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Composition anti-bactérienne et procédé de préparation de ses constituants actifs.

@ L’adhérence de bactéries pathogénes pourvues de fim-

briae de type I aux cellules animales est inhibée par
des glycopeptides et/ou oligosaccharides préparés par voie
enzymatique, de préférence & partir d’une fraction enrichie
en glycoprotéine 7S du soya ou en glycoprotéine II du
haricot.

Ces constituants actifs comportent une structure de
base polymannosidique semblable & celles que présentent
les cellules épithéliales et que reconnaissent les bactéries.
Celles-ci sont neutralisées et n’adhérent plus aux cellules.

Les compositions sont utiles pour la prophylaxie, la
thérapie et le diagnostic des maladies infectieuses, notam-
ment celles provoquées par les bactéries coliformes et éga-
lement pour la désinfection des surfaces.
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REVENDICATIONS

1. Composition antibactérienne relative 4 des bactéries pathogé-
nes pourvues de fimbriae de type I, caractérisée par le fait qu'elle
contient comme constituant actif un glycopeptide et/ou un oligosac-
charide de formule:
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dans laquelle R, est un atome d’hydrogéne, un résidu
4GlecNAcBI—-ASN, ou un résidu

’

4GIcNACB! -»ASN<

dans lequel R’ et R sont les mémes ou différents et représentent des
résidus d’acides aminés ou des chaines polypeptidiques; R,, R; et
R, sont les mémes ou différents, et représentent des atomes d’hydro-
géne, des résidus de mannose ou des chaines d’oligomannosides.

2. Composition selon la revendication 1, caractérisée par le fait
qu’elle contient comme constituant actif un composé de formule I,
dans laquelle R, est un résidu 4GlcNAcp1—+ASN ou un résidu

’

~

4GINAcB1»ASNC_
RY

dans lequel R’ et R” sont semblables ou différents et représentent
des résidus d"acides aminés ou des chaines polypeptidiques, R, et R,
représentent des atomes d’hydrogéne et R, est un atome d’hydro-
gene ou un résidu de mannose.

3. Composition selon la revendication 1, caractérisée par le fait
qu’elle contient comme constituant actif le composé de formule I,
dans laquelle R;, R; et R, sont des atomes d’hydrogéne et R, est un
atome d’hydrogéne ou un résidu de mannose.

4. Composition selon la revendication 1 sous forme immobilisée,
caractérisée par le fait qu’elle contient un glycopeptide de formule I
dont la définition est indiquée dans la revendication 1 et dans la-
quelle R, est différent d’un atome d’hydrogéne couplé de préférence
par covalence 4 un support macromoléculaire.

5. Composition selon I'une des revendications 1 3, sous la
forme dun produit diététique, de préférence sous la forme d’une
poudre de lait.

6. Procédé de préparation de glycopeptides de formule I, dont la
définition est indiquée dans la revendication 1 et R, est différent
d’un atome d’hydrogéne, caractérisé par le fait qu'on soumet une
glycoprotéine d’origine végétale 4 une digestion par un enzyme pro-
téolytique et que, lorsque R,, R; et R, représentent des atomes
d’hydrogéne ou des résidus de mannose, on soumet les glycopeptides
obtenus 4 une digestion contrdlée par une exo-a-mannosidase de
maniére & cliver les liaisons a 1-+2 entre deux résidus de mannose.

7. Procédé de préparation d’oligosaccharides de formule I, dont
la définition est indiquée dans la revendication 1 et R, est un atome
d’hydrogéne, caractérisée par le fait qu’on soumet une glycoprotéine
d’origine végétale 4 une digestion par un enzyme protéolytique,
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qu'on transforme les glycopeptides obtenus en oligosaccharides par
I"action d’une endo-B-N-acétylglucosaminidase H puis, lorsque R,,
R; et R, représentent des atomes d’hydrogéne ou des résidus de
mannose, on soumet les oligosaccharides obtenus 4 une digestion
controlée par une exo-g-mannosidase de maniére a cliver les liaisons
o 12 entre deux résidus de mannose.

8. Utilisation d’une composition selon la revendication 1 pour
I'identification et/ou I'isolement de bactéries spécifiques pourvues de
fimbriae de type 1.

