avantage de cette technique est sa sensibilité et une conservation facile de ses réactifs Ja
. rendant utilisable pour des études séro - immunologiques (GERSHONI, J et al, 1983 ;
JHONSON. T. [983 ; PASTOR, M. 1989).

- Principe

Les protéines bactériennes sont séparées par électrophorése sur gel PAGE -SDS et ensuite
transférées sur feuille de nitrocellulose.

Ces demiéres sont.divisées en bandes qui sont d’abord bloguées afin de saturer les sites libres
de Ja protéine.

Apres blocage. le sérum est ajouté entrainant la formation d’un complexe antigéne ~ anticorps
(st le sérum testé renferme des anticorps spéeifigues).
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L’antisérum spécifique du sérumn est ajouté au complexe antigéne — anticorps.

L’enzyme (peroxydase) est ajoutée a la fin et la révélation est obtenue grace au
Diaminobenzidine (DAB) mélangé a I’eau oxygénée (H202).

Une réaction positive est caractérisée par |’apparition de bande colorée en marron ou grise.

Cette technique commence par une électrophorése sur gel PAGE, suivie du transfert du gel et
se termine par le Western.

Electrophorese sur gel PAGE - SDS
L électrophoreése a été réalisée par minige! avec une résolution de 12,5% d'acrylamide.

- Préparation des tampons

Tris 1,.5M pH 8.8

Trizma HCL ------- 18.45g
Tris Base =~ -------- 76,95¢g
Le pH est ajusté a 8.8 et la solution complétée a S00 ml avec de I’cau distillée.

Tris 0,5 M pH 6.8

Trisma HCL -—---- 38.1g
Tris Base  =~-=---- 3,35g
Le pH est ajusté a 6,8 et la solution complétée a SO0 ml avec de |'eau distillée.

Sodium Dodecy! Sulfate SDS 10%

- Laury! sulfate ------ S0g
La solution est complétée 4 500mi avec de I’eau distillée.

Acrylamide : Bis acrylamide 30:0.8

Acrylamide = -------- 150¢
Bis nerylamide  ------ g
La solution est complé(ée a 500m) avec de 1'eau distillée,

Persultate d ammonium (APS) 10%

APS  -eee- 0.2g dans 2 mil denu distillée et conservation en endroit obscur.

Tampon de migration

Glycing ------ 1491g
Tris Base ------ 3.03p
Lauryl sultate -- 1g La solution est complétée a 1000ml avec de I’eau distillée.

Tampon de résolution 12,5 %

TrisOSMpH8R  —-eeee- 5.6 ml

Acrylamide : Bis acrylamide ----- 8,4 mi

SDSi10% e 200 pl

Eau distillée e 58 ml

La solution est mélangée en évitant la formation de bulles d’air et rajouter
APS10% e 100 pl

TEMED e 10 ul
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Tampon de concentration

Trs0,SMpH6,8 - 4 m)

Acrylamide : bis acrylamide  ------ 2,4 ml

SDS10% e 160ul

Eau distillée ~  cmeeee- 10 ul

La solution est mélangée en évitant la formatton de bulles d’atr et rajouter
APS10% e 160 pl

TEMED e 12 uL

Réalisation de la technique d’électrophorése sur gel PAGE - SDS

Le matériel comprenant les lames de verre, les spacers, les peignes, est soigneusement néttoyé
a |’éthanol a 70°.

Une fois le montage fait, le gel de résolution est déposé le long du verre et est ensuite
recouvert d’eau distillée 2 sa partie supérieure pour la polymérisation qui dure trente minutes.

Le gel de concentration préparé est placé sur la partie supérieure a la place de |’eau distillée et
les peignes placés immédiatement et I'ensemble est laissé polyménsé pendant une heure au
bout delaquelle, les peignes sont enlevés.

L’antigéne a faire migrer, mélangé au bleu de charge est porté 4 ébullition pendant trois
minutes et est par la suite déposé dans le puit & raison de 130 pl/gel en prenant soin de
réserver une rangée pour le marqueur moléculaire.

L’appareil est placé dans la cuve renfermant le tampon de migration qui est renfermé.
Le générateur est allumé a 200 volts et la migration démarrée.

L'électrophorése est arrétée quand le marqueur moléculaire aura migré jusqu'au bas du gel
(environ | heure 10 mn).

Transfert du ge! sur membrane de nitrocellulose

- Tampon de transfert 10x

NaCl  ------- 2022 ¢
EDTA e 6.724¢p
Tris Base  ------ 12.11g

Le pH est ajusté a 7,0 et le mélange complété a 1000 ml avec de |'eau distiliée

- technique du transtert

Deux feuilles de nitrocellulose néeessaires pour chague pel, sont (rempdes une vis dans la
solution tampon transfert pendant une heure.

6 morceaux de papier buvard sont utilisés pour chaque gel débarassé de ses impuretés et
déposés dans Je tampon transfert.

Le gel est ensuite lavé trois fois/10 mn dans le tampon transfert.
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Le transfert est ensuite réalisé en « Sandwich » selon la procédure suivante :

Papier alluminium
‘Feuille en plastique
Plateau de verre épais

3 Papiers carrés

Feutille de nitrocetfulose

GEL

Feuille de nitrocellulose
3 Papiers carrés
Plateau de verre épais
Feutlle en plastique
Papier alluminium

L’ensemble sandwich est mis en incubation a la température du laboratoire pendant trois
jours.

Blocage

Le « sandwich » est désemballé, et tout est jeté a I'exception des feuilles de nitrocelluose.
Le tampon de blocage est préparé (3% de BSA dans PBS ou du lait écrémé): 100mi de
tampon de blocage est utilisé pour chaque feuille a bloquer.

Les feuilles de nitrocellulose sont laissées & 37°C dans le tampon de blocage pendant une
heure sous agitation continue.

Aprés incubation, les feuilles sont lavées trois fois dans le tampon de lavage composé de
tween PBS.

Les feuilles sont prétes a étre utilisées ou peuvent étre séchées et conservées a — 20°C si le
tost est dilférd,

Westernblot

Le tampon de dilution est préparé (BSA 1% dans PBS) de méme que la fiche de travail en
ayant soin de prévoir un témoin positif.

Les sérums a tester sont décongelés sous la hotte et le plateau est préparé.
La procédure est la suivanie :
. capture de {’anticorps sérique

2,5 ml de tampon de dilution est ajouté dans chaque puit. Les feuilles de nitrocellulose
découpées en bandes a I’aide de scalpel sont numérotées vers le bas au crayon, ['antigéne se
trouvant vers le haul de la bande.

Les bandes sont mises dans les puits correspondant et 20 ul de sérum a tester est ajouté.
Le plateau est recouvert de plastique et est mis en incubation a 37°C a I’étuve sous agitation
continue pendant une heure.

Le sérum a été dilué au 1/100 dans le cas de nos tests.
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. Capture de I'antisérum spécifique

Aprés incubation, le sérum dilué est jeté et les bandes lavées avec Je tampon de lavage trois
fois/10 mn sous agitation continue a la température du laboratoire.

Un troisieme lavage rapide est réalisé et les bandes laissées 5 mn sous agitation constante.
L’antisérum dilué comme précédemment au 1/100 est ajouté a raison de 2 ml dans chaque
puit et I’incubation comme précédemment pendant une heure.

. Capture de la peroxydase

Procéder comme pour I’antisérum en diluant cette fois ci au 1/500.
L’incubation a licu dans les mémes conditions que précédemment pour une durée de 45 mn.

. Révélation

Aprés incubation, la peroxydase diluée est jeiée et les puits lavés trois fois /10 mn
avec un lavage supplémentaire de 5 mn.

La solution révélatrice est préparée : 0,5% DAB.
Cette solution est versée dans chaque puit et de I’eau oxygénée est ajoutée pour avoir la
concentration finale de 0,5% (50 ul H202 dans 100mi de DAB).

[Test a noter que le révélateur apres I’ajout de la peroxydase s‘altére avec le temps.
Le mélange révélateur est versé dans chaque puit et le plateau recouvert de plastique est laissé
sous agitation a la température du laboratoire pendant 5 mn.

Une réaction positive est caractérisée par I’apparition sur les bandes de nitrocellulose
de tdches marron a grises sur les témoins positifs.
Les bandes sont lavées 3 a 5 fois avec de 1’eau distillée pour I’arrét de |a réaction, et laissées
sécher sur feuilles de papicer et collées sur des liches de Weslernblot.

