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SOMMAIRE 

La détection des entérotoxines de staphylocoques (SE) dans 

les cultures bactériennes ou produits alimentaires se fait 

aujourd'hui par des méthodes immunologiques utilisant des 

anticorps (Ac) spécifiques â chaque SE. Comme toute entéro­

toxine peut produire une intoxication alimentaire, il serait 

très utile d'avoir un moyen permettant la détection de n'im­

porte quelle toxine en un seul test. 

Un tel test serait réalisable si un Ac reconnaissant 

toutes les SEs pouvait être obtenu. Les études d'homologie de 

séquences primaires des SEs ont montré qu'elles peuvent être 

classifiées en deux groupes d'homologie. Un premier est formé 

des SEB et SECs, et le deuxième comprend les SEA, SEO et SEE. 

Les différences des structures primaires de chaque groupe de 

SEs supposent des structures antigéniques différentes. Il est 

donc fort peu probable qu'il existe un déterminant antigénique 

commun â toutes les SEs. Néanmoins, la construction d'un Ac 

bispécifique ayant des sites de reconnaissance dirigés contre 

chaque groupe d'homologie pourrait constituer un réactif 

immunologique capable de détecter la présence de chacune des 

SEs. 

Les objectifs de notre projet de recherche étaient donc: 

de produire un anticorps monoclonal (AMC) capable de réagir 
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avec les SEA, SEO et SEE; de produire un autre AMC réagissant 

avec SEB et les SECs; de les coupler chimiquement, pour obtenir 

un AMC bispécifique. 

Quatre groupes de souris ont été immunisés avec différents 

mélanges de SEA, SED et SEE. Ces traitements ont été réalisés 

afin d'optimiser les chances d'obtenir des lymphocytes B 

sécrétant des Ac réagissant avec ces trois SEs. Les cellules 

issues des rates de chaque groupe de souris ont été fusionnées 

avec des cellules myélomateuses pour former des hybridomes. 

Des tests ELISA («enzy.me-linked inununosorbent assay») ont 

permis de sélectionner les hybridomes sécrétant des Ac capables 

de réagir avec les trois SEs. Les hybridomes sélectionnés ont 

été clonés â deux reprises pour s'assurer de la monoclonalité 

des Ac sécrétés. Le clone D8A8F7 sécrétant les AMC ayant les 

meilleures réactions avec SEA, SEO et SEE fut sélectionné et 

congelé jusqu'à utilisation ultérieure. 

De la même manière une autre fusion cellulaire a été 

réalisée avec un groupe de souris ayant été immunisé avec un 

mélange de SEB et SEC1 • Le clone 2E11H1C7 en a été sélectionné 

pour la reconnaissance de SEB et des SECs par ses AMC. 

Les hybridomes D8A8F7 et 2EllH1C7 ont été injectés 

intrapéritonéalement à des souris afin d'induire la production 

de liquide d'ascite riche en Ac. Les AMC contenus dans ces 
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liquides d'ascite ont été purifiés et caractérisés. 

Contrairement au surnageant de culture de l'hybridome 

D8A8F7 qui réagissait avec SEA, SED et SEE, les AMC D8A8F7 

isolés du liquide d'ascite ne réagissaient plus qu'avec SEA. 

Les AMC 2E11H1C7 isolés du liquide d'ascite, eux, ont réagi à 

la fois avec SEB et les SECs, comme le surnageant de culture. 

Les AMC D8A8F7 et 2E11H1C7 ont été couplés avec le réactif 

chimique SPDP. Les AMC bispécifiques obtenus peuvent détecter 

des quantités similaires des mêmes SEs reconnues par les AMC 

avant le couplage chimique, soit jusqu'à 500 ngfmL de SEA, 30 

ngfmL des SECs et 1 ngfmL de SEB. 

L'AMC bispécifique obtenu ne reconnait pas toutes les SEs 

tel qu'espéré. Cependant nous avons démontré qu'il était 

possible d'obtenir des AMC reconnaissant à la fois SEA, SED et 

SEE, ce qui suppose l'existence d'au moins un épitope commun à 

ces trois SEs. Un AMC reconnaissant SEB et les SECs a aussi 

été produit. Le couplage de ces deux AMC avec le SPDP ne 

modifie pas l'affinité de ceux-ci. Par conséquent il serait 

possible de construire un AMC bispécifique reconnaissant toutes 

les SEs, à candi tian d'avoir au préalable un AMC stable 

réagissant avec les SEA, SED et SEE, et un autre réagissant 

avec les SEB et SECs. 
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Cette possibilité de construction d'un Ac bispécifique 

capable de réagir avec toutes les SEs a néanmoins été démontrée 

en utilisant des Ac polyclonaux au lieu d'AMC. 
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INTRODUCTION 

Depuis plus de 60 ans, il est connu que certaines in­

toxications alimentaires sont associées à l'ingestion de subs­

tances toxiques produites par~ aureus (DACK et al., 1930). 

Le terme entérotoxine fut introduit par WOOLPERT et DACK (1933) 

pour distinguer la toxine responsable des intoxications 

alimentaires, des autres toxines staphylococciques déjà 

connues. 

Les études reliées aux intoxications alimentaires staphy­

lococciques ont permis la découverte de plusieurs SEs. L'étude 

de leurs effets biologiques n'a apporté aucun moyen de diminuer 

les symptômes reliés à leur ingestion. L'étude de leurs 

propriétés physico-chimiques a permis de mettre au point 

différentes méthodes de purification. L'obtention de SEs puri­

fiées, pratiquement libres de tout contaminant, a facilité la 

mise au point de plusieurs tests de détection, d'abord basés 

sur des méthodes biologiques, puis sur des méthodes immunologi­

ques • Les SEs sont des protéines encore très étudiées, surtout 

pour leurs caractéristiques de superantigènes. 

La mise au point par KOHLER et MILSTEIN (1975) de la 

production d'anticorps monoclonaux a révolutionné la production 

de réactifs immunospécifiques. La détection des SEs par des 

tests ELISA utilisant des AMC est de plus en plus fréquente. 
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Les entérotoxines étant antigéniquement différentes, la 

répétition nécessaire des tests de détection spécifique devint 

un obstacle à surmonter. La connaissance des séquences 

d'acides aminés des SEs a permis de regrouper celles-ci en deux 

groupes d'homologie, le premier composé des SEA, SED et SEE, le 

second des SEB et des SECs. Ceci permet de supposer la 

présence d'épitopes communs, contre lesquels il pourrait être 

possible de produire des AMC. 

Plusieurs chercheurs ont tenté en vain d'obtenir un AMC 

pouvant reconnaître toutes les SEs. Le but du présent travail 

est similaire mais utilise une approche différente. Plutôt que 

de chercher à obtenir un seul AMC reconnaissant toutes les SEs, 

nous voulons construire un Ac bispécif ique ayant la même 

propriété. Cet Ac bispécifique sera obtenu par un couplage 

chimique d'un AMC reconnaissant le groupe d'homologie SEA, SED 

et SEE, ET d'un autre réagissant avec le groupe d'homologie SEB 

et SECs. 
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1. INTRODUCTION: staphylococcus aureus 

1.1 Classification et identification 

En 1880 un chirurgien écossais, sir Alexander Ogston, 

s'est aperçu que des coccis jouaient un rôle dans plusieurs 

infections pathogènes. Parmi ces coccis, certains formaient 

des amas semblables à des grappes de raisins qu'il a nommés 

Staphylococcus. Quelques années plus tard, ROSENBACH a réussi 

à faire croître des staphylocoques en culture pure. Ceci lui 

a permis de réaliser suffisamment d'études pour les identifier 

comme étant un genre distinct (BERGDOLL, 1989; BAIRD-PARKER, 

1990). 

Les staphylocoques sont des bactéries Gram positives, 

catalase positive qui se divisent en plus d'un plan. Ils se 

distinguent du genre Micrococcus du fait qu'ils ont la possibi­

lité de croître dans des conditions anaérobies grâce à leur 

métabolisme fermenteur. On les retrouve fréquemment, comme 

plusieurs autres bactéries Gram positives, à la surface de la 

peau des animaux à sang chaud. La gorge et le nez sont des 

réservoirs importants de staphylocoques. Les différentes 

espèces de staphylocoques peuvent avoir des affinités parti­

culières pour certaines espèces animales ou même pour certaines 



parties anatomiques. 

aureus. 
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L'espèce la plus étudiée est le _s.. 

Les staphylocoques possèdent deux types de métabolisme, un 

respiratoire et un fermenteur. Ils peuvent croître à des 

températures variant de 7 à 48°C, leur croissance optimale se 

situant entre 35 et 40°C selon le pH environnant (HALPIN­

DOHNALEK et MARTH, 1989). La plupart des souches peuvent 

croître à des pH variant de 4,5 à 9,3, les croissances opti­

males se si tuant à des pH variant de 7, o à 7, 5. La congélation 

peut endommager ces bactéries sans toutefois leur être létale. 

Leur grande capacité d'adaptation leur permet de survivre et de 

se multiplier dans di vers milieux naturels ou synthétiques. On 

peut notamment en retrouver dans 1' eau, 1 'air, le lait et 

différents types de nourriture (ex. salades, poulets, jambons, 

crémages, etc.) 

1.2 Substances d'intérêt biologiques sécrétées par ~. aureus . 

.s_.aureus secrète plusieurs substances d'intérêt biologi­

ques. Parmi celles-ci on retrouve entre autre plusieurs 

enzymes telles que des glycosidases, protéases, estérases, 

lipases, hyaluronidases, nucléases, coagulases et P-lactamases. 

On retrouve également des staphylosines, des leucocidines et la 

protéine A (SPA) qui peut se lier aux fragments Fe des immuno­

globulines. Staph y lococcus aureus secrète également plusieurs 
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toxines telles que les exotoxines pyrogéniques A, B et c, la 

toxine du syndrome de choc toxique {TSST-1) et les SEs. 

2. LBS BNTÉROTOXINBS DB 1· AORBUS 

2.1 Généralités sur les entérotoxines 

En 1914 BARBER fut le premier à démontrer une association 

entre la présence de staphylocoques dans la nourri ture et 

certaines intoxications alimentaires. DACK et al. (1930) ont 

par la suite démontré que ces intoxications alimentaires 

étaient dues à des toxines filtrables qui ont été nommées 

entérotoxines à cause de leur action sur le système gastro­

intestinal. 

Les staphylocoques peuvent contaminer différents produits 

alimentaires. Selon la souche, il peut y avoir ou non produc­

tion d'une ou plusieurs SEs, en plus ou moins grande quantité. 

La production d'entérotoxine se fait autant en condition 

aérobie qu'en condition anaérobie. La chaleur peut détruire 

les staphylocoques présent dans la nourriture sans inactiver 

les SEs déjà sécrétées. L'ingestion d'aliments contenant une 

certaine quantité de SEs amène l'individu à subir une intoxi­

cation alimentaire. Parmi les intoxications alimentaires 

générées par les microorganismes, celles dues au ~ aureus 

occupent l'une des places les plus importantes {tableau I). 
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TABLEAU I: Incidence des empoisonnements alimentaires dus 

à s. aureus. • 

PAYS % DE L'BMPOISOHHBMBNT STAPBYLOCOCCIQUB 
PAR RAPPORT AU TOTAL DES INTOXICATIONS 

ALIMENTAIRES 

Angleterre et Pays de 2,6 
Galles 

(1969-1976) 

Écosse 4,2 
(1973-1977) 

USA 32,6 
(1972-1976) 

Canada 44,7 
(1973-1975) 

Australie 27,3 
(1967-1971) 

Japon 28,4 
(1969-1975) 

Hongrie 56,1 
(1960-1968) 

Finlande 50,6 
(1965-1974) 

*D'après TURNBULL (1979). 
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Les staphylocoques sécrètent plusieurs entérotoxines (SEs) 

qui causent des intoxications alimentaires. À ce jour, sept 

SEs différentes ont été identifiées par l'utilisation de 

méthodes immunologiques (BERGDOLL et al., 1959; CASMAN, 1960; 

BERGDOLL et al., 1965; CASMAN et al., 1967; BERGDOLL et al., 

1973) •• Elles ont été nommées A, B, c1, c2 , c3 , D, etE (SEA, 

SEB, SEC1, etc.). 

De façon générale, les SEB et SECs sont produites en plus 

grandes quantités selon les conditions du milieu. Elles sont 

sécrétées surtout pendant la phase stationnaire de croissance 

bactérienne. Les gènes exprimant ces protéines seraient liés 

à un contrôle plasmidique (SHALITA et al., 1977). Quoique 

produites en quantité moindre, les SEA, SEO et SEE sont 

responsables de la plupart des cas d'intoxications alimentaires 

(surtout SEA). Celles-ci sont produites pendant la phase loga­

rithmique de la croissance bactérienne. L'expression de leurs 

gènes semble être contrôlée par le chromosome bactérien 

lui-même (SHAFER et IANDOLO, 1978; IANDOLO, 1989). 

2.2 Propriétés pbysico-chimiques des entérotoxines 

Afin de pouvoir mieux étudier les différentes propriétés 

des SEs, des techniques de purification ont été mises au point. 

Les premières utilisaient des résines échangeuses d'ions 

accompagnées de précipitations (BERGDOLL et al., 1959). Les 
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techniques maintenant couramment employées permettent un bon 

rendement tout en ayant peu d'étapes. Parmi celles-ci on 

retrouve 1 'utilisation de la chromatographie de type «dye­

ligand» (TRANTER et BREHM, 1990) et d'immunoaffinité (LAPEYRE 

et al., 1987; MICUSAN et gl., 1992). 

