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RESUME   
L’hydatidose est une maladie parasitaire due au développement chez l’homme et les herbivores d’une larve 
remplie d’un liquide « liquide hydatique ». Ce dernier qui est un déchet biologique constitue une bonne source 
d’antigènes parasitaires à usage diagnostique. Dans le présent travail, l’antigène 5, reconnu comme étant la 
fraction majeure et la plus immunogène de ce liquide hydatique a été purifié  partiellement par précipitation au 
sulfate d’ammonium à 70% puis caractérisé par les méthodes physicochimiques et immunologiques. La 
séparation chromatographique du liquide hydatique humain par gel filtration a permis de visualiser quatre pics 
dont le troisième est caractéristique de l’antigène 5. Ce dernier a montré une mobilité électrophorétique typique 
de l’antigène 5 par immunoélectrophorèse en donnant un seul arc de précipitation vis-à-vis d’un pool de sérum 
de malades et celui du lapin immunisé par cet antigène. Une bande approximative de 66KDa a été révélée par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant (SDS-PAGE)  et dans des conditions non 
réductrices. Le radiomarquage de cet antigène à l’iode125 a donné un rendement satisfaisant de l’ordre de 63%. 
L’évaluation de l’antigène marqué a permis de déterminer une pureté radiochimique de 92.6% et une activité 
spécifique de 11.7 µCi/µg .L’étude de l’intégrité antigénique utilisant la technique de radioimmunodosage (RIA) 
a donné une liaison non spécifique de 16% et un pourcentage de fixation  vis-à-vis du sérum de lapin anti fraction 
5 de l’ordre de 63%. L’immunoréactivité testé avec les sérums de malades atteints par cette maladie a révélé une 
faible liaison spécifique comparée à celle obtenu avec l’antisérum de lapin. Ces résultats préliminaires relatifs à la 
purification et au marquage à l’iode -125 sont promoteurs et  susceptibles d'être sans doute largement améliorés 
dans le futur.  
 
Mots-clés : Hydatidose, Antigène 5, Purification, Radiomarquage, Iode125     
 

ABSTRACT 
Hydatidosis is a parasitic disease due to development in humans and herbivorous a larva filled with a fluid " 
hydatid fluid". In the present work, antigen 5, recognized as the major fraction and more immunogenic of this 
hydatid fluid was partially purified by precipitation with ammonium sulfate at 70% and characterized by 
physicochemical and immunological methods. Chromatographic separation of human hydatid fluid by gel 
filtration showed four peaks which the third is characteristic of antigen 5. The latter displayed an electrophoretic 
mobility typical of antigen 5 by immunoelectrophoresis giving a single precipitin against a pool of patients’ 
serum and that of rabbits immunized by this antigen. A band of approximately 66KDa was revealed by 
electrophoresis on polyacrylamide gel in denaturant (SDS-PAGE) and non-reducing conditions. The antigen 
radiolabelling with iodine 125 has achieved a satisfactory yield of 63%. Evaluation of labelled antigen allowed to 
determine a radiochemical purity of 92.6% and specific activity of 11.7 Ci / mg. The study of the antigenic 
integrity using radioimmunoassay (RIA) has given nonspecific binding of 16% and percentage of binding against 
the rabbit anti antigen 5 serum the order of 63%. The immunoreactivity tested with sera from patients with 
hydatic disease showed a lower specific binding compared to that obtained with rabbit antiserum. These 
preliminary findings for the purification and iodine 125- labelling are encouraging and are likely to be without 
doubt greatly improved in the future.  
 
Keywords: Hydatidosis, Antigen 5, Purification, Radiolabelling, Iodine 125     
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GLOSSAIRE 

Adjuvant : Produit (additif) ajouté à une préparation antigénique  pour stimuler son action et 

amplifie la réponse immunitaire, une fois administré en même temps et au même point qu'un 

antigène. 

Affinité : constante d'association intrinsèque d'un anticorps et d' un antigène. Elle mesure la 

force et la stabilité de la liaison entre le paratope et l'épitope. 

Agglutination : Réaction au cours de laquelle des antigènes particulaires (bactéries, virus, 

hématies) ou rendus particulaires par fixation (à des hématies, à des particules de latex) sont 

réunis par des anticorps spécifiques, et forment des amas. 

Agglutination passive : réaction d'agglutination dans laquelle l'antigène qui est mis en 

évidence a été fixé sur un support inerte. 

 Antigène: Toute substance qui déclenche la formation d'anticorps et ne réagit qu'avec 

l'anticorps spécifique correspondant; aussi appelée immunogène. C'est donc une substance ou 

cellule qui provoque une réaction immunitaire. 

Anticorps : une protéine produite par l'organisme en réaction à un antigène, et capable de se 

combiner spécifiquement avec cet antigène. Aussi appelé gammaglobuline ou 

immunoglobuline. 