Nos sérums anti F19 et anti F3a sont ainsi testés pour confirmer les résultats obtenus
en ELISA.

1.2.3.5. Séparation des anticorps correspondant aux antigénes les plus
immunogénes par électrophorese sur acétate de cellulose

- Principe :

- L'électrophorése consiste & déposer une trés petite quantité (entre 10 et 40pul) d'une solution
protéique sur un support poreux (bande d'acétate de cellulose, papier filtre, gel d'acrylamide)

dont les extrémités trempent dans une solution tampon appropriée ol plongent deux
- électrodes.

Si l'on applique une différence de potentielle aux deux extrémités du support, les molécules
protéiques sont soumises 2 {'action d'un champ électrique et se déplacent 4 travers le support.
En fin d'électrophorése, les différentes fractions ainsi séparées sont fixées par la chaleur i
I'emplacement qu'elles occupent puis colorées.

On obtient ainsi une bande colorée que 'on peut soumettre a 'analyse photométrique et tirer

de celle-ci une approximation quantitative satisfaisante des constituants du mélange étudié
(ORNSTEIN,L, 1964 ; DAVIS, B, J,1964).
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Mise en oeuvre de la technique

Deux ponts de papier de 205 x 80mm en whatmann numéro 3 ou de papier filtre
ordinaire, épais, ayant de bonnes propriétés d'aspiration capillaire, ont ét€ utilisés.

Ces ponts sont humectés de tampon et repliés autour de deux baguettes de verre
fournies. les baguettes sont insérées dans les cuves du chevalet en appliquant les ponts de
papier contre les parois inclinées.

Les bandes d'acétate de cellulose sont humectées (le dépdt est fait sur la face Ja plus
nette) en les laissant tomber a plat 4 la surface du tampon. Elles sont laissées ainsi 1 minute et
entierement plongées ensuite.

Les bandes sont essorées entre deux papiers filtre : le dépdt peut se faire a ce
moment, a plat 2 4 cm du bout cathodique de la bande (1 a 2 plitre de sérum).

Les bandes sont disposées en travers du chevalier en humectant légérement les
extrémités afin qu'elles adhérent aux ponts (le dépdt toujours du méme cdté). Le deuxiéme jeu
est ensuite maintenu par de baguettes par dessus les bandes et fixé a I'aide des crochets
¢lastiques.

En pressant d'une main sur une baguette, on tircra les bandes du ¢dté opposé pour les
étaler horizontalement.

Le chevalet est placé dans la cuve.

- Mise en marche

Le générateur est branché et réglé pour obtenir 5 mA pour 6 bandes. Les volts sont mesurés
aux extrémités horizontales des bandes (environ 150 volts) et aux électrodes (environ 200
volts).

Le couvercle est renfermdé dans 1a cuve et 1o migration entamée.
. Fin de Y'expérience - Coloration

Le générateur est arrété et les bandes retirées fixées dans un bain de 5% d'acide
trichloracétique (5 mn).

Elles sont plongées aussitét dans la solution colorante pendant 1/4 d'heure, sous agitation
douce.

Les bandes sont ensuite décoforées en plusieurs bains.
Elles sont rendues transparentes par deux moyens :

a) par séchage et par imprégnation dans de I'huile de vaseline ou du baume de Canada et par
pressage entre deux plaques de verre pour photométrie.

b) dés la sortie du dernier bain de lavage, les bandes sont posées sur une plaque de verre
pour I'élimination des bulles et sont aspergées par de l'acide acétique jusqu'a transparence
et portées a I'étuve a 10°C. toujours verticalement.

Pour ['élution, les solvants de |'acétate de cellulose sont utilisés par exemple avec 90% de
chloroforme additionné de 10% éthano! (v/v).

Dans la pratique, la migration a eu lieu a 220 volts/32mn ; Ja coloration utilisée est le rouge
ponceau. »
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Poue Ly décoloration ; on utilise de Pacide acétique 3 5%. aprds décoloration, le gel est plongé
soit duns du méthanol soit dans de {'éthanof.

Site gel a été plongé dans le méthanol, 1] est nécessaire de prendre soin d’incuber une minute

et 30 secondes (Imn 30 sec) ; si par contre e gel a été plongé dans de I'éthanol on incube
2mn 10. Pour |a diaphanisation :

37.5 mt de méthanol et 2,5ml de diacetone alcool et 10 ml d'acide acétique pur sont mélangés,
- leclure au densitomeétre

La lecture peut se faire sur bande transparisée ou non.

[.¢ lecteur est branche et fa bande est introduite a | ‘emplacement prévu A cet effet, sous la téte
de lecture.

L"¢paisseur du trait lumineux est réglé & lmm environ et la Jargeur du trait lumineux (largeur
de la bande ¢t la couleur du filtre en fonction du colorant.

La t¢le de tecture se déplace le long du protéinogramme fixé pas a pas par pression sur un
bouton de télécommande.

It existe un commutateur de déplacement rapide vers la gauche ou vers la droite.
l.¢ spot cst amené sur la fraction 1a plus dense {albumine, dans le protéinogramme). La valeur
maximale des densités optiques (DO) est réglée vers la division 80 du galvanométre.

F.c spot est ensuite ramené 4 la position de réglage qui est le zéro.

La (éte de jeclure est avancée coup par coup et chaque valeur est notée.

- Interprétation des résultats :

La courbe correspondant aux valeurs obtenues est tracée et ta surface de chaque pic est
calculée a I'aide de la formule suivante S=h x b

S = surface en m2

[T hauteor en mm

13 largeur prise a 55% du sommet.

A partir des surfaces obtenues, on peut déduire les % de chaque fraction protéique. La
proléinémie connue est exprimée en g/l.

Selon SCHALM (SCHALM, 1975), les valeurs normales sont :

Ig % (c)en ghl
Alpha 1 globulines 9 0,27
Alpha 2 globulines 21 0.63
G plobadines 2) 0,69
Béta globulines 47 1,41

1.2.4. Choix et analyse moléculaire de I’antigéne immunogéne candidat
1.2.4.1 Choix de I’antigene le plus immunogéne :

Montrer comment ont été choisies les deux fractions envoyées a I’institut Pasteur et le choix ;
définitif de |'une d’elles (caractéristiques ). !

. |
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1.2.4.2. Structure et composition en acides aminés de la fraction choisie :

- Digestion enzymatique :

[."échantillon protéique en pel de polyacrylamide est digéré dans 400 ul d’une solution de
timpon Trix — HCT 0,05M A pH 8,6 dans 0,03% de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) 4 une
temperature de 35°C pendant |8 heures en présence de 0,4 pg d’endoprotéase lysine C.

Les peptides dérivés de la protéine 19 choisie, sont par la suite séparés par la technique de
Chromatographie en phase liquide sous haute performance (HPLC).

- Séparation des peptides par la technique HPLC ;

L chromatogeaphic en phase liquide & haute performance constitue une méthode performante
chn raison de son pouvoir €levé de séparation des peptides de faible poids moléculaire. Cette
techmique est spécificique. trés sensible. rapide et automatisable (DOUROQUGH ct al. 1975).
Iicchromatographic & aute pression est normalement conduite a ta température ambiante e,
fes possibilités de dégradation thermique sont éliminées.

e chromatographe utilisé par CALVIN et al (1974) était équipé d’un détecteur ultra — violet
(UV) a254 nm.

Pratihsation de détecteurs ultra violet/visible (uv/vis) a permis d'alleindre des seuils de
schsibililé élevés, Diftérents types de colonnes sont utilisés en fonction de la nature du ou des
composés a analyser.

Ainsi les peptides ont éte ensuite séparés sur colonne de DEAE sépharose A comme phase
stationnaire et de acdtonitrile 20 45% en TFA D 0,1% comme phase mobile.

- Microséquengage protéique :

La méthode d'Edmann trés sensible est utilisée pour la détermination de la séquence en acides

aminés d’une protéine. Elle consiste en une dégradation séquentielle a partir de I’extrémité
Nif2 terminal.

Les résidus acides aminés sont par la suite identifiés par la HPLC, donnant alors la structure
primaire de la protéine.

Un séquenceur de type 473 A Biosystémes appliqués en 22 cycles, a été utilisé pour la
détermination de la séquence du fragment 14 de la fraction 19.

1. Résultats — Discussion

A I'issue de nos différentes manipulations, les résultats suivants ont été obtenus et vont faire
I*objet de discussion par rapport a ceux trouvés par d’autres auteurs.