Les séquences nucléotidiques des gènes codant pour les 

SEs sont maintenant connues. Certains de ces gènes ont été 

incorporés chez ~ coli, pour produire des SEs recombinantes 

(JONES et KHAN, 1986; BOHACH et SCHLIEVERT, 1987a; BETLEY et 

MEKALANOS, 1988; COUCH et al., 1988; BAYLES et IANDOLO, 1989). 

Quoique cette nouvelle technologie ait un taux de production de 

SEs faible, il y a bon espoir que les difficultés rencontrées 

soient surmontées d'ici peu de temps. 

Les entérotoxines sont des protéines simples, de faibles 

poids moléculaires (PM) , solubles dans 1' eau et dans les 

solutions salines. Leurs points isoélectriques (pi) varient de 

7,0 â 8,6 (BERGDOLL, 1983). 

Parmi les SEs, on retrouve deux grands groupes ayant des 

homologies de séquences d'acides aminés. Un premier regroupe 

les SECs, n'ayant que quelques acides aminés différents entre 

elles, et SEB avec qui elles ont environ 80% d'homologie. Le 

second groupe comprend les trois autres SEs, soit: SEA, SED et 

SEE. SEA et SEE sont homologues entre elles â environ 90%, et 
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Des études utilisant le die-

hroïsme circulaire (D.C.) et la spectroscopie de fluorescence 

ont tenté de déterminer les structures secondaires et ter­

tiaires des SEs (SINGH et al.,1988; SINGH et BETLEY, 1989). Le 

tableau III résume les principales propriétés physico-chimiques 

des SEs. 

De façon générale les SEs sont résistantes à la chaleur 

ainsi qu'aux variations de pH (BERGDOLL, 1989). Toutes les SEs 

possèdent deux résidus cystéine liés par un pont disulfure 

formant une boucle. Les entérotoxines résistent à la plupart 

des enzymes protéolytiques connues, telles que la trypsine, la 

papaïne, la pepsine, la chymotrypsine ainsi que la rénine. Les 

SEs ne sont donc pas inactivées lors de leur passage dans le 

tractus digestif. Il est cependant possible de cliver certai­

nes SEs dans des conditions de pH extrême tel qu'avec de la 

pepsine à pH inférieur â 2 ou avec de la trypsine à des valeurs 

de pH supérieures â 9 (BERGDOLL, 1970; SPERO et al. , 1973; 

SCHMIDT et SPERO, 1983). 

2.3 Propriétés biologiques des entérotoxines 

Lorsque des aliments sont contaminés par des staphyloco­

ques sécréteurs d' entérotoxines, ceux-ci ont la même apparence, 

la même odeur et le même goüt. Cependant les individus ayant 

consommé de tels aliments éprouveront certains malaises dans 
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TABLEAU II: Homologie des séquences d'acides aminés entre 
les différentes entérotoxines1 ' 2 

1 

SEA 

SEB 

SEC1 

SED 

SEE 

1 

2 

Il 
SEA 

1 

SEB 
1 

SEC1 
1 

SED 
1 

SEE 
1 

100 58,9 54,5 71,4 92,2 

100 77,8 57,9 55,6 

100 51,3 51,6 

100 72,4 

100 

Calculé à partir du programme Bestfit (GCG Sequence 
Analysis Software Package, Genetics Computer Inc.) 

Adapté de MICUSAN et THIBODEAU, 1992 



TABLEAU III: Principa l es propriétés physico-chimique s des entérotoxines 
staphylococcigues. 

1 

Propri6t6s Bnt6rotoxines 

A B c1 D B 

Coefficient de sédimentation (S20 w) 3,0 2,89 3,0 - 2,6 

Poids moléculaire 27078 28366 27500 26360 26425 

Nombre de résidu 233 236 239 228 230 
d'acides aminés 

Point isoélectrique 7,3 8,6 8,6 7,4 7,0 

Résidu N-terminal Ser Glu Glu Ser Ser 

Résidu C-terminal Ser Lys Gly Lys Thr 

séquençage des acides aminés + + + - -
séquençage des nucléotides + + + + + 

hélice-a 10,0 9,5 15,0 6,5 6,2 

structures feuillet-P 84,5 55,0 38,0 78,0 51,2 
D.C. (%) tour-P o,o 16,5 25,0 1,5 9,0 

apériodicité 5,5 19,0 21,5 14,0 33,5 
. p 

- AVENA et BERGDOLL, 1967 - BOHACH et SCHLIEVERT, 1987b - HUANG et BERGDOLL, 1970 
- BAYLES et IANDOLO, 1989 
- BERGDOLL et al., 1965 
- BETLEY et MEKALANOS, 1988 
- COUCH et al., 1988 
- BOHACH et SCHLIEVERT, 1987a 

- BORJA et al., 1972 -JONES et KHAN, 1986 
- BORJA et BERGDOLL, 1967 -REISER et al., 1984 
-CHANG et BERGDOLL, 1979 - SCHANTZ et al., 1972 
- SCHMIDT et SPERO, 1983 
-HUANG et al., 1987 

..... 

..... 



12 

les heures suivantes (généralement une à six heures après 

1' ingestion) • Des nausées apparaissent sui vies de vomisse­

ments. La réaction émétique se produit régulièrement, à une 

fréquence variant entre 5 et 21 minutes, ceci pendant une à 

huit heures. Les autres symptômes courants sont les crampes 

abdominales et la diarrhée (DENNISON, 1936). Bergdoll résume 

une intoxication alimentaire due aux SEs comme suit: 11 Au début 

vous croyez que vous allez en mourir, puis au fil des heures, 

vous espérez en mourir .•. tout en sachant que ça ne sera pas le 

cas" (BERGDOLL, 1983). 

La gravi té des symptômes dépend de la quanti té de SE 

ingérée et de la résistance naturelle de l'individu. Seuls les 

humains et les primates sont sensibles aux intoxications 

alimentaires d'origine staphylococcique. Les rongeurs pour 

leur part y sont particulièrement résistants. Des études 

faites à partir de SEs purifiées, sur des volontaires humains, 

estiment que l'ingestion de 1 à 5 ~Jg de SEs/70 kg (poids 

corporel) sont nécessaires pour causer une intoxication alimen­

taire. Normalement, si le seuil de tolérance n'est pas 

dépassé, aucun symptôme ne se manifeste. Les cas graves 

peuvent être accompagnés de fièvre, de variations de pression 

sanguine, de maux de tête, de crampes musculaires, etc. Un 

rétablissement complet prend de 24 à 48 heures. La mort par 

intoxication alimentaire causée par des SEs est un phénomène 

rare, les quelques cas reportés concernent surtout de jeunes 
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enfants ou des personnes âgées (BERGDOLL, 1989). 

Des travaux effectués par SUGIYAMA et HAYAMA en 1965 ont 

associé le site de l'action émétique aux viscères abdominaux, 

la transmission du message jusqu'au centre de vomissement 

cervical se faisant via le nerf vague. 

De 15% à 35% des humains sont des porteurs persistants de 

~- aureus et peuvent ainsi contaminer de la nourriture (WIL­

LIAMS, 1963). Il n'existe encore aucun moyen pour arrêter ou 

même diminuer les symptômes dus à l'ingestion d'entérotoxines; 

on ne peut qu'en subir les conséquences. Les entérotoxines 

sont résistantes à la chaleur et ne sont pas inactivées par la 

pasteurisation. Les seuls moyens pour diminuer le taux de 

telles intoxications alimentaires restent la prévention par 

réfrigération des aliments et la détection des aliments 

contaminés. 

2.4 Propriétés immunologiques des entérotoxines 

L'intérêt pour les propriétés immunologiques des SEs a 

débuté en 1970 lorsque PEAVY et al. ont observé que la SEB 

induisait la prolifération des lymphocytes périphériques 

humains ainsi que des cellules issues de rates de souris. 

Quelques années plus tard, il a été démontré que seulement la 

prolifération des lymphocytes T était induite par les SEs 
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(GREAVES et al., 1974; SMITH et JOHNSON, 1975). Le pouvoir 

mitogène des SEs s'est révélé encore plus puissant que celui 

des lectines (LANDFORD et al., 1978). Les SEs activent autant 

les cellules T auxiliaires que cytotoxiques (ARCHER et al., 

1981; DONNELLY et ROGERS, 1982). L'intensité du pouvoir mite­

gène varie d'une SE à l'autre; le groupe de UCHIYAMA (1989) ont 

démontré que la SEA avait un pouvoir mitogène supérieur à SEB 

et SEC1• CARLSON et al. (1988) ont observé que la stimulation 

des lymphocytes T par les SEs nécessitait la présence de 

cellules accessoires. FLEISHER et SCHREZENMEIER (1988) ainsi 

que MOLLICK et al. (1989) ont démontré que ces cellules acces­

soires devaient exprimer à leur surface des molécules du com­

plexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe II. Ainsi, 

les SEs peuvent stimuler environ une cellule T sur cinq alors 

qu'un antigène (Ag) normal n'en stimule qu'une sur 10 000. Ce 

pouvoir mitogénique à large spectre, couplé à la découverte que 

les SEs n'avaient pas besoin d'être dégradées par les cellules 

présentatrices d'Ag (CPA) pour induire une prolifération, a 

mené WHITE et al. (1989) à élaborer le concept de superantigè­

ne. Des travaux effectués par DELLABONA et al. (1990) et 

RUSSEL et al. (1991) ont prouvé que la liaison des SEs avec les 

molécules de classe II du CMH se produisait à l'extérieur de la 

niche présentatrice d'Ag. La stimulation des lymphocytes T par 

les SEs n'est cependant pas restreinte par le CMH (CHALITA et 

GEHA, 1992). Il a également été démontré que les SEs se 

liaient à certaines portions de vp présentes sur les récepteurs 
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des cellules T (KAPPLER et al., 1989; WHITE et al., 1989). 

Les SEs possèdent également la propriété d'augmenter la 

sécrétion de plusieurs cytokines telles que les interleukines 

1 et 2 (IL-l, IL-2), les interférons gamma (IFNy) et le facteur 

nécrosant des tumeurs (TNF) (JOHNSON et al., 1977; FAST et al., 

1989; UCHIYAMA et al., 1989). 

Les SEs provoquent aussi une immunosuppression; particu­

lièrement au ni veau de la production d'Ac contre les Ag 

thymodépendants (SMITH et JOHNSON, 1975; PINTO et al., 1978; 

KAWAGUCHI-NAGATA et al., 1985). 

3. DÉTECTION DES ENTÉROTOXINES 

3.1 Tests bioloqiques 

Lors de la découverte des entérotoxines staphylococciques 

comme agents provocateurs d'intoxications alimentaires, les 

seuls moyens de détection étaient reliés à l'utilisation 

d'animaux. Par exemple, des échantillons potentiellement 

contaminés étaient injectés de façon intrapéritonéale ou 

intraveineuse à des chatons; une réaction émétique traduisait 

la présence d'entérotoxines (DOLMAN et WILSON, 1940; HAMMON, 

1941). Des réactions non spécifiques avec d'autres substances 

staphylococciques ont mené à la délétion de cette méthode. 
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Parmi les tests utilisant des animaux, le plus employé fut 

l'injection intragastrique d'échantillons possiblement contami­

nés à de jeunes singes Rhésus (SURGELLA et al., 1953). Des 

vomissements de l'animal signifient que l'échantillon contient 

des SEs, sans pouvoir identifier de quel type il s'agit. Les 

principaux désavantages de ce test sont les coüts d'achat et 

d'entretien de ces animaux, ainsi que le développement d'une 

tolérance progressive aux SEs. 

Une autre méthode biologique suggérée par SCHREUBER et al. 

(1983) utilise des cobayes hypersensibilisés aux SEs 

L'injection intradermique de SEs provoque une réaction d'hyper­

sensibilité visible à l'oeil nu en 15 minutes. Ce test permet 

des mesures semi-quantitatives, ayant une limite de détection 

de 10 pg de SE. Quoique pratique pour vérifier l'activité 

biologique de SEs, ce test est peu commode lorsqu'il s'agit de 

tester un grand nombre d'échantillons de faibles concentra­

tions. Ce test ne donne aucun renseignement sur le type de SEs 

présentes. 

3.2 Tests immunoloqiques 

La purification des SEs et la production d'Ac spécifiques 

ont permis la venue d'une batterie de tests immunologiques 

permettant leur détection. Les Ac ne détectent pas l'activité 

biologique des SEs mais plutôt leur antigênicitê. Aujourd'hui 
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tous les tests de détection des SEs sont basés sur les réac­

tions avec des Ac qui leur sont spécifiques. 

Le premier test basé sur une réaction Ag-Ac utilisé pour 

détecter la présence de SEs a été basé sur l'immunodiffusion de 

type Ouchterlony (OUCHTERLONY, 1958). Les échantillons (SEs) 

et des Ac anti-SEs sont déposés dans des puits différents 

pratiqués dans un gel d'agarose. Les Ac et les SEs diffusent 

dans le gel, une bande de précipitation indique la présence de 

SEs. Cette méthode permet une estimation semi-quantitative des 

SEs jusqu'à 5 p.g/mL. Ce test a été modifié à plusieurs 

reprises. L'une des variantes, l'ODP («optimum density plate))) 

(DONNELY et al., 1967; ROBBINS et al., 1974), permet d'augmen­

ter la sensibilité de détection jusqu'à 0,5 p.gfmL. 