9. Utilisation d’une composition selon la revendication 1 pour la
désinfection des surfaces.

L’invention concerne une composition antibactérienne relative a
des bactéries pathogénes pourvues de fimbriae de type I, contenant
comme constituants actifs des glycopeptides et/ou des oligosacchari-
des, ainsi qu'un procédé de préparation desdits constituants actifs.

1I'y a peu de doute que la plupart des infections naturelles débu-
tent par 'adhérence de I'agent pathogéne aux cellules épithéliales des
muqueuses, ce qui permet ensuite son implantation et la colonisation
du tissu animal. Dans le processus d’infection par les bactéries pour-
vues de structures protéiniques appelées «fimbriae de type I», bacté-
ries dont adhérence aux cellules animales est dite «sensible au
mannose», ces structures reconnaissent des récepteurs spécifiques
qui sont des groupements glucidiques complexes, vraisemblablement
des chaines d’oligomannosides faisant partie des glycoconjugués pré-
sentés par la surface des membranes cellulaires.

On a montré récemment (réf. 1 ci-aprés) que le phénoméne
d’adhérence des bactéries pourvues de fimbriae de type I sur les cel-
lules éphithéliales ainsi que leur capacité 4 provoquer I’hémaggluti-
nation d’érythrocytes de cobaye, peuvent étre inhibés en présence de
certains oligosaccharides ressemblant 4 la structure spécifique des ré-
cepteurs membranaires, la bactérie étant ainsi leurrée en fixant pré-
férentiellement les oligosaccharides en question. Ces oligosacchari-
des ont été soit obtenus par voie de synthése, soit isolés & partir
d’urines de patients présentant des déficiences enzymatiques.

Dans le méme ordre d’idées, la demande de brevet européen
publiée N° 89940 par exemple, concerne une composition contenant
la structure Galal—»3Gal obtenue par voie chimique capable d’inhi-
ber in vitro I'adhérence de Escherichia Coli K88 + sur les cellules
intestinales des porcelets.

L'invention a pour but de fournir une composition contenant
comme constituants actifs des glycopeptides et/ou oligosaccharides
d’origine végétale ou animale obtenus par voie enzymatique ayant la
capacité de remplacer le récepteur normal que reconnaissent les fim-
briae de type I, et ainsi d’inhiber ou de renverser 'adhérence des
bactéries pathogénes pourvues de ces fimbriae sur les cellules ani-
males.

La composition selon I'invention est caractérisée par le fait
qu’elle contient comme constituant actif un glycopeptide et/ou un
oligosaccharide de formule
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dans laquelle R est un atome d’hydrogéne, un résidu
4GlcNAcP1—+ASN, ou un résidu

R
4G1cNAcBI—>ASN<

dans lequel R’ et R” sont les mémes ou différents et représentent des
résidus d’acides aminés ou des chaines polypeptidiques; R,, R; et
R, sont les mémes ou différents, et représentent des atomes d’hydro-
géne, des résidus de mannose ou des chalnes d’oligomannosides.
Comme bactéries pathogénes pourvues de fimbriae de type I on
peut citer par exemple des souches pathogénes de Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, etc.

Dans la formule I ci-dessus, 4GlcNAcp1—ASN signifie un cycle
2-désoxyglucose relié a la glucosamine terminale en position 4,
portant un groupe acétylamino en position 2 et relié en position 1
avec la configuration B 4 I'asparagine, laquelle peut étre substituée
par des acides aminés ou des chaines polypeptidiques.

Un groupe préféré, notamment pour son activité inhibitrice de
I"adhérence des entérobactéries coliformes pathogenes, est constitué
des glycopeptides de formule I ci-dessus dans laquelle R, est
4GlcNAcB1—-ASN ou

’

AGINACBI—ASNC ,
P N

R’ et R” ayant les significations ci-dessus, R; et R, sont des atomes
d’hydrogéne et R, est un atome d’hydrogéne ou un résidu de
mannose. :

Un oligosaccharide préféré, notamment pour son activité inhibi-
trice de 'adhérence des entérobactéries coliformes pathogénes, est
celui de formule I dans laquelle Ry, R; et R, sont des atomes d’hy-
drogéne et R, est un atome d’hydrogéne ou un résidu de mannose.

L’invention concerne également un procédé de préparation des
composés de formule I, caractérisé par le fait qu’on soumet une gly-
coproteine d’origine végétale & une digestion par un enzyme protéo-
Iytique, qu’on transforme éventuellement les glycopeptides obtenus
en oligosaccharides par I'action d’une endo-$-N-acétylglucosamini-
dase H, puis qu’én soumet éventuellement les glycopeptides ou les
oligosaccharides obtenus a une digestion contrélée par une exo-o-
mannosidase de maniére a cliver préférentiellement les liaisons
al-2 entre deux résidus de mannose.