I1.1. Etudes bactériologiques générales :
- Caractéres culturaux :

La culture de CI. Chauvoei sur le milieu anaérobie viande foie glucosé a donné au bout de 24
heures un trouble important, accompagné d’une production de gaz.

L’examen du frottis a {"état frais a révélé des bacilles en forme de chaines parfois isolés.

L observation du frottis coloré par la méthode de Gram a donné des bacilles a Gram positif.
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On peut noter que CI. Chauvoei est un bacille qui pousse trés rapidement avec production de

gaz sur milieu anaérobie viande foie glucosé en une période trés courte en 6 heures ( in
LEON LEMINOR,1989).

- Caractéres biochimiques

La souche de ('lostridium chauvoei étudiée  fermente certains sucres : le glucose, le lactose,
lc maltose ct le saccharose. L’absence d’hydroxyde de la salicilline a été observée confirmant
d’autres auteurs ( LEON LEMINOR et al, 1989).

Etude des protéines bactériennes :

- Séparation et identification des protéines bactériennes par chromatographie en phase
liquide (CPL).

. Protéimes extracellunlaires :

1Les résultats sont rapportés dans le tableau 1 suivant :

Tableau | : Fractionnement des protéines totales du milieu extracellulaire_

N7 EchimGlTon Denstités optiques { DO)
T (dépat) 0

2 + phosphate ZmM 0 213
31 phosphate ZmM 0.331
4 + phosphateZmM 0,290
ST phonphate SmM RWA
6+ phosphale 5 mM 0,172
"7 ¢ phosphalc 5 mM 0,323
g + phosphate TOmM ,344
9+ phosphate TOmM 0,361
[0 + phosphate T0 mM 0.125
TT+NaCTIS5mM + phosphate T0 mM 0.02

128 NaCT 25 M1 phosphate T mM 0.211
[3+ NaCT25 mM + phosphaie T0 mM 0,356
14 + NaCl 50 mM + phosphate 10 mM 0
T5 + NaCT 50 mM + phosphate T0 mM 0,03

16 +WNaCl 50 mM + phosphate 10 mM 0,108
[7+ NaCl T00mM + phosphate TOmM [0
18 + NaCT 100 mM + phosphate TO mM — [0,114
19+ NaCT 100 mM + phosphate 10 mM— [0,157
20+ NaCT250 mM + phosphate T0 mM 0
21 + NaCT 250 mM + phosphate T0 mM 0,201
27+ NaCl 250 mM + phosphate 10 mM
23 + NaClI 500 mM + phosphate TO mM [ 0,025
24 + NaCl 500 mM + phosphate 10 mM U
25 + NaCl 500 mM + phosphate T0 mM 0

Ces résultats obtenus indiquent que des fractions protéiques renferment des quantités
importantes de protéines. Celles-ci sont : les fractions 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16,
18, 19et21.

Afin de procéder a une évaluation des densités optiques, une représentation graphique des
valeurs des densités optiques en fonction du gradient tampon phosphate - NaCl utihisé€ a été
effectuée : les résultats sont rapportés dans la figure 1.
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Densité optique

Figure n°1: Fractionnement des Proteines extracellulaires
de CIl. Chauvoei par CPL.
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Fig 1: Représentation graphique des densités optiques en fonction du gradient tampon - -'

Phosphate - NaCl a partir de la colonne de Sépharose A pour le milieu extracellulaire de CI.

chauvovi.

[ ressort de ce graphique que, plusieurs pics dont les plus importants sont sélectionnés en
fonction de leur gradient d‘¢lution. Les fractions correspondantes a ces pics sont utilisées pour

I"étude immunologique.

Les huit fractions correspondantes a ces pics sont les suivantes :

3-7-8-9-13-16-19 et2l.

. Protéines intracetlulaires :

L¢ fractionnement a donné fes résultats rapportés dans la tableau I suivant :

Tableau I1 @ Fractionnement des protéines totales du milieu intracellutaire

N échantillon (Toie intracellulaire) —— TDensités optiques
T{Dépon) |0
2 + Phosphate ZmM’ 0,003
3 + Phosphate 2ZmM 0,004
4 + Phosphate ZmM 0,004
5 + Phosphate SmM 0,002
6 + Phosphate SmM 0.0713
phasphike SmM™ 0,001
8 1 Phosphaic TOmM ™ 0,003
9 + Phosphate TOmM 0.003
TO 4 Phosphate TDmM 0,002
17 + NaCT2Z5mM + phosphate TOmM 0,008
12+ NaC1 Z25mM + phosphate TOmM 0,240
3+ NaCT25 mM + phosphate TOmM 0.005
141 NaT50mM 1+ phosphate TOmM 0.187
A5 F NaCT50mM + phosphate TOmM 0,003
+ NaCT 50mM + phosphate 1T0mM 0,011
7+ NaCT TOOmM + phosphate 10mM ,017
18+ NaCl T00mM + phosphate 1umM 0,015
10+ NaCT 100mM + phosphate 10mM 0,002
207 NaCT250mM + phosphatc T0mM 001
21+ NaCT250mM + phosphate TOmM 0.003
220 NaCT 250mM + phosphate TOmM 0.001
23+ NalT500mM + phosphate TOmM 0
24 + NaCj 500mM + phosphate 10mM d
25 + NaCT 500mM + phosphate TOmM 0

Les résultats indiquent la présence de fractions protéiques moins importantes dans le milieu

intraceliulaire.

Ces fractions au nombre de deux, renferment des quantités importantes de protéines si 1'on
considére les valeurs des densités optiques obtenues.

La représentation graphique des valeurs des densités optiques (DO) en fonction du gradient
d"élution & partir de la colonne de DEAE sépharose A est rapportée sur la figure 2.
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Densité optique

Figure n°2: Fractionnement des Proteines intracellulaires de
Cl. Chauvoei par CPL
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Figure 2 : Représentation graphique des DO en fonction du gradient d'élution 2 partir de la
colonne de DEAE sépharose A Cl ~ 6B des protéines fractionnées du milieu intracellulaire

Ce graphique montre ’existence de deux pics qui sont retenus pour [’étude immunologique.
Il s’agit des pics numéro 2a (12) et 2b (14).

. Protéines liées au corps bactérien :

Les résultats sont rapportés dans le tableau I11 sujvant:

Tableau Il : Fractionnement des protéines totales Jiées au corps bactérien

N echantillion (foie intracellulaire) Densites optiques

T (Dépot) 0

2 + Phosphate 2ZmM 0,005

3+ Phosphate ZmM 0.004

4 + Phosphate 2ZmM 004

5 + Phosphate 5mM 0,002

6 + Phosphate 5mM 0,003

7+ phosphate 5mM ,005 |
|8 + Phosphate T0OmM 004 f
U+ Thosphate T0mM 0.006

H0 1 Phosphale TOmM ,009

[T+ NaCT25mM + phosphate T0mM 0,002

T2+ NalT2Z5mM + phosphate TOmM 0,179

13 + NaCT725 mM + phosphate TOmM [ 0,002
T4 TNaUT30mM 1 phosphale TOmM 0,002
15 1 NaCl 50mM |- phosphalc TO0mM 0,049
16 + NaCT 50mM + phosphate 10mM 0,003
I7+ NaCT T0O0mM + phosphate [0mM 0,007
18 + NaCT T0OOmM + phosphate 10mM 0,004
[9 + NaCl 100mM + phosphate 10mM 0,006
0+ NaCT250mM + phosphate TOmM-— [ 0,005 |
2T+ NaCT250mM + phosphate T0mM 0,009
27+ NaCl 250mM + phosphate] 0mM 0,006
+ NalT 500mM + phosphate 10mM 0
24+ NaCT 500mM + phosphate 1UmM U
+ NaCT 500mM + phosphate IT0mM 0

Ces résultats indiquent un faible nombre de fractions renfermant des quantités importantes de
protéines.

Ces lractions sont au nombre de deux (3a et 3b) au niveau du corps bactérien.

La représentation graphique des densités optiques (DO) en fonction du gradient de tampons a
eté effectuce sur la figure 3.
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Figure n°3: Fractionnement des Proteines corps bactérien
de CIl. Chauvoei par CPL

Densité optique

Numeéros des dépodts



Deux pics ont été obtenus correspondant aux fractions suivantes: 3a (12) et 3b (15)
Ces deux fractions sont retenues pour |’étude immunologique.