La miniaturisation de la précédente technique a permis 

d'augmenter la sensibilité jusqu'à 0,1 p.gjmL (REISER et al., 

1974). La concentration nécessaire des échantillons requiert 

cependant beaucoup de temps. 

Une méthode de détection semi-quantitative par électroim­

munodiffusion a aussi été mise au point (GASPER et al., 1973). 

Le principal défaut de cette technique est l'utilisation de 

grandes quantités d'antisérum. 

I 1 a été proposé que les tests de détection des SEs 
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devaient déceler jusqu'à 1 ng de SE par gramme de nourriture 

contaminée (BERGDOLL, 1970). Des tests plus sensibles ont donc 

été mis au point. 

Parmi ceux-ci, on retrouve les tests d'hémagglutination, 

détectant jusqu'à 1 ng de SE (MORSE et MAH, 1967). À des puits 

contenant une quantité constante d'Ac anti-SEs, sont ajoutés 

des dilutions d'échantillons. Puis on ajoute des érythrocytes 

à la surface desquels des SEs ont préalablement été fixées. 

Les Ac libres agglutinent les globules rouges recouverts de 

SEs. La concentration de SEs présente est inversement propor­

tionnelle au taux d'agglutination. 

L'autre version de ce test est appelée «Reverse Passive 

Latex Agglutination» (RPLA) (SILVERMAN et al., 1968; BERGDOLL 

et al., 1976). Ici ce sont les Ac qui sont couplés aux 

érythrocytes. L'agglutination se produit lorsqu'il y a 

présence de SEs. Les problèmes rencontrés avec ce type de 

tests sont la difficulté de couplage des Ac aux érythrocytes et 

les réactions non spécifiques se produisant avec les extraits 

alimentaires. Une trousse commerciale de ce test est disponi­

ble (SHINGAKI et al., 1981). 

Les tests de RIA («Radio Immunoassay») rapides et très 

sensibles, ont rendu possible la détection de 1 ng de SE dans 

un gramme de nourriture (JOHNSON et al., 1971; COLLINS et al., 
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1973). Les Ac anti-SEs sont fixés au fond des 96 puits d'un 

plateau et une quantité connue de SEs marquées radioactivement 

compétitionnent avec les échantillons â tester. Les désavan­

tages de ce test sont les réactions non spécifiques possibles; 

l'utilisation de matériel radioactif ayant une durée de vie 

limitée, les risques pour la santé qu'entraîne les manipula­

tions, ainsi que l'équipement spécialisé nécessaire aux lectu­

res des résultats. 

L'alternative de choix â toutes ces techniques est le test 

de type ELISA («Enzyme-Linked Immunosorbent Assay»), basé sur 

un principe similaire â celui de RIA. On utilise des anticorps 

anti-SE couplés â une enzyme pour détecter la présence de SEs 

(SAUNDERS et BARTLETT, 1977; STIFFLER-ROSENBERG et FEY, 1978; 

NOTERMANS et HEUVELMAN, 1983). Ce test est aussi sensible et 

rapide que le RIA. Une trousse commerciale est d'ailleurs 

disponible (FEY et al., 1984) pour la détection des SEA, SEB, 

SECs et SED. Des interférences peuvent se produire, par 

exemple la SPA peut se lier aux portions Fe des Ac et produire 

des résultats faussement positifs. On évite ce genre de 

problèmes en utilisant des Ac dont la partie Fe a été dégradée 

[fragments F(ab') 2 ], ou en faisant au préalable réagir les 

échantillons â tester avec un sérum normal de lapin. 
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4. ANTICORPS MONOCLONAUX 

4.1 Introduction 

Différents lymphocytes B sont stimulés par des si tes 

antigéniques spécifiques à leurs immunoglobulines de surface. 

Chaque stimulation amène la multiplication d'un clone cellu­

laire et la production d'un Ac particulier à ce clone. Les Ac 

produits par plusieurs clones sont donc polyclonaux. L'iso­

lement d'une seule lignée de lymphocytes B donnerait une source 

d'Ac identiques (monoclonaux) réagissant contre un seul 

déterminant antigénique. Ces cellules-a ne possèdent pas la 

capacité de se diviser continuellement et ne peuvent donc pas 

être mises en cultures. 

Les premiers à avoir produit des AMC ont été KOHLER et 

MILSTEIN (1975). Ceux-ci après avoir immunisé des souris avec 

des globules rouges de mouton, ont fusionné les cellules de 

rates (source de lymphocytes B) avec une lignée de cellules 

myélomateuses (cellules pouvant survivre indéfiniment en milieu 

de cul ture) déficientes pour l'enzyme hypoxanthine guanine 

phosphoribosyl transférase (HGPRT). La sélection des cellules 

fusionnées se fait dans un milieu contenant de l'hypoxanthine, 

de 1 'aminoptérine et de la thymidine (milieu HAT) • L' aminopté­

rine bloque la voie principale de synthèse de 1 'ADN et de 

l'ARN. La présence dans le milieu de thymidine et d'hypoxan-
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thine permet aux cellules d'utiliser une voie de biosynthèse 

alternative en utilisant 1 'enzyme HGPRT. Les myélomes non 

fusionnés déficients pour cet enzyme ne peuvent pas utiliser 

cette alternative. Les cellules B non fusionnées meurent après 

quelques cycles de multiplication. Seules les cellules 

hybrides lymphocytes-a-myélomes (hybridomes) peuvent survivre 

dans un tel milieu. Ils ont donc obtenu une lignée de lympho­

cytes B immortelle sécrétant des Ac spécifiques aux érythrocy­

tes de mouton. 

Les principaux avantages des AMC sont leur spécificité et 

leur monoclonalité. Il est donc possible d'obtenir de grandes 

quantités d'AMC spécifiques à un seul déterminant antigénique. 

Les Ac polyclonaux sont variables d'un animal à l'autre. Les 

hybridomes, eux, peuvent servir de source constante et inépui­

sable d'un même anticorps. Le schéma général pour la produc­

tion des AMC est présenté à la figure 1. 

4.2 Utilisation des anticorps monoclonaux pour la détection 

des entérotoxines 

L'utilisation d'AMC anti-SEs dans les tests de détection 

de type ELISA permet de standardiser les protocoles d'utilisa­

tion. Il est possible de produire des AMC spécifiques à chaque 

type de SE. Plusieurs groupes de chercheurs ont produit 

différents AMC spécif igues aux SEs en utilisant di vers protoco-
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/ 
Production d'AMC 

Fig.l Schéma représentant la génération d'hybridomes ainsi 
que la production d' AMC 
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les d'immunisation. 

Généralement on obtient des AMC spécifiques â l'entéro­

toxine utilisée lors de 1' immunisation. Cependant quelques 

chercheurs tels EDWIN et al. (1984) ont obtenu des AMC qui en 

plus de réagir avec l'entérotoxine désirée {SEA), avaient une 

réaction croisée avec SEE. Ces deux SEs font partie du même 

groupe d'homologie et possèdent possiblement un épitope commun 

ou semblable. THOMPSON et al. ( 1984) ont obtenu des AMC 

réagissant â la fois avec SEB et les SECs, laissant supposer la 

présence d'épitopes communs â l'intérieur de cet autre groupe 

d'homologie. 

MEYER et al. (1984) ont été les premiers â utiliser alter­

nativement deux entérotoxines (SEA et SED) lors de l' immu­

nisation des souris. Suite à la fusion cellulaire, 65 hybrido-

mes ont été obtenus sur une possibilité de 149. De ces 65 

hybridomes, 30 sécrétaient des Ac réagissant contre SEA, 11 

avaient des réactions positives avec SEA et SED, et aucun 

n'était spécifique qu'à SED. L'un des AMC obtenus réagissait 

avec toutes les SEs, particulièrement avec SEB et SEC1 , même si 

ces SEs n'avaient pas servi lors de l'immunisation. Des tests 

d'inhibition ont confirmé la plus grande affinité de l'AMC pour 

SEB et SEC1 que pour les autres SEs. L'existence d'un tel AMC 

réagissant contre toutes les SEs ayant soulevé un vif intérêt, 

l'AMC fut étudié dans d'autres laboratoires. Il a été démontré 
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qu'en plus de reconnaître toutes les SEs, cet AMC réagissait 

avec plusieurs autres protéines de provenances diverses 

(THOMPSON et al., 1985). Cet AMC n'étant pas spécifique aux 

SEs, l'intérêt qu'il avait soulevé disparut rapidement. 

Un autre AMC réagissant avec plusieurs SEs a été obtenu 

par LAPEYRE et al. (1987). Cet AMC réagirait contre les SEA, 

SEB, SEC1 et SEO. Les auteurs ne donnent pratiquement aucune 

information sur l'obtention de cet AMC, ni sur sa caractéri­

sation. DO. au manque d'information, l'interprétation des 

résultats fournis reste douteuse. 

En 1991, SHINAGAWA et al. ont produit des AMC reconnais­

sant plusieurs SEs, trois d'entre eux réagiraient contre toutes 

les SEs. En examinant attentivement leurs résultats on 

découvre que ceux-ci n'ont qu'une faible affinité pour les SEs. 

Aucune information n'est donnée concernant les réactions 

possibles de ces AMC avec d'autres protéines d'origine bacté­

rienne. 

5. LES ANTICORPS BISPÉCIFIQUES 

Les Ac sont des molécules spécifiques ayant deux sites de 

liaison identiques pour un Ag donné. Il est désormais possible 

de produire des Ac ayant une double spécificité (deux site de 

liaison différents) soit par des méthodes biologiques ou 
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chimiques. La formation d'Ac bispécifiques a été réalisée pour 

la première fois par NISONOFF et RIVERS ( 1961) en couplant 

chimiquement deux Ac polyclonaux de spécificités différentes. 

5.1 Méthodes biologiques. 

COTTON et MILSTEIN (1973) ont été les premiers à fusionner 

deux lignées cellulaires sécrétrices d'immunoglobulines (Ig). 

Les cellules hybrides formées sécrétaient des Ig provenant des 

deux types parentaux. Le mélange d'Ac obtenu de spécificité 

inconnue s'est alors révélé de peu d'utilité. Cette technique 

a été améliorée par KOHLER et MILSTEIN (1975), permettant 

l'obtention d'une lignée cellulaire continue sécrétrice d'AMC 

spécifique à un Ag. L'utilisation de ces techniques de fusions 

cellulaires pour produire des AMC bispécifiques a été mise au 

point en 1980 par READING (brevet u.s. 4 474 893). La descrip­

tion de la technique permettant 1' obtention de quadromes 

sécréteurs d'AMC bispécifiques réagissant avec deux Ag connus 

a été publiée l'année suivante (READING, 1981). 

En 1983, MILSTEIN et CUELLO ont mis au point une technique 

de production d'AMC bispécifiques semblable. Ils ont fusionné 

un hybridome sécrétant des AMC spécifiques à un Ag avec des 

cellules de rate de souris immunisées avec un second Ag. Les 

cellules hybrides obtenues sont appelées triomes puisque 
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originaires de trois cellules mères. 

La production de triomes quoique moins complexe que la 

production de quadromes, ne nous assure en aucun cas de la 

deuxième spécificité qui sera obtenue. Ces deux techniques ont 

le désavantage commun de sécréter un mélange des Ac parentaux 

parmi lesquels se retrouvent les AMC bispécifiques. Le mélange 

d' AMC obtenus a été analysé par MILSTEIN et CUELLO (1984). 

Chaque Ac sécrété est formé de 1' assemblage aléatoire des 

chaînes lourdes et légères produites par les gènes des cellules 

mères. La figure 2 illustre la composition du mélange d'Ac 

sécrétés par les triomes et les quadromes. Ils ont estimé que 

les Ac bispécifiques fonctionnels formés constituaient de 12,5 

à 50% du mélange d'Ac produit. La purification de ces AMC 

bispécifiques est fastidieuse. 

5.2 Méthodes chimiques 

Les méthodes chimiques utilisent des Ac purifiés plutôt 

que les cellules productrices. Ces méthodes se divisent en 

deux groupes: celles qui séparent les deux sites de combinai­

sons des Ac avant de former des Ac bispécifiques et celles qui 

utilisent les Ac entiers. 

La première méthode de couplage chimique de deux Ac a été 

proposée par NISONOFF et RIVERS (1961). En résumé, ils ont 
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INACTIF l10NOSPtCIFIQUE BISPtciFIQUE 

l3 A A A B B 
MONOVALENT 

À B À B 

A A B B A A l3 l3 A B 
BIVALENT 

SITE DE LIAISON ACTIF SITE DE LIAISON INACTif 

Fig. 2 Composition du mélange d'Ac sécrétés par les triomes et quadromes 
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digéré à la pepsine chacun des deux Ac polyclonaux utilisés 

pour obtenir des fragments F{ab') 2 • Une réduction modérée de 

ces fragments leur a permis d'obtenir des fragments F{ab'). 

Les fragments F(ab') de chaque Ac ont été couplés par l'oxyda­

tion de leurs ponts di sulfures. Le mélange obtenu contient une 

bonne proportion d'Ac bispécif iques. Cette méthode est limitée 

par la nature polyclonale des Ac utilisés. 

BRENNAN et al. { 1985) ont aussi utilisé les fragments 

F (ab') 2 des Ac. Ces fragments ont été réduits par une réaction 

avec la mercaptoéthylamine et de l'arsénite de sodium pour 

former deux fragments F(ab) identiques. La formation de_ liens 

disulfures à l'intérieur d'un même fragment F{ab) a été évitée 

par une réaction avec l'acide 5,5'-dithiobis{2-nitrobenzoic) 

{réactif de Ellman). Des dérivés de thionitrobenzonate {TNB) 

stables ont été formés [F{ab)-TNB]. Les groupements TNB de 

l'un des deux Ac ont été réduits avec du 2-mercaptoéthylamine 

pour former des résidus thiols [F(ab) -SH]. Les fragments 

F(ab)-TNB spécifiques à un premier Ag ont été mélangés de façon 

équimolaire aux fragments F(ab)-SH spécifiques au second Ag. 