Toute farine de légumineuse connue pour contenir des glycopro-
téines de réserve riches en oligomannosides peut servir de matériel
de départ. On utilise avantageusement la farine dégraissée de soya
ou de haricot.

De préférence, on utilise un isolat enrichi en glycoprotéine 7S de
soya ou en glycoprotéine II de haricot, par extraction de la farine
dégraissée a pH alcalin (8-9) puis précipitation sélective de la glyco-
protéine a pH 4,5-5, par exemple de maniére analogue 4 celle indi-
quée dans la littérature (réf. 2 et 4 ci-aprés).

Afin d’obtenir des glycopeptides, on soumet ensuite la fraction
enrichie en glycoprotéine a une digestion par un enzyme protéolyti-
que, par exemple de maniére analogue 4 celle indiquée dans la litté-
rature (véf. 3 ci-aprés).

La digestion enzymatique peut étre effectuée a I'aide de n’im-
porte quel enzyme protéolytique actif 4 pH acide, neutre ou alcalin.
L’enzyme peut étre d’origine fongique, microbienne (par exemple
pronase, alcalase), végétale (par exemple bromeline, ficine, papaine)
ou animale (par exemple trypsine, pepsine, pancréatine).

Selon une premiére forme d’exécution du procédé de I'invention,
destinée & préparer des oligosaccharides a partir des glycopeptides,
on traite le digestat ci-dessus par une endo-B-N-acétylglucosamini-
dase H, destinée 4 cliver sélectivement la liaison p1—4 entre les deux

résidus N-acétylglucosamine de la formule I, transformant ainsi R,
en H.
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Selon une variante préférée du procédé selon la premicre forme
d’exécution, destinée 4 raccourcir les chaines d’oligomannosides des
oligosaccharides ci-dessus afin d’augmenter leur activité, on traite
ces derniers de maniére contrdlée par une exo-g-mannosidase,
enzyme clivant préférentiellement les liaisons a1 -2 entre deux
résidus de mannose, par exemple de maniére analogue 4 celle indi-
quée dans la littérature (réf. 5 ci-apres).

Selon une seconde forme d’exécution du procédé de 'invention,
qui est préférée car elle conduit a des produits dont I"activité est plus
grande que les précédents, on raccourcit les chaines d’oligomannosi-
des en traitant les glycopeptides précédents de maniére contrdlée par
une exo-o-mannosidase. On peut en variante préparer ensuite les oli-
gosaccharides correspondants ci-dessus en traitant ces glycopeptides
par une endo H. Les compositions selon I'invention peuvent étre uti-
lisées pour la prophylaxie, la thérapie ou le diagnostic de maladies
infecticuses causées par les bactéries pourvues de fimbriae de type I,
notamment les maladies gastro-intestinales causées par les entéro-
bactéries coliformes comme par exemple Escherichia coli, et se pré-
senter sous une forme adaptée au mode d’administration.

Administré par exemple par voie orale ou entérale, le constituant
actif peut se présenter sous forme de sirop, capsule, gélule, com-
primé, dragée, solution, suspension, émulsion ou poudre reconsti-
tuable par addition d’un milieu aqueux, par exemple de préférence
sous la forme d’un produit diététique, par exemple d’une poudre de
lait.

Destiné a 'administration par voie parentérale, il peut se présen-

- ter sous la forme d’une solution ou suspension stabilisée physique-
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ment, stérile et apyrogéne.

L’administration par voie topique, par exemple pour une appli-
cation ophtalmologique, peut étre effectuée sous forme de solution,
aérosol, pommade ou onguent.

Lorsque le constituant actif est destiné au diagnostic, a I'identifi-
cation ou a I'isolement de bactéries pathogénes, il sera avantageuse-
ment couplé, de préférence par covalence a un support macromolé-
culaire.

Enfin les compositions selon 'invention peuvent étre utilisées
pour la désinfection des surfaces, par exemple sous forme de solu-
tion ou d’émulsion pour le traitement des verres de contact.

Dans ces compositions, le constituant actif peut représenter 0,1 a
90% en poids.