- Purification des fractions protéiques par électrophorése sur gel PAGE

l.es fractions ayant assuré une bonne protection sont retenues pour I'identification du profil
protéique :

Pour le milicu extracellulaire ce sont les fractions suivantes: 3 - 7 - 19 - 21

Pour le milieu intracellulaire. il s'agit des fractions 2a et 2b,

Pour e corps bactéricn. il s'agit des fractions 3a et 3b

Les résultats sont rapportés dans le tableau 1V suivant

Les rapports de migration des bandes sont rapportés dans le tableau [V suivant :

Tableau [V : Electrophorése sur gel PAGE 2 7,5% des fractions protéiques bactériennes

[N"Traction 1lieu Rapport de Migration (RM)
Ja (extrait puritie) Corps bacténen 0,480
19 (extrait punifie) extracellulatre 0,204
2a (extrait purifi€) intracellulaire 0,122
19 (extrait brut) extracellulaire
Ta(extrant hrol)y Corps bactéricn .
Za (extrait brul) ntracellulaire [

Une photo des bandes obtenues (fig 4) aprés la migration permet de commenter les
dilférents profils protdigues.

Les résultats sont rapportés sur la figure 4
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FIG N°4 : Electrophorése sur gel de polyacrylamide a 7,5% des extraits protéiques bruts et des
fractions protéiques purifiées sur colonne anionique de sépharose A CL6B des milieux
extracellulaires, intracellulaire et du corps bactérien de CL Chauvoei

1 = Extrait protéique brut ( protéines totales ) du milieu extracellulaire

2 =Fraction 19 du milieu extracellulaire

3 = Extrait protéique brut ( protéines totales ) du milieu intracellulaire
4 = Fraction 2a du milieu intracellulaire

5 = Extrait protéique brut ( protéines totales ) du corps bactérien

6 = Fraction 3a du corps bactérien



Les vésullats confirment la pureté des fractions 19 du milieu extracellulaire, 2a du milieu
intracelldasre et 3a du corps bactérien.

L extrait protéique brut du milien extracellulaire. montre I'existence de 13 bandes environ
dont {a 2 (Daction 19).

L extrait protéique brut du milieu intracellulaire, a donné deux bandes dont la 4 (fraction 3a).
L"extrait protéique brut du corps bactérien montre deux bandes dont la 6 (fraction 2a).

On peut dire que les fractions ]9, 2a et 3a ont €t bien séparées a travers la colonne anionique
de sépharose A CL6B.

- Extraction et purification des fractions protéiques liées au corps bactérien :

Lu protéme de la fraction 3a dissociée et séparée sur colonne HPLC est soumise & des tests
d’immunisation sur cobayes au méme titre que les autres fractions :

Il est 2 noter que les modifications des protéines par des traitements physiques (comme la
chaleur) ou chimiques, qui entrainent des changements de conformation, peuvent dans
cerlams cas {(mais non constamment) madihicr ou diminuer {fimmunogénicité (ARNON.R,
1974).

Ceei o GI¢ observd dans fa dissociation des glycoprotéines de fa puroi avec la fraction 3a du
corps bactérien de Clostridium chauvoei qui a donné avant dissociation une valeur en
DO/ELISA TAe de 0,325 el nprés dissociation une valenr en DO de 0.300 avec une bhaisse de

Fimmunogéuicité de Mordre de 0,025, ce qui corrobore les observations de ARNON,
R.(1974).

l.cs modifications chimiques sont souvent complexes car elles portent simultanément sur
plusicurs sites antigéniques. L utilisation de fragments de protéines obtenus aprés digestion
enzymatique a permis d'importants progrés, car bien souvent chaque fragment (isolable par
chromatographic) ne porte qu'un ou deux déterminants antigéniques et il est alors possible
d"éladier Ta séquence des acides aminés qui la composent (BENJAMIN et al, 1996)

- Dosage des protéines totales
Les résultats sont rapportés dans Je tableau V suivant :

Tableau V : Dosage des protéines totales par BRADFORD

MiTeux {CY cn protines tolales en | volume disponible en ml
pg/ml
xtracellulaire 560,/ 20
ntracellulaire 370,1 h)
Corps bacténen 397.4 4

Ces résultats indiquent des valeurs plus élevées en protéines totales dans les milieux
extracellulaire et le corps bactérien par rapport au milieu intracellulaire de C/. Chauvoei.
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- Dosage des protéines fractionnées :

Ltalonnage de la solution d’albumine a 0,5 mg/m! aux concentrations suivantes :

I -4-6-8-ct10. Les densités optiques obtenues a partir des ditférentes concentrations de
la solution d'albumine donnent la courbe d'étalonnage de BRADFORD rapportée dans le
tablcau 6 suivant :

Tableau VI : Etalonnage de [a solution d’albumine

(C) pi 4 ) g 10
Albumine en

ug/mi

N.O G [0.021 0.043 0,070 [0,080 0,112
595am

La représentation graphique de la courbe étalon d’albumine est sur la figure 5
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DO (Densité Optique)
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FigS: courbe étalon d’aloumine



La correspondance des D.O des fractions lues 4 595 nm & partir de la gamme étalon

d"atbumine donne les concentrations en protéines des fractions qui sont représentées dans le
(ablcau VII suivant :

Tablcau VIE: Concentrations en fractions protéiques des trois compartiments

Milieux Fractions D.O moyenne a (C) en proteines
595 nm en g/ml
| Extracellulaire 3 0,331 58
J
| 7 0,323 75
19 0,157 30
2T 0.20] 35

[ntracettulaire

22 0.240 34
'! 2b 0,187 30
Corps bactérien 3a 0,179 30
36 0,049 20

L on constale que fes protéines sont plus concentrées dans le milieu extracellulaire, ce qui
confirme les valeurs obtenues aprés I'extraction des protéines totales.




11..3.Etude de Pactivité biologique des protéines totales et des fractions protéiques sur
animaux de laboratoire

- Test de Vactivité biologique des protéines totales sur animaux de laboratoire :
Les résultats sont rapportés dans le tableau VIII suivant :

Tableau VIII : Activité biologique des protéines totales sur souris blanches

N7 animal’ Activité biologique observations 7 |
"MiTieu extracellulaire 'i

El M M 10 heures apres inoculation |

E2 M | M 10 heures aprés inoculation |

titeu Intracellulaire [

F1 M M 24 heures apres moculation

[:2 o M M 24 heures aprés inoculation

Corps bactérien

T M M T0 heures apres inoculatton |
E2 ™M M T0 heures aprés moculation |

Témoins |
| TT S S

12 ' 1S S

T3 S S

: |

F = Essai

1 émoin

M mort

S =survivant

La mortalité¢ induite par la souche a été vérifiée dans les milieux intra, extracellulaire et du
corps bactérien : elle s'est avérée plus efficace pour les milieux extracellulaire et du corps
bactérien (1a mort est plus rapide chez la souris inoculée), que dans le milieu intracellulaire.
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- Test de l'activil€ biologique des fractions protéiques sur cobaye :

Huil lots dc deux cobayes pour le milieu extracellulaire, deux lots de deux cobayes pour le
milieu intraceltulaire et deux lots de deux cobayes pour le corps bactérien sont inoculés par

voie intramusculaire profonde et ont donné les résultats suivants qui sont rapportés dans le
tableau 1X :

Tableau IX: Activité biologique des fractions protéiques sur cobayes

| N® animal Activité biologique Fracfion inoculée
{ Milieu extracellulaire
El

E2

EJ3

4

IS N
E6

E7

1<%

'E9 - 13
E10

nuuynuyZ ZZ

1) o
L2

I3
b4
ET13
16

16

19

runAnan

Milicu intracel lutaire ,

. 2a
L2
-3
I°d
Corps buclérien
ET
E2
3
E4
Témoins
11
| T2
T3

Zb

zzmw

3a

3D

wnur» wnuvlwn g

|2 = fissa
I'=témoin

M = mort

S = survivant

Les résultats du test sur cobaye de V'activité biologique des fractions ciblées ont montré que
certaines fractions entrainent la mort. Ceci peut s'expliquer par une activité toxique de ces
fractions. C'est le cas des fractions 3 et 7 du milieu extracellulaire et de la fraction 2b du
milieu intracellulaire.

Par contre d'autres fractions n’entrainent pas la mort des cobayes, par conséquent ne sont pas
dolées d"activité toxique.
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I1.4. Etude immunologique des fractions protéiques :

- Immunisation des cobayes :

. Protocole d" immunisation :

Les fractions protéiques obtenues aprés chromatographie sur colonne en phase liquide sont
choisies en fonction de l'importance de la hauteur de leur pic de la densité optique.