Anticorps monoclonal : Anticorps produit par un clone de plasmocytes et dirigé contre un 

seul déterminant antigénique. 

Antisérum (immun-sérum): Sérum d'un sujet préparé par l'injection d'antigènes et contenant 

des anticorps dirigés contre de tels antigènes. 

Asexué : C’est une multiplication sans fécondation (bourgeonnement, fragmentation, 

bouturage, scissiparité, gemmation), autrement dit c’est un mode de reproduction qui ne fait 

intervenir ni les organes sexuels, ni les cellules du type gamète, c'est à dire reproductrices 

(ovules, spermatozoïdes). La multiplication se fait par bourgeonnement, fragmentation, 

bouturage, scissiparité, gemmation. 

Anthropozoonose : Maladie transmissible commune à l'homme et aux animaux. 

Cestode : Ver segmenté 

Choc anaphylactique : Réaction d'hypersensibilité systémique qui provoque la 

vasodilatation périphérique puis un état de choc. Aussi appelé anaphylaxie systémique. 

Cire : Filament ou appendice  

Curie (Ci) : Ancienne unité servant à définir l’intensité de la radioactivité dans un échantillon 

de matière. La curie correspond à 37 milliards (3,7 x 10
10

) désintégrations par seconde, ce qui 

représente l’activité d'un gramme de radium. 

Cytokine : Petite protéine libérée par des cellules humaines en réaction à une infection 

bactérienne; peut provoquer directement ou indirectement de la fièvre, des douleurs ou la 

multiplication des lymphocytes T.  
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Désintégration : Diminution dans le temps de la quantité de matière radioactive, par suite de 

l’émission spontanée par les noyaux atomiques de particules alpha ou bêta; cette émission 

s’accompagne souvent d’un rayonnement gamma.  

Echinococcose secondaire : Apparition d’autres sites d’hydatidose secondaire suite à une 

rupture ou fissuration du kyste hydatique provoquant ainsi la dissémination des protoscolex.  

ELISA  (Enzyme linked immunosorbent assay) : Désigne les méthodes immunologiques 

d'analyse faisant appel à des antigènes ou à des anticorps, marqués par une enzyme dont 

l'activité permet d'obtenir une réaction colorée, mesurable quantitativement. 

 

Epidémiologie : Science qui étudie les facteurs responsables de l'apparition, de l'évolution et 

de la transmission des maladies dans les populations. Elle s'intéresse aux vecteurs, aux hôtes 

intermédiaires et aux réservoirs animaux. 

Epitope (déterminant antigénique) : la plus petite unité structurale d'un antigène reconnue 

par un anticorps. 

 Faux positif : est le cas d’une personne où le test retrouve un certain degré de fibrose non 

confirmé à la biopsie.  

Faux négatif : est celui d’une personne où le test est négatif alors que la biopsie retrouve une 

fibrose confirmée. 

Hemagglutination passive (HAP) : C’est une technique de diagnostic indirecte permettant 

une réaction séroimmunologique entre les hématies formolées et sensibilisées à l’Ag 

hydatique et des dilutions croissantes des sérums à tester. 

Hermaphrodite: Une espèce dans lequel un organisme contient deux séries d'organes sexuels 

(mâle et femelle). 

Hermaphrodisme: Présence d'organes de reproduction des deux sexes (mâle et femelle) chez 

un même individu 

Hôte définitif : Hôte chez lequel se produit la reproduction sexuée; hôte qui héberge la forme 

adulte d'un parasite. 

Hôte intermédiaire : Hôte chez lequel il n'y a pas de reproduction sexuée; hôte qui héberge 

la forme larvaire d'un parasite. 

Humorale : relative aux substances liquides ou à moitié liquides de l'organisme 

   Hydatide: Forme larvaire (kystique) du ténia échinocoque qui se développe dans les tissus  

Hydatidose : Affection par la forme larvaire ou vésiculaire du ténia échinocoque qui se 

développe dans les tissus sous la forme de kystes. 

Hypereosinophilie : Parmi les différents globules blancs du sang existe normalement le 

polynucléaire éosinophile ; lors d'une analyse de sang, lorsque cet élément est en nombre 

anormalement important (plus de 500/mm3), on parle d'hyperéosinophilie. Ceci signifie 

souvent que le patient est porteur d'un ver. 



 

Immunisation : Il s'agit de l'induction d'une protection par immunité contre une maladie, par 

exposition délibérée aux antigènes ou aux immunogènes d'un agent pathogène afin que le 

système de défense apprenne à le reconnaître et que ses réactions futures soient augmentées 

en cas d'exposition aux mêmes antigènes/immunogènes. 

Immunite : Etat de résistance de l'organisme à une infection. Cet état est soit inné (certaines 

personnes naissent avec les gènes de résistance contre une maladie), soit acquis naturellement 

(après avoir fait certaines maladies, on est protégé contre une récidive), soit acquis 

médicalement (vaccination, injection d'immunoglobulines). 