Les exemples suivants illustrent I'invention. Dans ceux-ci, les
parties et pourcentages sont pondéraux, sauf indication contraire.

Dans les exemples 1 a 3 ci-apres, la preuve de la structure des
constituants actifs de formule I découle des caractéristiques suivan-
tes:

a) l'analyse de la composition glucidique des glycoprotéines de
départ ne révéle la présence que de deux constituants monosacchari-
diques: le mannose et la glucosamine. Les oligosaccharides formeés
de ces deux constituants sont liés a la chaine polypeptidique par
I'azote d’une asparagine (liaison N-glycosidique), la partie «endo»
de ces oligosaccharides correspondant alors a la structure:

Manal
g Manf1—->4GIlcNAcBl —+4GlcNAcpfl -ASN

Manal -

b) Le fait que tous les substrats glycopeptidiques soient entiére-
ment hydrolysés par I’endo-B-N-acétyl-glucosaminidase H (Endo H)
prouve qu’ils correspondent tous 4 la structure minimum requise
pour une telle digestion enzymatique (réf. 6 ci-apres)

3Manal

~

Manal 6Manf1-+4GIcNAcB1 —+4GIcNAc

La superposition des deux structures ci-dessus conduit a I'élabo-
ration de la structure générale proposée.
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Exemple 1:

a) Glycoprotéine: On prépare une fraction enrichie en glycopro-
téine 7S a partir de farine de soya dégraissée par extraction 4 pH 8,0
avec une solution 0,5 mMolaire de Na,SO;, précipitation a pH 5,7
permettant d’écarter une premiére fraction (riche en 11S) et une
seconde précipitation & pH 4,5, suivie de deux lavages au méme pH
qui donne accés 4 la fraction enrichie en 7S.

b) Glycopeptides: On conduit la digestion enzymatique de la
partie protéinique a partir de 30 g de protéine, dans deux litres de
solution-tampon tris-HCl (0,05 Molaire, pH 8,0), en présence de
toluéne, pendant 24 heures a 40° C 4 I'aide de 600 mg de pronase E
(Merck AG), puis de 300 mg additionnels d’enzyme pendant
48 heures. On isole les glycopeptides aprés filtration de cette solu-
tion, passage de I'éluat sur résine Dowex S0W-X8% (forme H*),
lavage de la résine 4 I'eau distillée jusqu’a disparition des glucides
dans les eaux de lavage, et neutralisation des fractions combinées
avec une résine Amberlite IRA 400% (forme CO;™ 7). On concentre
et on Iyophilise la solution finale, et Ie produit peut étre finalement
purifié par fractionnement sur une colonne de Sephadex G-25%. Le
rendement global du procédé est de 88% (basé sur la quantité de
mannose finalement présent dans le mélange glycopeptidique).
L’analyse de la composition glucidique du mélange obtenu ci-dessus
(par la méthode décrite dans la réf. 7 ci-aprés) a révélé la présence
d’une moyenne de 7,6 unités de mannose pour deux unités de N-
acétyl-glucosamine. -

¢) Oligosaccharides: Les glycopeptides isolés ci-dessus se sont
révélés complétement digestibles par I'endo-B-N-acétylglucosamini-
dase H (Endo H, Seikagaku Kogyo Co. Ltd.), cette derniére pro-
priété fournissant la base du procédé utilisé pour obtention des oli-
gosaccharides correspondants: on dissout un échantillon glycopepti-
dique contenant 7,5 mg d’oligomannoside dans 10 ml de solution-
tampon citrate-phosphate (pH 6,0, 10 mMolaire) et on ajoute 3 cette
solution 100 milliunités d’Endo H (unité définie par le fabricant)
ainsi que 0,5 ml de toluéne. Aprés une incubation de 24 heures &
37°C, on dénature I'enzyme par chauffage. L’hydrolysat ainsi
obtenu peut étre utilisé sous cette forme (brute) pour des tests d’hé-
magglutination (voir exemple 4 ci-aprés). Le méme hydrolysat peut
également &tre traité par une résine Amberlite MB 3% forme H¥ et
OH"), dans le but d’isoler les oligosaccharides ainsi libérés: aprés
addition, agitation et décantation de la résine, on lave cette derniére
a I'eau distillée jusqu’a disparition des glucides dans les eaux de
lavage et on concentre les fractions combinées. L’analyse des oligo-
saccharides ainsi purifiés a révélé la présence de 7 & 8 unités de
mannose par unité de N-acétylglucosamine, pour un produit conte-
nant 85% de mannose, le rendement global de I'hydrolyse enzymati-
que et de I'isolement des oligosaccharides étant pratiquement quan-
titatif. L’analyse par chromatographie sur couche mince 4 haute per-
formance (HPTLC) du produit brut de la digestion 2 'Endo H et du
mélange des oligosaccharides purifiés conduit 4 des résultats similai-
res: Penzyme libére trois produits différents correspondant aux
structures GlcNAc-(Man), (18%), GlcNAc-(Man), (26%) et
GlcNAc-(Man), (56%) (Man signifiant un résidu de mannose), ces
hydrates de carbone étant totalement libérés depuis les glycopeptides
de départ.
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Exemple 2:

a) Glycoprotéine: On prépare une fraction enrichie en glycopro-
téine II & partir de farine de haricot blanc ( Phaseolus vulgaris)
moulu dégraissée par extraction & pH 9,0 et dialyse contre I'eau aci- s
difice a pH 5,0 résultant en une précipitation de la fraction glycopro-
téinique qui est séparée et 4 nouveau mise en solution 4 pH 8,0.
Aprés deux centrifugations, et lyophylisation des surnageants com-
binés, on obtient la fraction riche en glycoprotéine II.
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b) Glycopeptides: On conduit la digestion enzymatique de la
partie protéinique exactement comme depuis la glycoprotéine 7S du
soya {exemple 1b ci-dessus). L’analyse de la composition glucidique
du mélange obtenu (r&f. 7 ci-aprés) a révélé la présence d’une
moyenne de 7,8 unités de mannose pour deux unités de N-acétyl-
glucosamine. -

¢) Oligosaccharides: Les glycopeptides isolés ci-dessus se sont
révélés complétement digestibles par ’Endo H. On conduit I'hydro-
lyse enzymatique et I’isolation des oligosaccharides exactement
comme depuis les glycopeptides du soya (voir exemple Ic ci-dessus).
L’analyse par HPTLC a révélé dans ce cas la libération de cinq pro-
duits différents, correspondant aux structures GieNAc-(Man),
(5%), GlcNAc-(Man)s (10%), GlcNAc-(Man), (26%), GlcNAc-
(Man) (15%) et GlcNAc-(Man), (44%).

Exemple 3:

Dans le but de générer des glycopeptides et des oligosaccharides
4 structure réduite & partir des produits des exemples 1 et 2, on tire
profit de la propriété de I'a-mannosidase (de canavalie, Canavalia,
Sigma Chemical Company) de cliver les liaisons Manal—2Man pré-
férentiellement aux liaisons Manal—3Man.

On dissout un échantillon de glycopeptides contenant 350 mg
d’oligomannoside provenant de la glycoprotéine 7S du soya
(exemple 1b ci-dessus) dans 75 ml de solution-tampon citrate
(0,01 Molaire, pH 4,5) et on ajoute 4 cette solution 190 unités d’o-
mannosidase (de canavalie, unité définie par le fabricant). Aprés une
incubation de 1 h & 25° C, on ébouillante le mélange, on le refroidit
et on le filtre. On lyophilise ensuite le filtrat. Le Iyophilisat peut &tre
utilisé comme tel (brut) pour des tests d’hémagglutination (voir
exemple 4 ci-aprés). Il peut également &tre purifié sur colonne de Se-
phadex G-25?, purification permettant la séparation effective du
mélange glycopeptidique et du mannose libéré par 'enzyme.

L’analyse de la composition glucidique du produit (réf. 7 ci-
apres) a révéle la présence de 4,8 unités de mannose pour deux de
N-acétylglucosamine.

" L'analyse par HPTLC des produits obtenus comme ci-dessus,
mais depuis les oligosaccharides d’origine végétale correspondants
(exemples Ic et 2c ci-dessus), confirme qu’un composé corresporn-
dant 4 la formule GIcNAc-(Man); est bien le constituant principal
des mélanges obtenus.

Exemple 4:

Inhibition d’hémagglutination des érythrocytes de cobaye par des
souches adhérentes d'E. Coli, en présence de glycopeptides et d’oligo-
saccharides

Deux souches de bactéries adhérentes E. Coli ont &té utilisées
systématiquement dans les tests d’hémagglutination et d’inhibition
d’hémagglutination: un isolat clinique d’E. Coli 16375 (Univ.-Klinik
fiir Kinderheilkunde, Innsbruck) et la souche d’E. Coli
0119.K69,1.74-30 (K69). Ces bactéries ont été lavées avec de 'eau
saline (0,9% NaCl) et les suspensions ont &té ajustées a une concen-
tration de 10° bactéries/ml (par mesure de densité optique).