Ces fractions sont soit formolées ou non a l'exception des fractions issues du corps bactérien
qui ne sont pas formolées car non dotées d'activité toxique puis inoculées a des cobayes en s/c
ou en voie intra musculaire profonde a raison de 200 plitresl/animal.

bes fractions suivantes ont ¢ relenucs :

3-7-8-9-13-16-19 - 21 pour le milieu extracellulaire, 2a - 2b pour le milieu
intracellulaire et 3a - 3a dissociée - 3b pour le corps bactérien de Cl. chauvoel.

Deux cobayes recoivent la fraction formolée a 6 %o et deux autres, la fraction non formolée
pour les animaux devant recevoir les fractions issues du milieu extracellulaire et du milieu
mtraceiiulaire,

Deux cobayes sont (émoins el ne regoivent que du milieu de culture ce qui fait un total de 58
cobayes dont 4 x 8 +2 = 34 pour le milieu extracellulaire, de 4x2 +2 = 10 pour le milieu
intracellulaire. de 4 x 3 + 2 = 14 pour le corps bactérien (pour le corps bactérien les fractions
ne sont pus formolées car non dotées dactivitd toxigue).

Le sang de tous les animaux est prélevé avant l'inoculation, une et deux semaines apres
I'tnoculation pour apprécier 'évolution des anticorps sériques (cinétique des anticorps) :

Les animaux inoculés sont suivis journaliérement pendant une période 14 jours (les
commémoralifs 4 savoir boiterie ou abattement sont notés sur chaque animal et 4 la mort, un
diagnostic est réalisé), a l'issue de chaque semaine des prélévements de sang pour récolte de
sérums a tester par ELISA/Ac, sont réalisés.
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- Immunisation a aide des fractions protéiques exocellulaires

. Fractions non détoxifiées au formol

Les résultats sont rapportés dans le tableau X suivant pour les animaux ayant regu les
fractions antigéniques non détoxifiées au formol :

Tableau X: Immunisation de cobayes contre les fractions protéiques non détoxifiées

N® animal ['est d'innoculté l'est d'épreuve observation
TT M 3 est une fraction
EL'(3) M toxique
13 ™M 7 est une [raction
L2'(7) M toxique
E3 S M
3'(R) S M
E4 S M
E4'(9) S M
ES S M
ES'(13) S M
ES S ™M
FG'(16) S M
i-7 S IS U esl une (raction
E7'(19) S S atoxique
TR i S S 21 esl une [raction
E8'(21) S S atoxique
S M
2 idmoms S M
E = essat
T =témoin
M = mont

S = survivant

() = (raction inoculée A . ‘

Les résultats montrent que certains animaux n’ont pas pu supporter I’inoculation, c’est le cas
de ceux ayant regu la fraction 3 ou 7 qui peuvent ainsi étre dotés d’une activité toxique._

Par contre. d"autres animaux ne semblent pas avoir développé une réaction immunitaire les
permettant de résister au test d’épreuve : c’est le cas des fractions 8 , 9, 13 et 16.

Par ailleurs quatre animaux ont développé une bonne réaction immunitaire. Jls ont résisté a la
dose d'épreuve : c'est le cas de ceux ayant regu les fractions 19 et 21.
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. Fractions détoxifiées au formol :

Les résultats sont rapportés dans le tableau XI suivant pour les animaux ayant recu les
[ractions déloxifiées au formod.

Tableau X1 : Immunisation de cobaycs contre les fractions protéiques détoxifiées

N%animal test dinnocuité test d'epreuve Observation

T S S 1a fraction 3 protége

E1'(3) S S si  détoxifiée ~ au
formol

EZ S a fraction '/ protége

E2'(7) S S st détoxifiée au
formol

B3 S

F3(R) S M

g S M

£4'(9) S M

5 S M

1:5'(13) S M

E6 S

12O 16) S M

E7 la fraction 1Y

1 7°(10) S S pro(@ye 8i detoxilide
ou non au formol

1:8 S S la fraction 21

E8'(21) S N protége si détoxifiée
ou non au formol

2 témoins S ™M

S M

I2 = ¢ssai

T = témoin

M = mort

S = survivant
() = fraction inoculée

L'analyse des résulats montre que certains animaux ayant regu la fraction détoxifiée
parviennent a développer une bonne réaction immunitaire justifiée par leur résistance a la
dose d éprenve :elest le cas des fractipns 3, 7. 19 et 21.

Par contre, il est constaté que les animaux ayant regu les fractions 8, 9, 13, 16 n’ont pas pu
développer une réaction immunitaire. Ces fractions ne sont pas immunogénes.

D'aprés les résultats du test d'immunisation sur cobaye, des fractions obtenues  partir du
milieu extracellulaire, permettent de mettre en évidence quatre fractions qui sont capables de
protection : les fractions 3. 7, 19 et 21.

Les Tractions 3 ¢t 7 sont des fractions toxiques qui, une fois détoxifiées, sont capables
d’entrainer le développement d’une bonne protection chez le cobaye.

Cependant les fractions 19 et 21 sont atoxiques et peuvent développer une bonne protection
chez Je cobaye.
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Les sérums d’animaux ayant recu les fractions 8, 9, 13 et 16 n’ont pas été utilisés pour les
tests sérologiques dans la mesure ot ils n’ont pas donné de résultat positif (les animaux ayant
regu ces fractions n'ont pas pu supporter la dose d’épreuve).

Dans le choix d"ui bon immunogéne, il est important de noter que ¢'est Fantigéne dépouvu
d activité toxique qui est le mieux indiqué pour des essais de vaccination.

- Immunisation a I'aide de fraction protéiques endocellulaires :

Les résultats sont rapportés dans le tableau XII suivant pour les animaux ayant recu les
fractions 2a et 2b non détoxifiées au formol :

-fractions non détoxifiées au formo) :

Tableau X1 : Immuntsation de cobayes contre les fractions protéiques non détoxifiées

NTanmimal Test dinnocuité ['est depreuve Observations

a S S atoxique
S S

2b M toxique
M

t€moins
S M

M = mort

S = survivant

Les résalats montrent que Tes animoux ayunt regu lu fraction 20 atoxigue ont bien supporté
Finoculation maladie, ce qui n'est pas le cas pour ceux inoculés avec la fraction 2b toxique
qui y ont succombé.

- fractions détoxifiées au formol :

Les résultats sont rapportés dans le tableau XIII suivant pour les animaux ayant regu le
fractions 2a et 2b détoxifiées au formol '

Tableau XI1I: Immunisation de cobayes contre les fractions protéiques détoxifiées

N° animal est dinnocutié lest d'epreuve Observations

2a S S atoxique et
S N immunogeéne

Zb S S toxique et
S S immunogeéne

2 (Emaoins S M
S M

M = mort

S = survivant

Ces résultats montrent I’existence de deux fractions dont I’une est atoxique et immunogéne
(la fraction 2a) et I’autre toxique et immunogéne (la fraction 2b).

- Immunisation a |"aide de fractions protéiques du corps bactérien :

Les résultats sont rapportés dans le tableau XIV suivant pour les animaux ayant regu les
fractions 3a. 3a dissociée (3ad) et 3b. .
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Tableau XIV : Immunisation de cobayes contre les fractions protéiques

"N¥animal Test d'innocuité Test d'épreuve Observations

RE S immunogene
S S

3ad S S rmmunogéne
S S

30 S S immunogene
S S

2 témoins S M
S M

M = mort

S = survivant

Ces résuhats indiquent que les fractions 3a et 3b du corps bactérien ont bien développé une

réaction immunogene.

- Etude de la cinétique des anticorps par ELISA. et dosage des IgG et des IgM par
turbidimétrie.

Test ELISA des fractions immunisantes ciblées.

].cs sérums récoltés sur les animaux pendant les périodes d’avant inoculation. d’une semaine
et de deux semaines aprés inoculation sont sournis a des tests ELISA pour évaluer la cinétique

des anticorps produits an cours des (esls d immunisation.
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. Immunogénicité des fractions protéiques exocellutaires
Les résultats sont rapportés dans le tableau XV suivant :

Tableau XV : Titre (DO) Ac des sérums de cobayes vaccinés contre les fractions protéiques
exocellulaires

N7animal Avant inoculation | semaine aprés 2 semaines apres
inoculation inoculation
DO Significat  [DO Signif DO Signif
3 0.055 - 0.757 + 0,320 ++
7 0.035 - 0.141 + 0,293 +
R 0.070 - 0.147 ¥ 10320 ++
217 0.058 - 0,135 + 10,274 +
Témoin +0.100 + + +
- 0.036 - - -
Blank 0.000 - - -

DO = densité optique
Blank  tampon seul

| es résultats t1émoignent d une production croissante d’anticorps avec le temps. Les titres sont
clevés compurds au seuil de positivité (0.100). Un maximum a été obtenu avec le sérum des
animaux ayant regu la fraction 3 ou la fraction 19 du milieu extracellulaire.