Les anticorps bispéciques obtenus reconnaissaient les deux Ag 

différents. 

GLENNIE et al. (1987) ont décrit une autre méthode chimi­

que pour la formation d' AMC bispécifique. Les premières étapes 

consistent à produire des fragments F(ab)-SH de la même manière 
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que l'équipe de Brennan. Subséquemment, tous les groupements 

thiols libres de l'un des Ac ont subi une maléimidation avec le 

réactif bifonctionnel o-phénylène-dimaléimide (0-PDM) en 

obtenant F (ab) mal. Les F (ab) -SH et les F (ab) mal ont été 

combinés dans des conditions favorisant la réaction entre les 

groupements thiols et les groupements maléides tout en minimi­

sant la réoxydation des groupements thiols. 

D'autres méthodes utilisent des Ac entiers. L'une des 

plus utilisée permet l'obtention d'Ac bispécifiques par une 

réaction avec le réactif hétérofonctionnel N-succinimidyl-3- (2-

pyridyldithio)proprionate (SPDP) (CARLSON et al., 1978; 

KARPOVSKY et al. 1984; LIU et al. 1985; NITTA et al. 1989). 

Dans une première étape, le SPDP est ajouté à chacun des deux 

Ac sélectionnés afin qu'il puisse se fixer sur les chaînes 

latérales de certains acides aminés. Les molécules de 2-

pyridyl disulphyde fixées à l'un des deux Ac sont réduites par 

1 'action du dithiothréitol (OTT) amenant la libération de 

résidus N-hydroxysuccinimide. Les Ac bispécifiques sont 

obtenus par la mise en contact des Ac couplés au SPDP qui ont 

été réduits et ceux qui ne l'ont pas été. Les groupements 

thiols issus de la réduction au OTT réagissent avec les 

molécules de SPDP non réduites au niveau du pont disulfure 

restant pour former un lien covalent stable et libérer des 

molécules de pyridine-2-thione (fig.J). Cette dernière méthode 

comporte l'avantage de travailler avec des Ac purifiés entiers, 
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et seuls des hétérodimères sont formés lors de la réaction de 

couplage. C'est la méthode que nous avons choisie pour la 

construction d'Ac bispécifiques. 
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OBJECTIF DE LA RECHERCHE 

Ce travail vise à produire un réactif immunologique 

capable de permettre une détection rapide de toutes les SEs. 

Nous espérons pouvoir obtenir un tel réactif en construisant un 

AMC bispécifique. 

La première étape consiste à produire un AMC réagissant 

avec SEA, SED et SEE. Ces trois SEs ayant des homologies de 

séquences d'acides aminés supérieures à 70%, il est probable 

qu'elles possèdent au moins un épitope commun ou semblable. 

Un second AMC, celui-ci reconnaissant les SEB et SECs 

devra aussi être produit. Une homologie des séquences primai­

res de ces SEs suppose aussi la présence d'épitopes communs ou 

semblables. 

Ces deux AMC devront être couplés avec le réactif hétéro­

fonctionnel SPDP. Les AMC bispécifiques ainsi obtenus servi­

ront de premiers Ac dans un test de type ELISA pour la détec­

tion des différentes SEs. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODE 

1. PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX 

1.1 Immunisation des souris 

Différents mélanges de SEs purifiées (Toxin Technology, 

Sarassota, FL) ont été inoculés en présence ou absence d'ad­

juvant de Freund complet (AFC) ou incomplet (AFI) à cinq 

groupes de souris femelles BALB/c (Charles Rivers, Saint­

Constant, Québec, Canada) de 18 à 20 g. Le tableau IV montre 

le protocole d'immunisation utilisé pour chaque groupe de sou­

ris. 

1.2 Production des hybridomes 

Les opérations suivantes ont été effectuées dans le 

laboratoire du Dr Jacqueline Lecomte de l'Institut Armand­

Frappier. 

Quatre jours après la dernière immunisation de rappel, les 

souris d'un même groupe ont été endormies au méthophane. Sous 

un laminaire (Biogard Hood) , chacune d'entre elles a été 

saignée à blanc par ponction cardiaque. Les rates ont été 

prélevées stérilement puis triturées par rotation d'un piston 

de seringue lee dans 2 mL de RPMI sans sérum (pyruvate de 
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TABLEAU IV: Schéma d'immunisation des souris 

1 GROUPE 1 HOMBRE DE JOUR MÉLANGE INJECTÉ IHJEC-
SOURIS A CHAQUE SOURIS TIOH 

FA-1.1 2 0 2,5 J19 SEA + 2,5 }19 SEO IPa 
+ 5 }19 SEE + AFC 

14 2,5 #-'9 SEA + 2,5 }19 SEO scb 
+ 5 }19 SEE + AFI 

45 10 #-'9 SEA + 10 J19 SEO Ive 
+ 10 #-'9 SEE 

FA-1. 2 2 0 2,5 #-'9 SEA + 2,5 }19 SEO IP 
+ 5 #-'9 SEE + AFC 

14 2,5 J.l.9 SEA + 2,5 J19 SEO sc 
+ 5 J.l.9 SEE + AFI 

45 3 #-'9 SEA + 3 J19 SEO ISd 
+ 3 #-'9 SEE 

FB-2 3 0 13,3 J19 SEB + AFC IP 

14 15 #-'9 SEB + 15 }19 SEC1 IP 
+ AFI 

44 10 #-'9 SEC1 IV 

74 50 #-'9 SEB + 50 }19 SEC1 IP 

FA-3 3 0 25 J19 SEA + AFC IP 

30 100 #-'9 SEA + AFI IP 

60 75 #-'9 SEA IV 

90 75 #-'9 SEE IV 

FA-4 3 0 30 }19 SEE + AFC IP 

30 55 J19 SEE + AFI IP 

64 50 #-'9 SEE + AFI IP 

74 25 #-'9 SEA + 25 #-'9 SEE IV 

FA-5 3 0 10 #-'9 SEA + AFC IP 

14 25 #-'9 SEA + AFI IP 

44 50 #-'9 SEA IV 

aintrapéritonéale bsous-cutanée cintraveineuse dintrasplénique 
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sodium 1 mM, glutamine 2 mM, gentamycine 0, 01%, fongizone 

0, 05%). Lasuspension cellulaire a été diluée par un facteur de 

10 dans de l'ACK lysine (NH4Cl 0,15 M, KHC03 10 mM, EDTA 0,1 

mM) afin de lyser les globules rouges, et encore diluée 1/10 

dans du RPMI 1640 (Gibco BRL, Burlington, Ont.). Un comptage 

cellulaire afin de déterminer la viabilité cellulaire a été 

fait en présence de bleu de Trypan. 

Des cellules myélomateuses P3X653-AG8.653 (ATCC, Rockvil­

le, MA) non sécrétrices d'Ig, cultivées en présence de RPMI 

1640 enrichi de 10% de sérum foetal bovin (SFB) ont été 

centrifugées â 7000 rpm pendant 10 minutes. Le culot a été 

resuspendu dans 5 mL de RPMI 1640 et la viabilité cellulaire 

déterminée comme décrit précédemment. 

Les cellules de rates ont été ajoutées aux cellules 

myélomateuses dans un rapport de 10:1. Cette suspension a été 

centrifugée dix minutes â 7000 rpm et resuspendue dans 200 ~L 

de RPMI 1640. Un millilitre de PEG 1000 (polyéthylèneglycol, 

Sigma, st-Louis, MO) dilué â 50% dans du RPMI 1640 a été ajouté 

délicatement pendant une minute. Un volume de 3 mL de RPMI 

1640 (sans sérum) préchauffé â 37°C a été ensuite ajouté et le 

mélange agité pendant trois autres minutes. Au cours des trois 

minutes suivantes, on ajoute un volume de 7 mL du même milieu. 

Le PEG est ensuite éliminé par une centrifugation de dix 

minutes à 500 rpm. Les cellules ont été resuspendues dans 5 
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mL de RPMI 1640 additionné de 10% de SFB avant d'être dénom­

brées. 

Les cellules (5 X 105 cellules 1 mL) ont été resuspendues 

dans du RPMI 1640 en présence de 10% de SFB et 1% d'un milieu 

HAT 100X (hypoxanthine 10 mM, aminoptérine 41 !JM, thymidine 1, 6 

mM). Cette suspension a été répartie en volumes de 200 !JL par 

puit. Deux plateaux de 96 puits (Gibco BRL, Burlington, Ont.) 

ont été utilisés pour les cellules provenant de chaque souris. 

Les plateaux ont été ensuite incubés dans une étuve humide à 

37°C en présence de 7% C02 • Le pourcentage de croissance 

cellulaire a été évalué une première fois après 4 jours par 

observation au microscope, puis aux 48 heures jusqu'au douzième 

jour. À chaque lecture, 100 !JL de milieu ont été enlevés à 

chacun des puits pour être remplacés par du milieu frais. A 

compter du neuvième jour, l'aminoptérine n'a plus été ajoutée 

au milieu de culture. 

1.3 Sélection des hybridomes 

La sélection des Ac réagissant le mieux avec les SEs a été 

réalisée par des techniques de type ELISA. 

1.3.1 La technique ELISA directe 

Cette méthode est basée sur la propriété des protéines 
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(Ag) de s'adsorber à des diverses surfaces solides, ainsi que 

sur la spécificité des réactions Ag-Ac. Les AMC contenus dans 

les surnageants de culture se lient aux SEs auxquelles ils sont 

spécifiques. Ces AMC sont détectés par l'ajout d'un antisérum 

composé de fragments F(ab') 2 anti-Ig de souris (Amersham Canada 

Lté, Oakville, Ont.) couplés à la peroxydase de raifort (HRP) 

qui sera dorénavant désigné par l'abréviation anti-Ig-souris­

HRP. La présence de ce complexe est ensuite détectée par un 

substrat chromogénique. L'intensité de la coloration obtenue 

est proportionnelle à la quantité d'AMC liés aux SEs. Le test 

ELISA direct permet donc de déterminer quels AMC réagissent 

avec les SEs. 

Les étapes de la technique d'ELISA directe sont les suivantes: 

1- Un volume de 50 ~L de SEs dilués à 3 ~g/mL dans du tampon 

carbonate de 0,1 M pH 9,6, ont été adsorbés aux fonds des 

plateaux à 96 puits de type Immulon-2 (Dynatech Labora­

tories Inc., Fisher Canada, Montréal, Qué.) pendant douze 

heures à 4°C. 

2- Lavages des puits (cinq fois) avec un tampon PBS contenant 

0,05% de tween-20 (solution de lavage). 

3- Saturation des puits avec 200 ~L de lait écrémé en poudre 

dilué à 2% dans du PBS (lait 2%), pendant 30 minutes à 

37°Co 

4- Idem à l'étape 2. 
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5- Ajout des solutions d'Ac à tester (50 ~L/puit), incubation 

deux heures à 37°C. 

6- Idem à l'étape 2. 

7- Ajout de 50 ~L/puit de l'anti-souris-Ig-HRP dilué 1/2000 

dans du lait 1%, incubation 2 heures à 37°C. 

8- Idem à l'étape 2. 

9- Ajout de 50 ~Ljpuit du substrat chromogénique TMB 

(3,3',5,5'-tétraméthyl-benzidine, Kirkegaard et Perry 

Laboratories Inc., Gaithersburg, MD), incubation de 15 

minutes à l'obscurité à la température de la pièce. 

10- Arrêt de la réaction par l'ajout de 50 ~L/puit d'acide 

phosphorique 0,1 M. 

11- Lecture des densités optiques à 450nm (Microplate Autorea­

der, modèle EL309, Bio-Tek Instruments, Mandel Scientific 

Co. Ltée) 

Pour chacun de ces tests, des contrôles positifs, négatifs 

et des réactifs (blancs) ont été effectués. Pour les blancs, 

les surnageants des cultures d'hybridomes ont été substitués 

par du lait 1% (étape 5). Il est nécessaire d'avoir un minimum 

de trois blancs par Ag utilisé. Un AMC reconnaissant un autre 

Ag que les SEs a été utilisé comme témoin positif de la 

réaction ELISA. 
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1.3.2 La technique ELISA indirecte. 

Tout comme le test ELISA direct, la technique ELISA indi­

recte est basée sur la spécificité des réaction Ag-Ac. Le test 

ELISA indirect nécessite l'utilisation de deux Ac dirigés 

contre le même Ag mais provenant d'espèces animales différen­

tes. L'Ag coincé entre ces deux Ac ne subit pas les déforma­

tions conformationnelles (pouvant parfois affecter les épito­

pes) qu'entraîne l'adsorption à une surface solide. Un test 

ELISA indirect nous indique si 1 'AMC est capable de reconnaître 

une SE sous une forme plus naturelle, soit liée à un Ac 

xénogénique plutôt qu'adsorbée à une surface. 

Étapes de la technique ELISA indirecte: 

la- Adsorption des sérums de lapin anti-SEs (ou AMC anti-SEs) 

dilués 1/4000 dans du tampon carbonate 0,1 M pH 9,6 (50 

~L/puit) pendant 12 heures à 4°C. 

lb- Lavage des puits. 

le- Ajout de 50 ~L/puit des SEs diluées à 5 ~g/mL dans du lait 

1%, incubation deux heures 37°C. 