Les érythrocytes de cobaye ont été suspendus 4 une concentra-
tion de 1% dans de I’eau saline.

Les tests d’hémagglutination et d’inhibition d’hémagglutination
ont été effectués en mélangeant 25u (microlitre) de la suspension
bactérienne, 50p1 de la suspension d*érythrocytes et 25111 d’une solu-
tion saline (respectivement ne contenant pas ou contenant un inhibi-
teur, dans ce dernier cas plusieurs concentrations différentes étant
testées en série). Les lectures ont été effectuées aprés deux heures
d’immobilisation & 4°C.

Les résultats sont présentés dans le tableau I ci-aprés:
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Tableau I
Inhibition d’hémagglutination d*érythrocytes de cobaye

Inhibiteur Concentration® Concentration” Activité relative
e (ppm d’oligomannoside) (p-Molarité) al'e-MM
E. Coli E. Coli E. Coli E. Coli
16375 K 69 16375 K 69

Meéthyl-o-D-mannoside (a-MM) 125 60 650 325 1
Glycopeptides De la glycoprotéine 7S
Endo-H digestat (brut) des graines de soya 130/150 65/75 100 50 6.5
Oligosaccharides purifiés
Glycopeptides De la glycoprotéine 11
Endo-H digestat (brut) des graines de haricot 125 60 90 45 7
Oligosaccharides purifiés :

Meélange des glycopeptides  de 'ovalbumine® 40/60 20/30 70 35 10

GP1V 95 n.t. 90 n.t. 7.5
GPV 10/15 5 12 6 60

Oligosaccharides (de la 7S du soya) digérés (1 h) &
I'a-mannosidase 10/25 10/15 18 12 30
Oligosaccharides (de la glycopr. II du haricot)

digérés (1 h) 4 'a-mannosidase 10/25 10 18 12 30
Manal—+3Manpl—+4GlcNAc (d’origine synthétique)? 7,5 5.5 20 15 25
Glycopeptides (de 1a 7S du soya) digérés (1 h) 4
I’a~mannosidase 12/18 6/9 15 7.5 40
Glycopeptides (de la glycopr. IT du haricot)
digérés (1 h) & 'e-mannosidase 12/18 6/9 15 7.5 40

Tableau I, 1égende:

a) Concentration minimum d’inhibiteur dans le mélange final,
résultant en une inhibition compléte de I'hémagglutination.

b) Expression calculée de la concentration de I'inhibiteur, depuis
la formule (moyenne dans le cas de mélanges) déduite de 'analyse de
la composition glucidique du produit.

¢) Les produits nommés GP IV et V correspondent aux hydrates
de carbone liés 4 une asparagine, obtenus, séparés et nommés con-
formément 4 la littérature (véf. 5 ci-aprés). Le mélange des glycopep-
tides de I"ovalbumine correspond a celui décrit (réf. 5 ci-apres).

d) Produit synthétique aimablement offert par le Prof. Dr. Hans
Paulsen (Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der Univer-
sitdt, Hamburg).

n.t. signifie non testé

Dautres expériences ont montré que les glycopeptides végétaux
inhibent de maniére comparable ’hémagglutination des érythrocytes
de cobaye provoquée par les souches entéropathogeénes E. Coli
086.K61,B74-10 et 0111,K58,B75-44.

Exemple 5:

Adhérence et inhibition d'adhérence d’ E. Coli entéropathogeénes
16375 sur cellules buccales humaines

Des cellules ont été recueillies par frottis de la bouche d’un
membre du personnel de laboratoire, lavées quatre fois avec une so-
lution d’eau physiologique tamponée au phosphate [NaCl 0,15 Mo-
laire, phosphate 0,01 Molaire (PBS)}, et finalement diluées jusqu’a
une concentration de 109 cellules/ml.

Les bactéries entéropathogénes E. Coli de 'isolat clinique 16375
ont été lavées deux fois au PBS et diluées jusqu’a une concentration
de 2-10° bactéries/ml.