La représentation graphique des DO en fonetion du temps donne Ja cinélique des anticorps de

cobayes immunisés contre les fractions 3, 7, 19 et 21 du milieu extracellulaire de Cl.chauvoei,
correspondant & la figure 6
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. iImmunogénicité des fractions protéiques endocellulaires
Les résultats sont rapportés dans le tableau X VI suivant :

Tableau X V1 : Titre (DO) Ac des sérums de cobayes vaccinés contre les fractions protéiques
endoceltulzires

N7 animal Avant inoculation I 1 semaine aprés [ 2 semaines apres
inoculation inoculation
D16} Signif DO Signit DO Signit
Za 0.030 - 0.148 + 0.300 ++
Ih T 0046 - 0.162 + 0375 ++
I'¢moin +0.100 + + +
-0.036 - - -
| Blank' | U.000 - - -

Blank = tampon seul
DO = densité optique

C'es résultats montrent que les animanx ayant regu ies fractions 2a ou 2b ont développé un
bon pouvair protecteur avee des titres ¢lévés en anticorps (supérieur ou égal a une valeur en
DO de 0.300).

La représentation graphique des DO en fonction du temps donne la cinétique des anticorps de
cobityes imnimisés contve les feactions 2 ¢ 2h do milicw inemecellulnive de CT Chanvod,
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dmenmogenicie des fractions protéiques du corps bactérien
Les résultats sont rapporics dans le tableau XV1) suivant

Tableau XVIL: Tire (DO) Ac des sérums de cobayes vaccinés contre les fractions protéiques
du corps bactérien

[Ammal | Avantinoculation | semaine apres i 72 semaines apres |

' inoculation | inoculation |
| DO T TSignt DO [Signit §slex Signif |
Ja 0.044 - 0,159 | 0,325 ++ R
Jad 0.051 |- | 0.146 © 0,300 ++ ]
3D 0.061 1= 10,12] ¥ 0,247 ER2 |
Témoins +0000 |+ ‘ + +

0036 : . |
Blank |- 1= [ - |

Blank = tampon scul
NO = densitd optique

Ces. résultsts montrent que les ammaux ayant regu les fractions 3a et 3b ont développé une
bonne protection imamilaire qui s'est avéree beaucoup plus tmportante pour ceux ayant regu
la Iraction 2a non dissociée du corps bactérien.

La fraction 3a ayant subit la dissociation des glycoprotéines a donné un titre en anticorps plus
faible. une situation qui vient corroborer les observations faites par ARNON,R . sur fe fait que
lex modilications des proldines par des (raitements physiques (comme la chaleur) ou
chimiques entrinent des changements de conformation qui dans certains cas (mais non
cansgiroumnenty penvent modifier ovcdimimer Fimmunopénicid (ARNON RL19741),

Ceci a &1é observe dans la dissociation des glycoprotéines de la paroi avec la fraction 3a du
corps bactrien de Closteiditun chauvoei qui g donné avanl dissocialion une valeur en
DO/ELISA anticorps de 0.325 et aprés dissociation une valeur en DO de 0,300 avec une
baisse significative de |'immunogénicité de ) ordre de 0,025.

La représentalion graphique des DO en fonction du temps donne Ja cinétique des anticorps de

cabayes immunisés contre les {yractions 3a, 3a dissociée ct 3b du corps bactérien de
Clchauvoer.
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- Cinétique des classes d'immunoglobulines [gG et IgM

Le dosage des classes d' immunoglobulines a donné les résultats suivants :

. Milieu extracellulaire

Les résultats sont rapportés dans le tableau XVIII suivant :

Tableau XVIli: Dosage des classes d'immunoglobulines
extraceliulaire :
Nl ey Tgen g/l (Y Tgen g/l (c) Igen g/l
avant 7] aprés 14] apres
inocutation inoculation inoculation
An3 1pG 0.990 2,94 5,90
And IpM 1.70 130 0.30
A7 1pG [ 1.042 3.30 6.40
An7 1gM 203 1.35 0,85
Anldpd 1116 345 7.39
An 19 [gM 2,140 1,054 0,42
An 21 1gG 0.956 3,11 5,99
An2l 1gM 1.528 1.02 0,37

La représentation graphique est rapportée dans la figure 9.
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Fes iésultats oblenus montrent une augmentation des concentrations en immunoglobulines G
avec le temps. Ces valeurs sont plus élevées chez les animaux ayant regu les fractions 3 et 19.
s concentrations oblenues avee les immunoglobulines M sont plus faibles que celles
obtenues avec les Immunoglobulines G : ces immunoglobulines M ont tendance a baisser
avec le lemps, ce qut justific tes observations faites par BACH, (1982.)

. Milieu intracellulaire
Les résutats sont rapportés dans le tableau XIX suivant ;

Tableau XIX : Dosage des classes d’immunoglobulines de cobayes du milieu intracellulaire :

N® animal (c) Igeng/l (c)igen g/l (c)lgeng/l
avant inoculation 7j apres tnoculation | 14japrés inoculation
An2alpG 2098 4.61 6.75
AnZaTgM 1,420 1,005 0,35
An 2b [pG [ 1.02 3.7 6,25
An 2b 1gM 1 1.320 0,932 0,32

I.a représentation graphique est rapportée dans la figure 10.
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‘ Cinétique des IgG et des IgM anti Clostridium chauvoei du |
milieu intracellulaire

0.35
=
S5 03
c
L4}
% _ 025
%"6:
2o 02
TR
23 015
R
e uq,
C o
= 0,1
(4}]
e
O

0
0 7 14

Temps en jours




On note connne preecdemment une augmeration des concentrations en 1gG avec le temps
avec des valeurs élevées en fin d'immunisation.

Les [gM ont évolué en sens inverse avec des valeurs plus faibles que celles obtenues avec
les [gG.

. Corps buctérien
[.es résullats sont rapportés dans le tableau XX suivant :

Tableau XX : Dosage des classes d' immnuoglobulines de cobayes du corps bactérien :

N7 animal (c)Igeng/] [(c)lgen g/l (c)Igen g/l
Avant inoculation 7 j apres inoculation | 14 ) aprés inoculatio
An3aTegl 1.20 4,000 8,41
An TaTegM 1.37 U950 0,37/
'An 3a Dissocie IgG 0,700 3,67 6,25
An 3a Dissoci€ TgM [1.23 0,87 0.30
AnJIbTeG 0.910 2,67 4,94
An 3b IgM 1,300 948 0,31

1.a représentation graphique cst rapportée dans la figure 11
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h'j A4, Cinétique des IqG et des lgM anti Clostridium chauvoei du corps bactérien

—
-
|

oo
AS

Concentrations en IgG et en IgM sériques en gfi

OO N A~ O

Temps en jours

Amaa l |

'—e—An3a IgG

AN3a igM
AN3Db IgG
—>— AN3b IgM
An3adlgG
An3adigM




Les valeurs obtenues avec Ja fraction 3a s*avérent plus élevées que celles de la fraction 3b en
ce qui concerne les immunoglobulines G.

La fraction 3a dissociée a donné des valeurs en IgG plus faibles, ce qui justifie encore les
observations de ARNON et al (1974).

Westeenblot sur sérums de cobayes vaccinés contre tes fractions 19 exocellulaire et 3ad du
corps bactérien et contrdle de ces deux fractions protéiques.

Les résultats sont rapportés dans la figure 12
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Figure 14 : Test de Western Blot sur sérums de cobayes vaccinés contre |a fraction 19
exoceliulaire et contre la fraction 3ad du corps bactérien de Cl. Chauvoei,



La figure 12, montre la présence de bandes marron (réaction positive) sur la protéine 19 et sur
la fraction 3ad. ce qui confirme les résultats obtenus en ELISA anticorps.

Séparation des anticorps correspondant aux antigénes les plus immunogénes par
electrophorése

. Le milicu extracellulaire
les résultats sont rapporiés sur le tableau XXI : .