Les étapes suivantes sont semblables à la technique d'ELISA 

directe en utilisant les antisérum conjugués au HRP spécifiques 

soit aux IgG de lapins ou aux IgG de souris. 

Lors de l'adsorption, les sérums de lapin anti-SEs ont été 
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dilués 1/4000, l'AMC D8A8F7-A a été utilisé â 20 ~gfmL, l'AMC 

2E11H1C7 â 1 ~gfmL et les AMC bispécifiques formés â 2 ~g/mL. 

Toutes les dilutions se sont faites dans un tampon carbonate 

0,1M pH 9,6. 

Un second contrôle négatif, contenant toutes les réactifs 

â l'exception des SEs, a été inclus de routine pour chacun de 

ces tests. 

1.3.3 Entreposaqe des clones sélectionnés 

Lorsqu'un surnageant a été considéré positif, une partie 

des hybridomes parentaux a été congelée, alors que l'autre 

partie a été clonée par dilution limite sur un plateau de 96 

puits de façon â n'avoir qu'une cellule par puit. Quelques 

hybridomes ont été clonés une seconde fois pour s'assurer de la 

monoclonalité des Ac sécrétés. Après chaque clonage, de 

nouveaux tests ELISA ont été réalisés afin de sélectionner les 

clones sécrétant les AMC ayant la spécificité désirée. 

1.4 Production de liquide d'ascite 

Des liquides d'ascite ont été induits pour chaque AMC 

sélectionné afin de les produire en grande quanti té. Des 

souris femelles BALB/c de 18 â 20 g ont reçu une injection de 

0,5 mL de pristane (2,6,10,14-tétraméthylpentadécane, Aldrich 
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Chemical Company, Milwaukee, WI) intrapéritonéalement (jour 0), 

suivie d'une autre injection identique sept jours plus tard. 

Au jour 10, ces mêmes souris ont été injectées intrapéritonéa­

lement avec 2 X 106 hybridomes contenus dans 0,5 mL de RPMI 

1640 stérile. Les prélèvements des liquides d'ascites ont eu 

lieu entre les jours 7 et 21 après l'injection des hybridomes 

selon le degré de distension des abdomens, par ponction de la 

cavité abdominale avec des aiguilles hypodermiques. 

1.5 Purification des anticorps monoclonaux 

Les liquides d'ascites obtenus ont été centrifugés 15 

minutes à 7000 rpm. Les AMC contenus dans les surnageants ont 

été précipités en ajoutant goutte à goutte sous agitation 

constante un volume égal d'une solution de sulfate d'ammonium 

saturée. Les AMC précipités ont été redissous dans de l'eau 

distillée et ensuite dialysés contre du tampon de couplage 

(Pierce, Rockford, IL) pendant 48 heures dans un ratio d'un 

volume d'AMC pour 50 volumes du tampon de couplage. 

La purification des AMC a été réalisée en utilisant la 

technique d'immunoaffinité sur colonne de d'agarose-SPAde type 

Hi-Trap (Pharmacia Canada, Baie d'Urfé, Qué.). Chaque colonne 

de 5 mL a été équilibrée avec le tampon de couplage avant d'y 

faire circuler, en circuit fermé une solution d'AMC pendant une 

heure. La colonne a été lavée avec le tampon de couplage 
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jusqu'à ce que l'A280 (absorbance à 280 nm) soit inférieure à 

0,1. Les AMC retenus au gel de SPA ont été ensuite élués avec 

le tampon d'élution (Pierce, Rockford, IL). 

1.6 concentration et lyophilisation des Ac purifiés 

Les AMC purifiés ont été concentrés par ultrafiltration 

sur système Amicon (Amicon, Beverly, MA) en utilisant une 

membrane PM-10. Les concentrations des solutions d' AMC ont été 

estimées selon leur absorbance spécifique à 280 nm (EI~m' 280 

nm = 14). Ceux-ci ont été par la suite dialysés contre du 

bicarbonate d'ammonium 0,1 M avant d'être lyophilisés et 

entreposés à -2o·c jusqu'à utilisation ultérieure. 

1.7 caractérisation des Ac monoclonaux 

1.7.1 Détermination des classes et sous-classes ainsi que les 

chaînes léqères des immunoqlobulines 

Les classes et sous-classes ainsi que les chaînes légères 

des immunoglobulines présentes dans les surnageants de culture 

des hybridomes, ont été déterminées par une technique d'immuno­

dot, en utilisant une trousse commerciale de la compagnie 

Amersham (Oakville, Ont.) en suivant le protocole suggéré. 
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1.7.2 Technique d'ELISA compétitif 

La technique d'ELISA compétitif sert à vérifier la 

réactivité réelle des AMC avec les SEs sous leurs conformations 

naturelles en milieu aqueux. Chaque Ac a été mis en présence 

de différentes concentrations de chacune des SEs en phase 

liquide pendant deux heures à 37°C avant d'être testé par la 

méthode d'ELISA directe. Chaque échantillon a été testé en 

triplicata. Le tableau V indique les proportions des mélanges 

Ac-SEs effectuées pour les études d'inhibition de la réaction. 

1.7.3 Isoélectrofocalisation 

La détermination du point isoélectrique de chaque Ac mono­

clonal a été réalisée par l'utilisation d'un appareil de type 

Phast System (Pharmacia). L' isoélectrofocalisation (gel IEF 3-

9) a été réalisée en suivant le protocole suggéré par le 

manufacturier. 

1.8 ilimination de la réaction croisée entre la SPA et les 

anticorps 

1.8.1 Préparation des fraqments F(ab') 2 

Afin d'éviter les réactions croisées possibles entre les 

AMC et la SPA parfois présente dans des extraits alimentaires, 



TABLEAU V 

[SE] final 

(JLg/mL) 

c+ 

10 

1 

011 

0,01 
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Préparation des échantillons d 1 entérotoxines en 

compétition pour un même AMC 

[SE] départ SE LAIT 1% AMe* vo~otal 

(JLg/mL) ( J.'L) (JJL) (JJL) (JJL) 

0 0 300 1500 1800 

100 30 20 250 300 

10 30 20 250 300 

10 3 47 250 300 

1 3 47 250 300 

* La dilution des AMC utilisée doit être préalablement déter­

minée afin d 1 obtenir une A450 d 1 env iron 1, 0 lors d 1 un test 

ELISA direct. 
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les AMC ont été hydrolysés avec de la pepsine. Cette digestion 

enzymatique coupe et dégrade les portions Fe des Ac. Pour 

l'obtention des fragments F(ab') 2, une trousse fournie par la 

compagnie Pierce (Rockford, IL) a été utilisée en suivant les 

instructions suggérées par le manufacturier. 

1.8.2 Traitement des échantillon avec un sérum de lapin 

La SPA possiblement présente dans les échantillon peut 

aussi être éliminée par une préincubation en présence de 10% 

d'IgG de lapins pendant 30 minutes à 37°C, suivi d'une centri­

fugation (10 minutes 5000 rpm) afin d'éliminer les complexes 

formés, tel qu'utilisé par KUFFNER et al. (1988). 

2. CONSTRUCTION D'ANTICORPS BISPÉCIFIQUBS 

Un minimum de 5 mg de chacun des Ac est requis pour 

obtenir un rendement acceptable. Des Ac bispécifiques ont été 

produits à partir d'Ac polyclonaux de lapins anti-SEs. Les 

sérums d'Ac polyclonaux proviennent de lapins injectés avec des 

peptides synthétiques pSEA(225-233) et pSEB(13-25) (NAUM, 

1991). Des AMC bispécifiques ont été construits en utilisant 

les AMC purifiés D8A8F7 et 2E11H1C7. 

1- Les Ac purifiés lyophilisés ont été resuspendus dans un 

tampon phosphate de sodium 0,1 M, NaCl 0,1 M, EDTA 1 mM à 



46 

pH 7,2 et dialysés 48 heures contre ce même tampon 

phosphate. 

2- Les concentrations des solutions contenant des Ac ont été 

déterminées par l'absorbance à 280 nm. 

3- L'introduction de groupements 2-pyridyl disulphyde sur les 

Ac a été faite en utilisant une solution de 20 mM de SPDP 

(Pierce, Rockford, IL) diluée avec de l'éthanol 100%. Une 

concentration molaire de SPDP cinq fois supérieure â la 

solution d'AMC a été ajoutée en agitation douce, â la 

température de la pièce, pendant une heure. 

4- L'excès de réactifs a été éliminé par un passage sur une 

colonne PD-10 de Sephadex G-25 (Pharmacia, Baie d'Urfée, 

Qué.). La colonne PD-10 ayant servi pour l'Ac «A» a été 

préalablement équilibrée avec le tampon phosphate pH 7 1 2 1 

alors que la colonne utilisée pour l'Ac «B» a été équili­

brée avec un tampon acétate de sodium 0,1 M, NaCl 0 1 1 M, 

EDTA 1 mM, pH 4,5. Les éluats ont été recueillis en frac­

tions de 1 mL; les fractions les plus concentrées ont été 

mises en commun. 

5- Pour chaque Ac un échantillon dilué a été mis de côté 

pour déterminer le nombre moyen de molécules de SPDP 

fixées sur chaque AMC. Ceci a été fait en ajoutant 1/20 

du volume de OTT (Sigma, st-Louis, Mo,USA) 100 mM dilué 

dans le tampon acétate. Ceci a pour effet de libérer les 

molécules de pyridine-2-thione ayant un coefficient 

d'extinction de 8080 M-1 cm-1 â 343 nm (STUCHBURY et al., 
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1975), donc de permettre l'évaluation du nombre de 

molécules de SPDP s'étant fixées. 

6- Le volume de la solution d'Ac «B» a été concentré sur 

Centricon-100 (Amicon) jusqu'à un volume de 2 mL. Des 

groupements thiols ont été obtenus en faisant réagir les 

Ac avec du OTT â une concentration finale de 5 mM pendant 

une heure à l'obscurité en absence d'air. Cette réaction 

de réduction amène la libération de pyridine-2-thione sans 

affecter les Ac. 

7- Les Ac «B» ayant des groupements thiols ont été séparés 

des molécules de faible PM par une filtration moléculaire 

sur colonne de Sephadex G-25 de 1,5 X 50 cm préalablement 

équilibrée avec le tampon phosphate pH 7,2. Parmi les 

tubes de 1 mL recueillis, ceux ayant les plus fortes 

concentrations protéiques ont été mises en commun. 

8- Les Ac <<B» ayant des groupements thiols libres ont été 

mélangés de façon équimolaire avec les Ac «A» possédant 

des groupements 2-pyridyl disulphyde. La réaction de 

couplage des deux Ac se mesure en suivant la cinétique de 

la libération de pyridine-2-thione par son absorbance â 

343 nm. 

9- Le mélange final préalablement concentré sur Centricon-100 

jusqu' â un volume de 2, 5 mL a été ensuite analysé par 

chromatographie liquide à haute performance (HPLC) 

(Waters, Millipore) en utilisant une colonne HR-16 

(Pharmacia) remplie de Superose-6 (Pharmacia) préalable-
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ment équilibrée avec le tampon phosphate. Le débit a été 

réglé à 0, 25 mL/min et des fractions de 1 mL ont été 

recueillies. 

10- La vérification de la bispécificité des Ac obtenus a été 

effectuée par des tests ELISA directs et indirects. 

Deux colonnes de type Protein Pak JOOsw 0, 75 X JO cm 

{millipore) montées en séries ont été utilisées comme alter­

native à la colonne de Superose-6 pour 1' analyse des Ac 

bispécifiques construits à partir d'Ac polyclonaux de lapins. 
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RÉSULTATS 

1. IMMUNISATION DES SOURIS 

Cinq groupes de souris ont été immunisés en utilisant 

différents mélanges de SEs. Parmi le groupe FA-1 (tableau IV) , 

deux des quatre souris reçurent une dose de rappel par voie 

intrasplénique tel que décrit par LAPEYRE et al. (1987) qui 

leur a été fatale. Toutes les autres souris, à l'exception 

d'une du groupe FA-3, ont survécu aux doses d'immunisation. 

Avant chaque fusion cellulaire les titres des sérums anti-SEs 

de toutes les souris ont été déterminés par ELISA. Seuls les 

animaux ayant un titre élevé (supérieur à 1/5000) ont été 

utilisés pour les fusions cellulaires. 

1.1 Fusions cellulaires 

Les rendements pour l'obtention d'hybridomes ont été très 

variables d'une fusion à l'autre. La fusion issue de l' immuni­

sation de souris avec SEB et SEC1 a eu un excellent rendement 

avec plus de 200 hybridomes formés. Par contre les fusions 

issues de souris immunisées avec les SEA, SED et SEE, ont eu 

des rendements faibles. Les fusions FA-1 et FA-4 n'ont produit 

aucun hybridome. La fusion FA-3 en a produit 20, et la fusion 

FA-5 en a produit 18. 
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2. SÉLECTION DES HYBRIDOMES 

Les surnageants de cul ture produits par les hybridomes ont 

été testés afin de déterminer s'ils contenaient des Ac réagis­

sant avec les SEs. 

2.1 Test ELISA direct 

Les surnageants testés par ELISA direct contre les SEs ont 

permis de constater qu'aucun des 20 hybridomes obtenus lors de 

la fusion FA-3 ne sécrétait d'Ac réagissant de façon significa­

tive avec les SEs utilisées lors de l'immunisation. Le 

maintien de ces hybridomes a alors été abandonné. 