Les incubations ont été effectuées en mélangeant 500 pi de la sus-
pension cellulaire, 250 pl de la suspension bactérienne et 250pl de
PBS (pour la mesure de I'adhérence) ou d'inhibiteur (une série de
concentrations différentes étant testées pour la mesure de I'inhibi-
tion). Les mélanges ont été effectués en rotation lente pendant 30

35

45

50

55

60

65

minutes a température ambiante. Quatre lavages au PBS (5 ml) ont
alors précéde les collectes de frottis et les colorations au Gram. Le
nombre de bactéries adhérées par cellule a été compté sous micros-
cope optique, 50 cellules par test étant analysées. Les résultats sont
regroupés dans le tableau I ci-apres:

Tableau 11
- Concentration "} o4 hibition
Inhibiteur (ppm équivalent d'adhérence
mannoside ‘

Méthyl-o-D-mannoside: 100 70
- 50 45
10 35
Glycopeptides de la 100 65
glycoprotéine 7S du 50 30
soya (ex. 1b). 10 25
Glycopeptides de la 7S 100 90
du soya, digérés (1 h) a 25 77
I’a-mannosidase (ex. 3). 5 21

Exemple 6:
Immobilisation de glycopeptides sur support solide

Les glycopeptides produits par les digestions a la pronase (exem-
ples 1b et 2b) peuvent étre fixés sur gel de Sepharose, suivant la
méthode ci-aprés: 2 g de Sepharose 6MB" activite au CNBr
(Pharmacia Fine Chemicals) ont été lavés avec une solution d'HCI
(1 mMolaire, 400 ml) et filtrés. Parallélement, 63 mg (poids sec, con-
tenant 25 mg d’oligomannoside) de glycopeptides provenant de la
glycoprotéine Il du haricot (exemple 2b) ont été dissous dans une
solution-tampon NaHCO, (0,1 Molaire, pH 8.3) contenant du NaCl
(0,5 Molaire). Le mélange de la solution glycopeptidique et du gel en
suspension a été effectué en rotation lente pendant deux heures a
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température ambiante. Des lavages successifs au tampen NaHCO,/
NaCl, 3 une solution d’éthanolamine (deux heures 4 température
ambiante), 4 nouveau au tampon NaHCO,/NaCl, avec une solu-
tion-tampon acétate (0,1 Molaire, pH 4,0) contenant du NaCl

(0,5 Molaire) et finalement a nouveau au tampon NaHCO,/NaCl,
donnent accés au gel couplé aux glycopeptides. Le rendement de la
réaction a été de 48% de fixation (basé sur le dosage du mannose).

Exemple 7:

Test de diagnostic pour l'identification de bactéries munies d'ac-
cepteurs spécifiques pour les structures des constituants actifs

a) Des bactéries sont mélangées avec des érythrocytes de cobaye
pour un test d’hémagglutination, conformément & I'exemple 4. Pa-
rallélement, on effectue un mélange similaire avec I'addition d’une
solution d’un des produits biologiquement actifs (en concentration
suffisante pour provoquer une inhibition compléte, conformément
au tableau I). Une lecture confirmant 'hémagglutination d’érythro-
cytes par la suspension bactérienne, ainsi que son inhibition par Iad-
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dition de I'un des constituants actifs, fournira la preuve que les bac- 20

téries possédent des accepteurs spécifiques pour la structure de ce
constituant.

b) Alternativement, un mélange d’une suspension bactérienne et
du gel de Sepharose couplé aux glycopeptides (exemple 6) peut étre
effectué sur une plaque de microscope. Aprés 15 minutes d’incuba-
tion, 'analyse par microscopie optique révéle que si les bactéries
possedent les accepteurs spécifiques, elles couvrent les particules du
gel, tandis que, dans le cas contraire, les mémes particules ne fixent
pas de bactéries.

2

G

Exemple 8:

Isolement de bactéries munies d'accepteurs spécifiques pour les
structures des constituants actifs

Le gel de Sepharose couplé aux glycopeptides obtenu selon
I'exemple 6 est chargé sur une colonne. Un mélange de bactéries est
passé 4 travers cette colonne, les bactéries possédant des accepteurs
spécifiques pour les glycopeptides couplés au gel étant retenues,
tandis que les autres bactéries sont €luées directement. Aprés
ringage, un tampon contenant I’un des constituants actifs est utilisé
pour éluer les bactéries munies des accepteurs spécifiques sous une
forme pure.
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