Tableau XXI: Teneurs en g/l des immunogldbulines sériques de cobayes obtenues en

Slechrophorese sur acétate de cellulose (sérums récoltés 14 jours aprés immunisation).
Globulines AnJ An/ Anl9 AnZl

al 0.56 0.66 0,72 0,57

a’l 1.30 1.55 1,08 1,34

B T.46 I,70 1,83 T&7

¥ 2906 3,45 376 3.01

Par comparaison aux valeurs normales, une augmentation notable des teneurs en fractions
immunoglobulinigues est notée.Ceci Justifie 'action immunogéne des fractions protéiques
cxocchulaires inoculées aux cobayes.

s eésullals sonl rapportés dans fa figure 13
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FIG N°13 : Electrophorése sur acétate de cellulose des immunoglobulines
sériques de cobayes vaccinés contre les fractions 3 - 7 - 19 et 21 du milien
extracellulaire de CL chauvoei



On constate |'apparition de bandes correspondant respectivement aux globulines sériques qui
ont €té synthétisées au cours du test d’immunisation. On a noté I’ordre d’apparition croissante
fe e Fodes a2 tes 3 et les y globulines.

Ies bandes obtenues avee fes sérums de cobaye immunisés contre la fraction 19, semblent
plus concentrées en fractions tmmunogtobulines que les autres , justifiant ainsi les résultats
obtenus en ELISA et en immunoturbidimétrie.

. Le midicu intracellulaire et te corps bactérien

Les résultals sont rapportés dans le tableau XXII

Tableau XXII : Electrophorése sur acétate de cellulose des immunoglobullines de cobayes

vaccinés contre les fractions 2a et 2b du mileu intracellulatre et contre les fractions 3a et 3b
du corps bactérien de CLL Chauvoei .

Hobulines "An 2a An2b An 3a An Jad [An 3b
a1l 1064 0,59 0,79 NF 0,48
o2 [.49 138 1,85 | NF 1,12
B 1.63 1.52 2,03 NF 22
[T 334 3.10 4,14 NF 2,49

An=Animal
NI© non Gt

Compards anx valeurs normales, ces résulfats montrent une augmentation sensible des
Iractions immunoglobulines sériques de cobayes, justibant [action immunogeéne des fractions
endocetlulaires 2a . 2b et 3a . 3b du corps bactérien.

Lex résultats sont rapportés sur fa figure 14.
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[l est constaié |’apparition de bandes correspondant respectivement aux globulines sériques
qui ont été synthétisées au cours du test d immunisation : il est a noter un ordre d’apparition
croissante les at, lesa 2, les B et les y globulines.

Les bandes obtenues a partir de sérums de cobayes vaccinés contre la fraction 3a semblent
plus concentrées en fractions immunoglobulines: ce qui justifie les résultats obtenus en
ELISA/ et en immunoturbidimétrie.

ILS. Analyses moléculaires des fractions protéiques

Les analyses ont été effectuées en deux étapes :

Une digestion enzymatique par I’endoprotéaselysine C _ _

La séparation par la technique HPLC sur DEAE CI18 comme phase stationnaire et de
I’ Acétonitrile 2 245 % en TFA 0,1% comme phase mobiie.

Séparation des peptides de }a protéine 19 exocellulaire :

Les résultats de la séparation sont rapportés dans la figure 15
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FIG N°14: Electrophorése sur acétate de cellulose des immunoglobulines de cobayes
vaccinés contre les fractions 2a et 2b du milieu intracellulaire et les fractions 3a et 3b
du corps bactérien de CL chauvoei
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Figure 15: HPLC de la protéine 19 exocellulaire de Cl. chauvoei




Il est constaté {’apparition de 18 pics de densités optiques différentes.

Le pic n® 14 a fait [’objet d’'un microséquengage.

Echantillon standard :

Un échantillon standard a été utilisé a titre comparatif avec la fraction 19,

La séparation des acides aminés du peptide standard a donné les temps de rétention et les

“ valeurs des densités optiques suivants :

Les résultats sont rapportés dans le tableau XXIII :

Tableau XXIII : Chromatographie HPLC de I'échantillon standard ( 19 acides aminés)

Numero — acide | [ndex Nom Temps de Densité optique
aminé alphabétique rétention en mn | D.O
1 D Asp 4,00 1,08
2 N Asn 4,30 1,02
3 S Ser 5,30 0,71
4 Q Gly 5,50 0,86
5 1 Thr 2,15 0,80
6 G Gly 6,00 0,78
E Glu 6,50 1,03
8 His 7,75 R4
9 A Ala 8,30 0,77
10 R Arg 10,00 0,87
11 Y Tyr 10,50 0,80
12 P Pro 12,75 0,79
13 M et 13,50 0,88
14 \Y Val 13,80 0,77
15 W Tryp 6.00 0,90
16 [ Phe 6.R0 (.84
17 T IS 17.00 079
18 K Lys 750 0.99
19 1. T.cu 8.(H) 0.90

Les résultats montrent que certaing acides aminés ont une densité opfique maximale @ d'est e
cas de ['Aspattale, de |'Asparagine, de la Glutamine, de I’Arginine, du ‘Iryptophanc. de ta
Lysine et de la Leucine.

Cette densité optique devient minimale pour la Sérine, la Tyrosine, la Méthionine et la
Valine.

Des valeurs moyennes de ces densités optiques sont notées pour le reste des acides aminés,

La valeur du femps de rétention est minimale pour I'Aspartate ¢t cst maximale pour la
Leucine.

La représentation graphique de cette séparation est indiquée dans la Ngure 16 :
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- Les résidus acides aminés du fragment 14 de la protéine 19 du milieu extracellulaire de CI.

chauvoei

Le fragment 14 de la protéine 19 séparé par la techniqgue HPLC a donné les résultats suivants
qui sont rapportés dans le tableau XXIV suivant :

Tableau XXIV : HPLC sur les résidus acides aminés du fragment 14 de la protéine 19

exoceliulaire.

umero

Liste nom lemps de | Densite (¢) en
alphabétique rétention en| Optique picomoles
mn (DO)
1 G Gly 6,09 1,23 8,99
2 L Leu 18,05 1,21 7,80
V Val 14,03 1,16 6,95
4 L Leu 18,05 [,21 7,69
h) I Tle 17351 1.02 6.68
0 T [hr >89 0,57 1,78
7 Leu 18,05 02 5,13
8 S Ser 5,34 0,55 1,24
g 0) Ghn 5.63 0.72 5.10
10 H His .98 0,45 89
T T Ceu 8,05 0,89 330
T2 Q GIn 5,63 0,59 1,54
K ys 17,79 0,67 1.42

Ce tableau donne les valeurs des temps de rétention des résidus acides aminés du fragment 14
de la protéine 19 du milieu extracellulaire de C/. chauvoei obtenus aprés la chromatographie

HPLC.
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Etude comparative des résidus du standard et du fragment 14 de la protéine 19 exoccllulatre :

En comparant les résultats de la HPLC. du standard et de ceux du fragment 14 de la protéine
19, les résultats sont rapportés dans le tableau XXV suivant :

Tableau XXV : Comparaison des DO et Tr du standard et du fragment 14 de la protéine |9
exocellulaire

Numero Nom Temps  de| lempsdu O standard | DO tragment
AcideAminé | AcideAminé |rétention fragment 14 14 de la
Standard en| de rétention protéine
minutes protéine 19 19 !
en minutes [
) Glycine 6,00 6.09 0,78 1,23 ]
2 Leucine 18,00 18.05 0.90 1.21
3 Valine 13,80 14,03 0,77 I,T6
4 Leucine 18.00 18,05 0.90 1.21
5 Tsoleucine 17,00 1751 0,79 1,02
6 ‘I'hreonine NAS 3.89 0,80 0,57
7 Leucine 18.00 18,05 0.90 1,02
8 Sérine 5.30 5.34 0,71 055
9 Glutamine  [5,50 563 0.86 0.72
10 Fistidine 175 7,98 0.51 0.45
T1 Leucine 18,00 18,05 0,90 0,89 B
12 Glutamine  [5,50 5,63 1,03 0,59
13 Lysine 17,50 7,79 0,99 0,67

Ces résultats montrent que les temps de rétention des résidus acides aminés du
standard et de ceux de la protéine 19 sont sensiblement identiques.

A temps de rétention égal, certains résidus acides aminés de la protéine 19 ont des
valeurs de densité optique plus élevées que celles des ternoms c’est le cas de la Glycine de
Ja Leucine. de la Valine et de I’Tsoleucine.