Parmi les 18 hybridomes obtenus lors de la fusion FA-5, 

sept ont réagi significativement (réaction deux fois supérieure 

aux contrôles des réactifs) avec une ou plusieurs SEs utilisées 

lors de l'immunisation (SEA, SEO et SEE). Ces hybridomes ont 

été clonés par dilution limite afin de s'assurer de la monoclo­

nalité des Ac sécrétés. Les surnageants de culture des clones 

obtenus ont été revérifiés par des tests ELISA directs. Il 

s'est avéré que les clones issus de quatre des sept hybridomes 

de départ (C5, E9, F5, F9) ne sécrétaient plus d'Ac spécifiques 

aux SEs. Par contre, les clones issus des trois autres (AS, 

ClO, 08) ont produit des AMC réagissant toujours contre une ou 

plusieurs SEs. Un second clonage a été effectué pour les 
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clones montrant une réaction avec plus d'une SE. De nouveaux 

tests ELISA directs ont révélé que le clone DBA8F7 sécrétait 

des AMC réagissant avec SEA, SEO et SEE. Les résultats des 

tests ELISA directs effectués sur les AMC les plus intéressants 

issus de cette fusion sont montrés dans le tableau VI. 

Tous les hybridomes obtenus lors de la fusion FB-2 ont 

aussi été testés en ELISA direct pour évaluer la réaction de 

leurs Ac envers SEB et SEC1 • Une grande partie des hybridomes 

obtenus ont réagi positivement avec au moins l'une des deux 

SEs. Parmi ceux-ci, 41 ont réagi de façon significative à la 

fois avec SEB et SEC1 • Un clonage a été effectué pour sept 

d'entre eux. Les Ac produits par les clones réagissaient tou­

jours contre au moins l'une des deux SEs. Un second clonage a 

été réalisé avec quatre de ces clones (1H3H8, 1H8F3, 2C9G5 et 

2E11Hl). Le clone 2E11H1C7 a produit les AMC ayant les plus 

fortes réactions à la fois contre SEB et contre SEC1• Les 

résultats des tests ELISA directs des AMC issus de cette fusion 

sont montrés dans le tableau VII. 

2.2 caractérisation des Ac monoclonaux 

Il est important de connattre â quelles classes et sous-
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TABLEAU VI Sélection des AMC sécrétés par les hybridomes 
de la fusion FA-s 

l CLONE Il 
AS 

A8Dll 

A8Dl1E7 

A8Dl2 

A8Dl2C6 

A8Ell 

A8El1D2 

ClO 

ClOBS 

ClOB5G9 

ClODlO 

ClODlOE2 

+ 

D8 

D8A8 

D8A8B4 

D8A8F7 

D8G3 

D8G3G3 

D8G8 

D8G8B9 

cs Il 
E9 Il 
F5 Il 
F9 

négatif 
A4sO < 0, 5 

SEA 1 SEB 1 SEC1 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

+++ 

+++ 

+ 

++ 

+ 

+ 

++ 

++ 

-
+ 

-
+ 

- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -
- -

1 - 1 -
1 - 1 -
1 - 1 -
1 - J -

++ : 0 1 5 < A450 <1,0 
+++ : 1' 0 < A450 

l SED 1 SEE 

+ ++ 

++ -
+++ ++ 

++ -
+ + 

++ -
+ + 

+ +++ 

++ -
++ + 

++ -
+ + 

+ + 

++ ++ 

++ + 

+++ +++ 

- ++ 

+++ + 

- ++ 

+ + 

1 - 1 + 

1 - 1 + 

1 - 1 +++ 

1 ++ 1 ++ 

1 

1 

1 

1 
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TABLEAU VII Sélection des AMC sécrétés par les hybridomes 
de la fusion FB-2 

1 

1 

1 

1 

CLONE 1 

1H3 

1H3H8 

1H3H8B4 

1H8 

1H8F3 

1H8F3C7 

2C2 

Il 2C2F4 

2C9 

2C9G5 

2C9G5B9 

2C10 

1 2C10B9 

2B11 

2B11B1 

2E11B1C7 

2H5 

Il 2H5C4 

négatif 
A450 < O, 5 

SBA 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

+ 
++ 0,5 < A450 < 1,0 

1 

1 

1 

SBB SBC1 SED 

++ + -
- ++++ -
- ++++ -

++++ ++ -
++++ - -
++++ - -
+++ 

1 

++ 

1 

-
1 ++++ - -

++++ + -
+++ + -
+++ +++ -

++++ 

1 

+++ 

1 

-
1 ++ - -

++++ +++ -
++++ +++ -
++++ +++ -
+++ 

1 

+++ 

1 

-
1 ++ ++++ -

+++ : 1,0 < A450 < 2,0 
++++ : 2,0 < A450 

SEB 

-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

1 

1 

1 
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classes d' Ig les AMC appartiennent afin de déterminer les 

propriétés qui leurs sont propres. Les AMC sélectionnés 

doivent posséder les caractéristiques nécessaires à leur 

utilisation future. Dans notre cas, ils seront utilisés comme 

réactif de dépistage des SEs. Les principales propriétés 

requises sont donc celles qui permettent une purification à 

haut rendement. Seules les sous-classes IgG1 et IgG2 a de 

souris répondent à ces critères. Il est important que la 

caractérisation des AMC se fasse à partir de surnageant de 

culture et non de liquide d'ascite. Ce dernier peut contenir 

en plus des AMC, d'autres Ig provenant de l'animal et ainsi 

rendre la caractérisation plus difficile. Il a été établi que 

les AMC sélectionnés, notamment D8A8F7 et 2E11H1C7 étaient tous 

deux des IgG1 possédant chacun des chaînes légères de type K. 

2.3 Obtention des liquides d'ascite 

Les hybridomes sécréteurs d'AMC D8A8F7-A ont été injectés 

intrapéritonéalement à 10 souris. Aucun liquide d'ascite n'a 

alors été produit, les hybridomes ayant plutôt induit la forma­

tion de tumeurs solides. Une nouvelle tentative a été effec­

tuée pour obtenir le même résultat. À la troisième reprise, 20 

souris d'un nouveau lot ont été injectées de la même manière 

avec les hybridomes D8A8F7-A. Cette fois, 80 mL de liquide 

d'ascite ont été recueillis. Le passage de ce liquide d'ascite 

sur une colonne de SPA nous a permis d'obtenir 102 mg d'AMC 
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purifiés (fig.4). 

De la même manière, les hybridomes sécréteurs de l'AMC 

2E11H1C7 ont été injectés â 15 souris. De celles-ci 70 mL de 

liquide d'ascite ont été obtenus sans complications. La puri­

fication des AMC par chromatographie d'affinité sur colonne 

d'agarose-SPA a permis l'obtention de 110 mg de l'AMC 2E11H1C7 

(fig.5). 

Les AMC D8A8F7 et 2E11H1C7 purifiés ont été lyophilisés et 

entreposés â -20°C jusqu'à utilisation ultérieure. 

2.4 Analyse de la réaction des anticorps monoclonaux purifiés 

avec les entérotoxines 

Afin de bien caractériser les réactions entre les AMC 

purifiés et chacune des SEs, quatre types de tests ELISA diffé­

rents ont été utilisés. Les résultats présentés ici ont été 

répétés un minimum de quatre fois. Les coefficients de 

variation obtenus lors des tests ELISA ont varié de 10 â 12%. 

Les tests ELISA directs ayant préalablement servi â la 

sélection des hybridomes ont été repris avec les AMC purifiés 

du liquide d'ascite. Ce type de test nous renseigne sur la 

capacité des AMC de réagir avec des SEs adhérées â une surface 

solide. Il est possible que les SEs subissent des déformations 
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Fig. 4 Profil d'élution de I'AMC D8A8F7-A sur une colonne 
d'agarose-SP A 
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conformationnelles après s'être fix~es 

qu'elles exposent des ~pitopes d~form~s. 
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au polystyrène et 

Les AMC 2E11H1C7 

provenant du liquide d'ascite ont r~agi de la même façon que 

les AMC contenus dans les surnageants de culture, soit forte­

ment avec SEC1 et très fortement avec SEB (fig.6). Alors que 

le surnageant de culture de l'hybridome D8A8F7 r~agissait avec 

SEA, SED et SEE, les AMC issus de l'ascite correspondant ne 

r~agissaient qu'avec SEA (fig.7). 

Les tests ELISA indirects oü les SEs sont li~es à des Ac 

de lapin anti-SEs adh~r~s au polystyrène indiquent la capacité 

des AMC de r~agir avec les SEs dans un ~tat semblable à leur 

conformation naturelle. L'AMC 2E11H1C7 s'est r~v~l~ réagir 

toujours aussi fortement avec SEB et SEC1• Aucune réaction n'a 

ét~ observ~e avec les autres SEs (fig.8). L'AMC D8A8F7 n'a eu 

qu'une faible r~action avec SEA sans r~agir avec d'autres SEs 

(fig.9), alors que les AMC des surnageants réagissaient avec la 

SED et la SEE. 

Les tests ELISA de type comp~titif nous renseignent sur 

l'affinit~ des AMC envers les SEs en phase liquide, soit dans 

leur ~tat le plus naturel. Les tests ELISA comp~titifs ont été 

r~alis~s avec les AMC purifi~s des liquides d'ascite seulement. 

La réaction de l'AMC 2E11H1C7 avec SEB en ELISA direct a été 

abolie à lOO% par l'ajout de 10 ~g/mL de SEB à la solution 

d'AMC. L'addition de SEC1 à la même concentration n'a inhib~ 
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Fig.6 Titrage de I'AMC 2E11 H1 C7 par le test ELISA direct 

* La valeur moyenne des contrôles négatifs a été soustraite de chacune 
des valeurs indiquées. 

** Les SEA, SEO et SEE n'ayant pas réagi, leurs courbes ne sont pas 
illustrées. 
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Fig. 7 Titrage de I'AMC 08A8F7-A par le test ELISA direct 

* La valeur moyenne des contrôles négatifs a été soustraite de chacune 
des valeurs indiquées. 

** Seule la courbe de la SEA est illustrée, les autres SEs n'ayant pas 
réagi. 
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Fig. 8 Titrage de I'AMC 2E11 H1 C7 par le test ELISA indirect 

* La valeur moyenne des contrôles négatifs a été soustraite de chacune 
des valeurs indiquées. 

** Les SEA, SEO et SEE n'ayant pas réagi, leurs courbes ne sont pas 
illustrées. 
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Fig.9 Titrage de I'AMC D8A8F7-A par le test ELISA indirect 

* La valeur moyenne des contrôles négatifs a été soustraite 
de chacune des valeurs indiquées. 

** Seule la courbe de la SEA est illustrée, les autres SEs 
n'ayant pas réagi. 
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Les autres SEs n'ont donné aucune 

inhibition significative (fig.10). La réaction entre l'AMC 

D8A8F7 et la SEA en ELISA compétitif a été diminuée de 59% par 

l'ajout de 10 ~g/mL de SEA et n'a pas été affectée par l'ajout 

d'autres SEs (fig.11). 

Les ELISA indirects, où les AMC sont utilisés comme 

premiers Ac, ont servi à la détection des SEs. Ces tests n'ont 

pu être effectués qu'avec les AMC purifiés. L'AMC 2E11H1C7 

(1/500 000) a pu détecter jusqu'à 1 ngjmL de SEB et 30 ngfmL de 

SEC1 (fig.12). 

De son côté, l'AMC D8A8F7 a eu des réactions croisées avec 

l'anti-Ig-lapin-HRP rendant impossible l'interprétation des 

résultats obtenus. Ce problème a été résolu en ajoutant l'AMC 

D8A8F7 à la solution d'Ac anti-IgG de lapin-HRP, les complexes 

formés ont été éliminés par une centrifugation. Cette étape 

s'est faite avant l'ajout de l'Ac anti-lapin-HRP au test ELISA. 

Cette même étape a été aussi utilisée lors des tests effectués 

avec les AMC bispécifiques contenant eux aussi l'AMC D8A8F7. 

Après ce traitement l'AMC D8A8F7 (1/50 000) n'a pu détecter que 

500 ng/mL de SEA (fig.13). 

Les points isoélectriques déterminés pour les AMC 2E11H1C7 

et D8A8F7 purifiés ont été respectivement de 6,7 et 9,2. Le 

tableau VIII montre un résumé des principales caractéristiques 



z 
0 
1-
m 
::I: 
z 
b 
~ 0 

60 

50 

40 

100 
~ 
f:= 

D SEA 
t== 
:== 
~ 

-r- § SEB 
~ 
1== 

~ 
1== 

ISJ SEC 1== 
1== 1== 
1== 1== 

rLI SEO 
1- t-

-1--
1== 1== 
1== ~ 

~ SEE 1== 1== 
1== 1== 
1== !== 
1- r--
1== 1== 1== 1== 1== 1== 1== t:::: 1== ::= 1== -
~ ;:= 1== = ~ ~ 1== ~ 1== ~ 1== t--

r:::: 1== ~ 
~ 1== ~ 
~ 1== f=:: 
~ 1== f=:: 
~ 1== f=:: !--=--- 1== 1--

~ 1== f=:: 
~ 1== f=:: 
t== 1== f=:: 
~ 1== f=:: 
~ 1== f=:: 
t::::: 1== f=:: 
~ 1== == ~ 
~ 1== == ~ ~ 1== == ~ 1== ;:= ~ 1== ~ t== 
1------ 1== ~ ~ 1== 1== ~ 

~ 1== 1== ~ ~ 1== 1== t- ~ 
~ 1== 1== ~ ~ ~ 1== 1== 1== ~ ~ 
~ 1-- 1== ~ ~ 
~ 1== 1== ~ F= ~ 1== 1== 1== F= 
1== ~ F= ~ f:= 1== ~ 

1== F= 
1== 1== 1== ~ t?71 F= ~ f--- 1-- 1:=- ~ 

90 

80 

70 

30 

20 

10 

0 
0,01 0,1 1 10 

CONCENTRATION DES SEs INHIBITRICES (~g/ml) 

Fig. 10 Inhibition de la réaction de I'AMC 2E11 H1 C7 avec SEB 
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Fig.13 Détection de la SEA par I'AMC D8A8F7-A par un test ELISA indirect 

* La valeur moyenne des contrôles négatifs a été soustraite de 
chacune des valeurs indiquées. 
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TABLEAU V:I:I:I caractérisation des AMC sélectionnés 

1 

1 

1 

CARACTÉR:IST:IQUBS D8A8F78 
1 D8A8F7-Ab 1 2B11R1C7 1 

PO:INT :ISOÉLBCTR:IQUB ND 1 9,2 1 6,7 

ISOTYPB IgG1 K 1 IgG1 K 1 IgG1 K 

SEA + ++++ -
SEB - - ++++ 

EL:ISA SEC - - +++ 
DIRECT 

SEO ++++ - -
SEE ++ - -
SEA - + -
SEB - - ++++ 

EL:ISA 
:INDIRECT 

SEC - - ++++ 

SEO ++++ - -
SEE + - -
SEA ND ++ -
SEB ND - ++++ 

ELISA SEC ND - ++ 
COMPÉTITIF 

SEO ND - -
SEE ND - -
SEA ND + -
SEB ND - ++++ 

DÉTECTION SEC1 ND - ++ 
ENTÉROTOXINES 

SEO ND - -
SEE ND - -

a AMC contenus dans les surnageants de cultures d'hy­
bridomes 

b 

ND: 
AMC purifié à partir de liquide d'ascite 
non déterminé 

1 

1 
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des Ac monoclonaux sélectionnés. 

Afin d'éviter les réactions croisées entre les fragments 

Fe des AMC sélectionnés et la SPA possiblement présente dans 

certains extraits alimentaires, l'AMC D8A8F7-A a été digéré 

avec de la pepsine. Le passage du mélange résultant de cette 

digestion sur une colonne de SPA a permis de séparer les 

fragments F(ab') 2 des IgG non digérés. Les échantillons conte­

nant les fragments F(ab') 2 ainsi que les fragments Fe trop 

dégradés n'étant pas retenus par la colonne de SPA ont été mis 

en commun et analysés sur une colonne de Superose-6 montée sur 

un HPLC, à un débit de 0,5 mL/min. Le résultat de cette analyse 

est montré à la figure 14. Les protéines retenues sur la 

colonne de SPA ont été éluées et analysées sur la même colonne 

de superose-6 (fig. 15). La figure 15 montre un pic principal 

à 120,8 minutes correspondant aux Ac non digérés, les pics 

mineurs à 182, 6 et 195, 1 minutes correspondent aux fragments Fe 

s'étant liés à la SPA. Les fragments F{ab') 2 avaient leur 

profil d'élution retardé de 3, 6 minutes comparé aux IgG entiers 

{fig.14 et 15). Le pic à 124,4 minutes correspond aux frag­

ments F (ab' ) 2 , la série de pics suivants représentent les 

fragments Fe plus ou moins dégradés lors de la digestion. Vue 

la grande proportion de ces fragments en comparaison des 

fragments F(ab') 2 , ce mélange a été concentré par ultrafiltra­

tion sur Centricon-30 dans le but d'éliminer les peptides de 

faibles poids moléculaires. Le résultat de cette concentration 
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a été analysé de la même manière que les deux précédents 

(fig.16). cette étape a permis d'augmenter la proportion de 

F(ab') 2 présent dans le mélange de 13,5% à 38,8%. Le mélange 

final obtenu contenait seulement 0,8 mg de protéines, alors que 

17 mg d'Ac avaient été utilisés initialement ce qui correspond 

à près de 95% de pertes. 

3. LES ANTICORPS BISPÉCIPIQUES 

3.1 calibration de la colonne de superose-6 

Un mélange de molécules de divers poids moléculaires a 

servi à calibrer la colonne de Superose-6. Le profil d'élution 

(fig.17) montre la présence de cinq pics qui correspondent dans 

l'ordre aux Bleu Dextran (2000 kDa), thyroglobuline (669 kDa), 

ferritine (440 kDa), IgG humains (150 kDa) et à l'albumine de 

sérum bovin (67 kDa). 

3.2 couplage de deux anticorps de lapin anti-SB 

Les Ac provenant d'un antisérum de lapins immunisés avec 

le peptide synthétique pSEA(225-233), ont été purifiés sur une 

colonne d'agarose-SPA. Ces Ac réagissaient avec SEA, SEO et 

SEE lors de tests ELISA directs ou indirects. D'autres Ac de 

lapins, réagissant avec SEB et SEC1 , obtenus par l'immunisation 

avec le peptide pSEB(13-25), ont été purifiés de la même façon. 
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Ces deux Ac ont été couplés avec le SPDP. La figure 18 nous 

montre l'analyse des Ac bispécifiques formés. Le rendement du 

couplage final (Ac anti-p(SEA) -Ac anti-P(SEB)] a été de 70%. 

3.3 couplage des anticorps monoclonaux D8A8F7-A et 2E11H1C7 

Les deux AMC sélectionnés, D8A8F7 et 2E11H1C7 ont été 

couplés l'un à l'autre avec le réactif hétérofonctionnel SPDP. 

Le rendement de ce couplage a été faible, même si la courbe de 

la cinétique du couplage mesurée par la libération de pyridine-

2-thione avait atteint un plateau (fig.19). La courbe d'élu­

tion de la colonne de Superose-6 (fig.20) montre que le 

couplage final entre les AMC D8A8F7 et 2E11H1C7 n'a été que 

d'environ 45%. Le pic à 246iême minute correspond aux AMC non 

couplés tel que la courbe de calibration de la colonne nous 

l'indique. Le pic à 216iême minute, correspond donc aux AMC 

couplés l'un à l'autre. L'épaulement de ce pic indique qu'en 

plus des dimères formés, des trimères et d'autres oligomères 

ont probablement aussi été produits. 

4. DÉTECTION DES ENTÉROTOXINES AVEC LES ANTICORPS 

BI SPÉCIFIQUES 

Les Ac bispécifiques formés avec les Ac polyclonaux de 

lapins se sont révélés capables de détecter chacune des SEs 

jusqu'à une concentration de 10 ng/mL (fig.21). 
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Les AMC bispécifiques formés de D8A8F7-A et 2EllH1C7 u­

tilisés à 2 ~g/mL lors de tests ELISA indirects ont pu détecter 

jusqu'à 1 ngjmL de SEB, 30 ngjmL de SEC1 et 500 ng/mL de SEA; 

les SEO et SEE n'ont pu être détectés (fig.22). 
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DISCUSSION 

La détection des aliments contaminés par des SEs grâce â 

des tests ELISA, est présentement le meilleur moyen de limiter 

les dégâts dQs aux intoxications alimentaires d'origine staphy­

lococcique. Les Ac polyclonaux anti-SEs traditionnellement 

utilisés tendent à être remplacés par des AMC. Les AMC peuvent 

être produits en grandes quantités permettant ainsi de bien 

standardiser chaque test ELISA. 

Les sept SEs sérologiquement distinctes possèdent des 

homologies de séquences d'acides aminés dans leurs structures 

primaires (MICUSAN et THIBODEAU, 1992). Certaines de ces 

homologies se traduisent par le partage d'épitopes communs ou 

semblables à la surface de ces protéines puisque des groupes de 

chercheurs ont obtenu des AMC ayant des réactions avec plus 

d'une SE. Les réactions croisées ainsi obtenues divisent les 

SEs en deux groupes d'homologie. Un premier regroupe les SEB 

et les SEC8 et un second les SEA, SEO et SEE. Nous avons donc 

tenté de produire des AMC capables de reconnaître un épitope 

commun aux SEA, SED et SEE, et d'autres reconnaissant un 

épi tope commun aux SEB et SECs. Comme la présence de n'importe 

quelle SE dans un produit alimentaire est inadmissible, un test 

rapide d'identification des SEs peut certainement avoir une 

application dans l'industrie alimentaire. 
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La production et la sélection des AMC n'ont pas été faites 

sans problèmes. Parmi les cinq fusions cellulaires réalisées, 

quatre visaient l'obtention d'AMC pouvant réagir avec SEA, SED 

et SEE (FA-1, FA-3, FA-4, et FA-5), tandis que l'autre (FB-2) 

visait l'obtention d'AMC pouvant reconnaître les SEB et SECs. 

Les fusions FA-1 et FA-4 n'ont produit aucun hybridomes dü 

à un phénomène de cytotoxicité. La fusion FA-3 a aussi été 

partiellement affectée par cette réaction toxique. cette 

fusion a produit 20 hybridomes dont aucun ne sécrétait des Ac 

anti-SE. Le point commun à ces trois fusions a été l'utili­

sation de SEA et SEE lors des immunisations. Les SEs possèdent 

un grand pouvoir mitogène sur les lymphocytes T ainsi que plu­

sieurs autres propriétés superantigéniques encore mal connues. 

Il est possible que l'effet cytotoxique observé soit une consé­

quence d'une des propriétés des superantigènes. L'utilisation 

de SEs entières comme immunogènes pourrait donc être reliée à 

ces problèmes. Si tel est le cas, l'immunisation de souris 

avec des peptides synthétiques représentant diverses régions 

hydrophiliques homologues des SEs pourrait être une alternative 

de choix. 

La fusion FA-5 a produit 18 hybridomes. Des tests ELISA 

directs ont révélés que seulement sept d'entre eux sécrétaient 

des Ac réagissant avec au moins 1 'une des SEs. Les clones 
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issus de l'hybridome 08 quoique variables dans leurs intensités 

de réaction étaient particulièrement intéressants, puisque 

certains d'entre eux, notamment D8A8F7, réagissaient à la fois 

avec SEA, SEO et SEE. Encore aucun groupe n'avait rapporté 

l'existence d'un tel AMC. Le groupe d'EDWIN (1984) avait 

décrit un AMC réagissant avec SEA et SEE. D'autre part, MEYER 

et al. (1984) avaient obtenu plusieurs AMC reconnaissant SEA et 

SEO. L'ensemble de ces résultats confirme donc l'existence 

d'au moins un épitope commun â toutes ces SEs. Il s'est avéré 

que les Ac sécrétés par 1 'hybridome D8A8F7 après avoir été 

congelé ne réagissaient plus qu'avec SEA (tableau VII). Suite 

au changement majeur de spécificité observé, ce clone a été 

renommé D8ABF7-A. Ce sont les cellules du clone D8A8F7-A qui 

ont été injectées aux souris pour la production de liquide 

d'ascite. 

Nous suggérons deux explications possibles pour ce 

phénomène d'instabilité. Une première propose que parmi les 

hybridomes D8A8F7 une des cellules aurait subi une mutation 

somatique, divisant ceux-ci en deux groupes sécrétant des Ac 

différents. Dans ce cas 1 'AMC D8A8F7 serait en fait un mélange 

de deux AMC, 1 'un spécifique â SEA, 1' autre à SEO et SEE. 

L'une de ces populations n'aurait pas survécu à la congélation. 

La deuxième explication suppose que l'hybridome DB serait 

issu de la fusion d'un myélome et de deux lymphocytes. Dans ce 
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cas il serait donc un triome sécrétant un mélange hétérologue 

d'Ac hybrides, ce qui pourrait expliquer la variabilité des 

résultats obtenus. Si la seconde hypothèse s'avérait exacte, 

on pourrait supposer que le stress produit par la congélation 

aurait affecté le système d'expression génétique de façon à ce 

que les gènes codant pour les chaînes d'immunoglobulines 

complémentaires â SEA soient favorisés au détriment des autres 

situés sur d'autres chromosomes. L'instabilité des hybridomes 

est un phénomène courant, MAYER et WALKER (1987) supposent que 

ce phénomène pourrait être dQ à la perte de synthèse de chaînes 

légères ou lourdes d'Ig. Ce phénomène serait lié à la ségréga­

tion des gènes ou à la perte d'un chromosome (fréquent chez les 

cellules hybrides). 

Les AMC D8A8F7-A purifiés des liquides d'ascites ont été 

recaractérisés par des · tests ELISA directs (standard ou 

compétitif) et des tests ELISA indirects. L' AMC D8A8 F7 -A s'est 

révélé avoir une excellente réactivité envers la SEA adsorbée 

à une surface solide, une affinité moyenne pour la SEA en phase 

liquide et une faible réactivité avec la SEA lié à un Ac 

polyclonal de lapin. La faible réactivité de SEA en ELISA 

indirect pourrait s'expliquer si l'AMC D8A8F7-A reconnaissait 

un épitope majeur de la SEA qui serait aussi reconnue par la 

majorité des Ac polyclonaux anti-SEA. 