Des valeurs des densités optiques plus faibles sont notées pour le reste des acides
aminés : c'est le cas de laThréonine. de la Sérine. de la Glutamine. de 1'Histidine et de la
Lysine.

. Microséguengage peptidique du Iragment 14 de fa protéine 19 cxocellulaire :

La séquence du fragment 14 de la protéine 19 exocellulaire de Cl. chauvoei obtenue est ia
suivante :

« GLVLITLSQHLQK » :
correspondant aux acides aminds suivants

Gly (Glycine) — Leu (Leucine) — Val (Valine) — Leu — lle (isoleucine) — Thr (Threonine) —
.Leu — Ser (Sérine) — Gln (Glutamine) — His (Histidine) — Leu ~ Gln ~ Lys (Lysine) -

Le poids moléculaire de cette protéine 19 déterminé par electrophorése est égal a 70 KDa.
Cette séquence du fragment 14 de la protéine 19 est caractérisée par une prédominance
_ d’acides aminés aliphatiques (leucine, Isoleucine, Glycine, Valine), formant 55% du total.

Les aminoacides alcools (Sérine, Thréonine) forment 15% du total, de méme que les
aminoacides basiques (Lysine. histidine).
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I1..6. Sondes nucléaires dérivées de la région peptidique d’intérét

A partir de la séquence peptidique . il a été possible grace au logiciel DNASIS d’étudier la
séquence probable d’une sonde nucléaire aléatoire,

Par comparaison avec les codons les plus probables du géne Clostridium, 1l a €€ possible
d‘en déduire la séquence nucléique d’une sonde dégénérée.

La comparaison est obtenue a ['aide du tableau XXVI.
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Pile: Untitleadz
Mode: Normal

Codon Pile:

Codon

TTT-Phe
TTC-Phe
TTA-Leu
TTG-Leu
TCT-8erx
TCC-8arx
TCA-Ber
TCG-Ser
TAT-Tyr
TAC-Tyr
TM,.‘.
TAG_..Q
TGT-Cys
TAC-Cys
TGA -0
T3G-Trxp
CTT-Leu
CTC-~Leu
CTA-Lau
CTAG-Leu
CCT-Pro
ccc-Pro
CCA-Pro
CCag-Pro
CAT-His
CAC-HKis
CAA-Gln
CAG-0Gl1ln
COT-Arg
CGC-Arxryg
COA-AXxg
CQaG-Arg
ATT-1le
ATC-~1le
ATA-Ile
ATO-Met
ACT-Thr
ACC-Thr
ACA-Thr
ACG-Thr
AAT-Asn
AAC-Asn
AAA-Lys
AMG-Lys
AGT-8ex
AGC-Sex
AGA-Axg
AGG-Axg
GTT-Val
GTC~Val
GTA-Val
GTG-Val
GCT-Ala
GCC-Ala
GCA-Ala
GCG-Ala
GAT-Asp
GAC-Asy
GAA-Glu
GAG-Glu
GGT-Gly
30C-Gly
GGA-Uly
GGG -0ly
Total

1239
Invalid Codon:

Universal Codon: 413 0
Count S0 10 20 30 40 60 60 70 80 9D 200
3 0.72
(1 1.48)
28 5.11r-
0 0.00
1 0.24
0 0.00
26 6 .29 mu—
0 0.00
a 0.48
0 0.00
1 0.2e
o 0.00
0 0.00
o 0.00
0 0.00
) 0.00
8 1.45
0 0.00
2 0.48
("] 0.00
1] 0.00D
0 0.00
1 0.24
° 0.00!
1 0.2¢
3 0.72;
21 5.0
0 0. 00
0 0.00
o 0.00
0
0
10
[
12
13
15
0
19
0
16
20
17
12
s
6
18
0
9
0
11
0
2% ——
o
19 —
1 0.2a
ao 4.04pmm
Coa 0.96
20 4 .04
2 0.a8
13 2214
1 0.24
21 5.08
0 0.00
413 99.85



Gly leu Val Leu Ile Thr Leu Ser GIn His Leu Gln Lys
GGW YTW GTW YTW ATW ACW YTW WSH CAA CTW YTW CAA AAR

vae ace LR Y aae aes vase aew vae e emm sww san pee

GGT TTA GTT TTA ATT ACT TTA TCT CAA CAT TTA CAA AAA
GGC TTC GTC TTC ATC ACC TTC TCC CCC CAC TTG CAG AAG

GGA CTT GTA CIT ATA ACA CTT TCA CTT
GGC CTC GTC CTC ACG CTC TCG CTC
CTA CTA CTA AGT CTA
CTG CTG CTG AGC CTG

En fonction des correspondances suivantes

"R=AouG
Y=CouT
K=GouT
M=AouC
S=CouG
W=AouT
B =pas A
D=PasC
H=Pas G
V=PasT

L’on déduit la séquence nucléique qui est la suivante :

GGW/ YTW/ GTW/ YTW/ ATW/ ACW/ YTW/ WSH/ CAA/ CTW/ CAA/

AAR

Cette sonde dégénérée permettra d’isoler une partie du géne qui peut étre ulilisée comme

"sonde pouvant cloner le géne complet de CI! chauvoei.

Par hybridation cetle sonde permettra d'identtier le géne du chromosome bactéricn qui code

pour ’antigéne immunogene (la fraction 14 de la protéine 19) de C/ chanvoei.

Le géne ainsi identifié est isolé, sera utilisé¢ pour fa construction de la souche vaccinale

recombinante bivalente
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11.2. Conclusions générales :

La recherche de I’antigéne soluble la plus immunogeéne de C! chauvoei, candidat a la
construction d’une souche recombinante bivalente contre les deux maladies charbonneuses du
bovin est entreprise par la mise en ceuvre de diverses techniques.

La souche de C! chauvoei utilisée pour Jes recherches a été isolée d’un foyer de charbon
symptomatique, 1l y’a quelques années dans la région de Thiés au Sénégal.

A cet effet, une méthode de revivification et de caractérisation bactérienne est réalisée.
L'extraction des protéines totales par la méthode biochimique de centrifugation, de
chromatographie et d’électrophorése est appliquée aux produits de trois compartiments d'une
culture bactérienne (extracellulaire, intracellulaire et corps bactérien).

Au total, 16 fractions protéiques sont trouvées dans le compartiment exocellulaire, 2 dans le
milieu endocellulaire et 2 dans le corps bactérien.

Par la technique de MORNER, il a été possible de dissocier les glycoprotéines du corps
bactérien.

Chacune de ces fractions protéiques a servi a inoculer un lot de 3 cobayes pour révéler leur
propriété biologique et immunologique liées a la production d ‘anticorps.

Les cobayes inoculés sont suivis par le test ELISA anticorps et dosés par immunoturbidi-
métrie : des [gM en laible quantité et des 1gG en grande quantilé sonl révélés.

En fonction de ces données, les produits les plus immunogénes de CI chauvoei ont été
identifiés comme étant une protéine excrétée dans le milieu de culture identifiée comme étant

la protéine 19 . L autre est une protéine de structure du corps bactérien de valeur immunolo-
gique sensiblement les mémes.

La protéine 19 a définitivement été retenue pour la suite des recherches en raison de son
aceessibititd plus immédiate.

Le fragment 14 de la protéine 19 a é1é microséquencé aprés digestion enzymatique par
Pendoprotéaselysine C et séparation des peptides poc TP

La-séquence du fragment 14 a permis d’oblenir une sonde nucléique dépénérée destinée a
I"tdentitication par hybridation du géne codant pour la protéine 19
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Perspectives de recherche

Les résultats obtenus dans le cadre du présent travail, orientent vers une poursuite des
.recherches dans le domaine de la biologie moléculaire a savoir la fabrication de la sonde

nucléique a partir de la séquence peptidique du fragment 14 de la fraction 19 exocellulaire de
Cl. Chauvocei.,

La sonde obtenue, permettra d’identifier le géne du chromosome de la bactérie par la
technique de I’hybridation moléculaire.

Le géne identifié et isolé sera recombiné au plasmide de Bacillus anthracis dans la
construction de la souche vaccinale recombinante bivalente.

La souche vaccinale obtenue sera caractérisée et soumise a un codt de qualité (stabilité,
innocuité, efficacité).

S1 les tests sont concluants, la souche sera utilisée pour une production de vaccin recombinant

qui sera évaluée en station d’abord, en milieu médical ensuite, avant d’avoir 1’autorisation
d’une production commerciale.
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