En ce qui concerne la fusion FB-2 provenant de souris 
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ayant été immunisées avec les SEB et SECs, plus de 200 hybri­

domes ont été formés sans qu'aucun effet cytotoxique n'ait été 

observé. De ceux-ci, sept hybridomes produisaient des Ac ayant 

des réactions croisées avec SEB et SEC1. Le clone 2EllH1C7 a 

été celui ayant les meilleures réactions à la fois avec SEB et 

SEC1• L'obtention de tels AMC spécifiques à SEB et SEC1 comme 

le groupe de THOMPSON (1984) confirme l'existence d'un épitope 

commun à ces SEs. L'AMC 2E11H1C7 a réagi très fortement en 

ELISA direct contre SEB et à un niveau un peu moindre contre 

SEC1• Au cours des clonages la réactivité contre SEC1 semble 

avoir diminué en intensité d'une façon progressive. L' AMC 

2E11H1C7 purifié a reconnu un peu mieux la SEB que les SECs en 

ELISA indirect et compétitif (tableau VII). 

Il existe donc sQrement un ou plusieurs épitopes communs 

ou semblables à l'intérieur de chacun des deux groupes d'ho­

mologie. Il est toutefois beaucoup plus improbable de re­

trouver un épitope commun à toutes les SEs et de réussir à 

produire un AMC spécifique à cet épitope. 

Alors que nos travaux étaient déjà en cours, SHINAGAWA et 

al. (1991) ont décrit l'obtention d'AMC réagissant contre 

plusieurs SEs. À partir de cellules de rates immunisées avec 

les SEA, SEB, SEC2, SED et SEE, fusionnées avec des cellules 

myélomateuses, ils ont obtenus 456 hybridomes. De ceux-ci, 15 

seulement sécrétaient des Ac anti-SEs. Les SEB et SECs étaient 
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reconnues par huit d'entre eux, quatre réagissaient avec SEA et 

SEE, un seul avait des réactions positives avec SEA, SEO et 

SEE. Ils affirment également avoir obtenu trois AMC réagissant 

contre toutes les SEs. Ceci suppose la présence d'au moins un 

épitope commun à toutes les SEs, malgré la faible homologie 

entre certaines d'entre elles. on remarque cependant que ces 

AMC n'ont qu'une faible affinité pour les SEs. La détection 

des SEA et SEO nécessite 10 ng/mL d'AMC et lOO ng/mL sont 

nécessaires pour la détection des autres SEs. La faible 

affinité de leurs AMC envers les SEs (surtout SEC2) est 

confirmée par les tests d'inhibition qui nécessitent la 

présence de 100 JJg fmL de SEs. De plus, i 1 n'a pas été démontré 

que ces AMC ne réagissaient pas aussi avec d'autres protéines. 

Le but de ce projet étant la production d' AMC pouvant 

servir à la détection des SEs présentes dans des extraits 

alimentaires, il faut considérer l'hétérogénéité du mélange à 

tester. En effet, celui-ci, en plus de contenir une multitude 

de protéines propres à l'aliment d'origine, peut être contaminé 

par d'autres protéines issues de divers microorganismes. Or 

l'utilisation d'AMC nous assure de l'homogénéité et de la 

spécificité du réactif, ce qui élimine la grande majorité des 

réactions croisées possibles avec les protéines autres que les 

SEs. Les réactions faussement positives sont donc grandement 

diminuées en comparaison avec l'utilisation d'Ac polyclonaux. 

Par contre, des aliments contaminés avec une souche de staphy-
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locoques peuvent non seulement contenir des SEs mais aussi 

d'autres protéines telle la SPA. Cette dernière étant connue 

pour sa propriété de se lier aux fragments Fe des Ac peut donc 

produire des résultats faussement positifs. La méthode la plus 

élégante de contourner ce problème est d'éliminer les fragments 

Fe de certains Ac par une digestion avec de la pepsine. 

L'isolement des fragments F(ab') 2 ainsi obtenus donne un 

réactif possédant toujours deux sites de liaisons spécifiques 

â un déterminant antigénique sans aucun site de liaison 

possible avec la SPA. 

Un essai de digestion â la pepsine a donc été réalisé avec 

l'AMC D8A8F7-A. Il s'est avéré possible de produire de tels 

fragments F(ab') 2• Des pertes de 95% du contenu protéique de 

départ ont cependant été observées au cours de la digestion de 

l' AMC. une partie des pertes est reliée aux différentes étapes 

de l'isolement des fragments F(ab') 2 et le reste dépend de la 

résistance même de l'Ac à la digestion par la pepsine. La 

résistance d'un AMC â une digestion pepsinique dépend de 

l'espèce où il a été produit, de sa classe ainsi que de sa 

sous-classe. Chaque AMC a sa propre sensibilité â la pepsine 

(PARHAM, 1983). Le mélange obtenu contient les fragments 

F(ab') 2 désirés ainsi qu'une série de peptides résultant de la 

digestion des fragments Fe. Les fragments F(ab') 2 devant par 

la suite être couplés via l'utilisation de SPDP doivent être 

séparés des peptides résiduels pouvant interférer lors du 
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couplage final. Le SPDP réagit avec certaines chaînes latéra­

les d'acides aminés pouvant se retrouver aussi bien sur les 

fragments F(ab') 2 que sur les peptides. Une ultrafiltration â 

l'aide d'un Centricon-30 a permis d'augmenter la proportion des 

fragments F(ab') 2 du mélange de 13,5% â 38,8% (fig.14 et 16). 

Cette étape amène toutefois quelques pertes supplémentaires. 

La comparaison entre l'analyse sur HPLC des IgG non digérés et 

digérés (avant l'utilisation du Centricon-30) tel que montré 

aux figures 14 et 15, indique après intégration des aires sous 

la courbe, que seulement 18% des AMC ont été digérés. Ainsi on 

peut conclure que cet AMC est particulièrement résistant à la 

digestion par la pepsine. 

Le faible rendement de cette réaction nous a poussé â 

résoudre le problème des réactions croisées avec la SPA par un 

autre moyen. La préincubation des échantillons avec 10% d'IgG 

de lapin tel que décrit par le groupe de KUFFNER (1988) a 

éliminé toutes traces de réactions croisées entre les AMC 

utilisés et la SPA. 

Avant de produire des Ac bispécifiques avec les AMC 

D8A8F7-A et 2E11H1C7, une série de tests préliminaires a été 

réalisée avec des IgG polyclonaux de lapin de spécificités 

inconnues. Les résultats préliminaires obtenus ont permis 

d'optimiser la réaction de couplage en identifiant les paramè­

tres importants. Tout d'abord il s'est révélé que les Ac â 
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coupler devaient avoir une concentration minimale de 5 mg/mL 

pour 1' obtention d'un rendement acceptable. Un autre paramètre 

important est le ratio molaire utilisé entre le SPDP et les Ac. 

Une proportion trop faible de SPDP se traduit par une diminu­

tion du rendement de la réaction de couplage, alors qu'un ratio 

trop élevé amène la production de polymères d'Ac. Le rapport 

optimum déterminé lors de la mise en présence de chaque Ac avec 

le SPDP a été évalué à 5 molécules de SPDP par molécule d'Ac. 

La présence de plus d'une molécule de SPDP par Ac favorise la 

formation de liens entre deux Ac. Les dimères d'Ac produits 

sont toujours composés de deux Ac différents (fig. 3). La 

présence de plusieurs molécules de SPDP fixées à chaque Ac peut 

amener la formation de trimères et de tétramères d'Ac. Cette 

réaction secondaire peut être contrôlée en limitant le nombre 

de molécules de SPDP fixées par Ac et le temps de réaction 

entre les deux Ac. Le dosage de la pyridine-2-thione libérée 

lors de la formation d'un dimère d'Ac plafonne après deux 

heures de contact entre les Ac (fig.19). Lorsque la réaction 

est prolongée à 14 heures, seules les proportions de trimères 

et tétramères augmentent, la quantité de dimères restant à peu 

près stable. Les molécules de SPDP se fixent aléatoirement sur 

les chaînes latérales de divers acides aminés des Ac; il peut 

arriver que certaines de celles-ci bloquent un site de liaison 

à l'Ag. Ces risques augmentent si plus de deux Ac sont liés 

l'un â l'autre, c'est pourquoi il faut limiter la formation de 

trimères et tétramères d'Ac. Quoiqu'il en soit, une majorité 
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d'Ac reste encore sous forme monomérique. 

La réaction de thiolation de l'un des deux Ac par le OTT 

a été optimisée en remplaçant l'air présent dans le contenant 

oü se déroule cette réaction par de l'azote. Le OTT étant 

photosensible, le rendement de la réduction a été amélioré en 

laissant la réaction se dérouler à l'obscurité. L'utilisation 

d'une colonne de Sephadex G-25 d'une hauteur de 50 cm a été 

plus efficace que la colonne de type P0-10 pour éliminer les 

traces de OTT. 

Le dernier problème à résoudre était l'analyse du résultat 

du couplage ainsi que l'isolement des Ac bispécifiques obtenus. 

L'utilisation de deux colonnes de tamis moléculaire de type 

Protein Pak 300sw montées en série sur un HPLC a été une 

technique utile pour l'analyse du rendement du couplage effec­

tué, mais s'est révélée de moindre valeur pour l'isolement des 

Ac bispécifiques obtenus. Le profil d'élution obtenu, quoique 

montrant clairement deux pics, l'un correspondant aux Ac non 

couplés et l'autre aux dimères formés, se chevauchaient 

largement rendant difficile l'isolement des Ac bispécifiques 

obtenus. L'utilisation d'une colonne de 80 cm de Sephacryl-300 

n'a pu séparer efficacement les monomères des dimères d'Ac. 

Par contre l'utilisation d'une colonne de Superose-6 de 60 cm 

montée sur le HPLC a donné une meilleure séparation entre les 

Ac couplés et non couplés. La qualité de cette séparation a 
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été augmentée en diminuant le débit â 0,25 mL/min (fig. 20). 

Des Ac polyclonaux de lapins anti-SEs ont été couplés dans 

le but d'étudier si un tel couplage modifiait les réactions 

entre les Ac utilisés et les Ag auxquels ils sont spécifiques. 

Pour ce faire nous avons utilisé un Ac de lapin ayant été 

immunisé avec le peptide synthétique pSEA(225-233). cet Ac 

réagit contre SEA, SEO et SEE. Le second Ac utilisé réagissant 

avec SEB et les SECs a été obtenu par l'immunisation d'un lapin 

avec pSEB(lJ-25). Le couplage de ces deux Ac a été excellent 

avec 70% d'Ac bispécifiques formés. 

Les Ac bispécifiques ainsi formés ont été utilisés pour la 

détection des SEs. Chacune d'entre elles a pu être détectée 

jusqu'à 10 ng/mL ce qui correspond à la même sensibilité 

qu'avaient ces Ac avant le couplage. La liaison de deux Ac par 

le SPDP ne modifie donc pas leurs réactions avec leurs Ag 

spécifiques. 

Le couplage des AMC D8A8F7-A et 2EllH1HC7 avec le réactif 

hétérofonctionnel SPDP a pu être effectué suite â l'optimisa-

tion de diverses étapes de la réaction. La figure 20 nous 

permet de voir que les AMC bispécifiques produits représentent 

45% du contenu protéique total. 

La limite de détection suggérée pour les SEs est de 1 ng 
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par gramme de nourriture à tester. Les AMC bispécifiques 

obtenus ont permis la détection que des SEA, SEB et SEC1 aux 

concentrations respectives de 500, 1 et 30 ng/mL. Ainsi, en 

concentrant les échantillons à tester, l'AMC bispécifique 

pourrait détecter les SEA, SEB et SECs à l'intérieur des 

limites suggérées. Nous n'avons pas obtenu le réactif recon­

naissant toutes les SEs connues tel que désiré. L'absence de 

réactivité envers les SED et SEE de même que la faible recon­

naissance de SEA est dü aux modifications qu'a subies l'AMC 

D8A8F7. Nous avons cependant montré que le couplage chimique 

de deux AMC est un moyen de produire un réactif immunospécifi­

que pouvant reconnaître des Ag différents. 
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CONCLUSION 

Notre objectif de recherche a été atteint seulement en 

partie puisque nous n'avons pas obtenu un réactif immunospé­

cifique capable de reconnattre toutes les SEs. Seules les SEA, 

SEB et SECs ont pu être détectées. 

Nous avons tout de même démontré qu'il était possible 

d'obtenir un AMC capable de reconnattre à la fois les SECs et 

SEB. La différence d'intensité de la réaction de 1 'AMC 

2EllH1C7 envers SEB et les SECs suppose la présence d'un 

épitope semblable chez ces deux SEs. 

L'obtention de l'AMC 08A8F7 reconnaissant les SEA, SEO et 

SEE a été plus ardue. Sur un total de quatre fusions cellulai­

res, issues d'un total de dix souris, seulement trois hybrido­

mes sécrétant des Ac anti-SEs ont été obtenus. L'hybridome 

08A8F7 a sécrété des AMC réagissant avec SEA, SEO et SEE. 

Suite à une congélation l'hybridome a subi une modification 

génétique d'origine inconnue qui a modifié la spécificité des 

AMC libérés. Les nouveaux AMC ont été capables de réagir 

seulement avec SEA. 

Nous avons cependant démontré qu' i 1 était possible de 

construire des AMC bispécifiques pouvant être utilisés comme 

réactif de détection de SEs lors de tests ELISA sans que leurs 
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spécificités ou leurs affinités ne soient modifiées. 

Nous croyons que la construction d'un AMC bispécif ique 

capable de reconnaître toutes les SEs dans un test rapide de 

type ELISA est possible â condition qu'un AMC reconnaissant 

SEA, SED et SEE puisse être obtenu. Un tel Ac pourrait être 

réalisé en utilisant comme agent immunisant, des peptides 

synthétiques provenant de la région homologue de ces SEs. 
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