Immunoassai : Toute technique qui utilise la réaction antigène-anticorps pour la détection et 

la quantification d'antigènes, d'anticorps ou de substances voisines. 

Immunodiffusion : Techniques basées sur la précipitation d'antigène et d'anticorps après 

diffusion dans un milieu semi-solide. 

Immunoélectrophorese : Technique combinant une électrophorèse suivie d'une 

immunodiffusion. 

Immunofluorescence : Technique utilisant un anticorps couplé à un fluorochrome 

(habituellement l'isothiocyanate de fluorescéine). L'émission de fluorescence permet de 

détecter l'anticorps fixé sur l'antigène. 

Immunogène : Se dit d'une substance capable de provoquer une réaction immunitaire. 

Immunogénicité : Capacité d'une substance de susciter une réponse immunitaire. 

Immunoglobuline : (Ig) protéine présente dans le sérum ou dans les liquides biologiques, et 

qui joue le rôle d'anticorps; synthétisée en réaction à un antigène et capable de réagir avec 

celui-ci; aussi appelée gammaglobuline. 

Immunologie : Science qui étudie les différents aspects permettant à un organisme de 

reconnaître et de réagir contre une substance immunogène ou à un autre organisme, micro-

organisme le plus souvent, vivant. 

Interféron : Protéines antivirales produites par les cellules infectées et bloquant le cycle de 

multiplication du virus dans les cellules saines. 

 Interleukines (IL) : Cytokines sécrétées par de nombreuses cellules (macrophages, 

lymphocytes, cellules épithéliales, cellules endothéliales...) qui stimulent d'autres cellules 

intervenant dans la réponse immunitaire. 

Isotopes : atomes d'un même élément chimique dont les noyaux ne contiennent pas le même 

nombre de neutrons. 

Lymphocyte : leucocyte qui joue un rôle clé dans l'immunité spécifique. 

Marqueur : Composé fluorescent, radio-actif ou doté de propriétés enzymatiques fixé à un 

antigène ou un anticorps permettant de révéler la présence d'une substance immunologique. 
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Monoclonal : C'est un anticorps spécifique produit in vitro par un clone de lymphocytes B 

normaux hybridés à l'aide de lymphocytes B cancéreux. 

Parasite : Organisme contraint pour survivre ou se reproduire de se nourrir aux dépens d'un 

autre organisme dit "hôte". Parfois le parasite vit sans trop perturber son hôte (exemples : 

toxoplasme, ver solitaire) ; parfois, le parasite menace la vie de son hôte (exemples : 

paludisme, maladie du sommeil). 

Paratopes : Désigne la partie variable de l'anticorps capable de reconnaître le déterminant 

antigénique. 

Périkystique : Membrane qui enveloppe le kyste  

Période radioactive (T) : La période physique ou radioactive est le temps nécessaire à une 

réduction de moitié de l’activité d’un radio-isotope donné par rapport à sa valeur initiale.  

Plathelminthe : Ver plat 

Proglottis : Segment d'un ver annélide qui contient les organes de reproduction mâles et 

femelles.... 

Proligère : Portant un germe. 

Prophylaxie (prévention) : Processus actif ou passif ayant pour but de contrecarrer 

l'apparition ou la propagation d'une maladie. 

Radioactivité : Nombre de désintégrations (transformations) ou dégradations d’une matière 

radioactive par unité de temps. Les unités d’activité sont le Becquerel (Bq) et la Curie (Ci).  

Radioisotope :  Elément, naturel ou artificiel, possédant une radioactivité; c'est-à-dire la 

propriété de se transformer en un autre élément en émettant  par modification du noyau de son 

atome  des rayonnements corpusculaires (particules X ou β, ou électrons) ou 

électromagnétiques.  

Rayonnement bêta (β) : Il s'agit d'électrons se déplaçant à haute vitesse. Ce rayonnement est 

arrêté par une plaque de plexiglas de 1 cm d'épaisseur. Dans les fabriques de papier, on 

mesure souvent l'épaisseur des feuilles à l'aide de sources de rayonnement β. 

Rayonnement gamma (γ) : Il s'agit d'ondes électromagnétiques, comme la lumière, mais 

possédant une très grande énergie. Les rayons γ sont émis par le noyau de l'atome. Le 

rayonnement γ est en général très pénétrant. A titre d'exemple d'utilisation du rayonnement γ, 

citons la radiographie de soudures et la radiothérapie médicale. 

Rayonnement ionisant : caractérise les particules alpha, bêta, les rayons gamma, les rayons 

x, les neutrons, les électrons à haute vitesse, les protons à haute énergie et autres particules 

susceptibles de générer des paires d’ions.  

Réaction croisée : Réaction d'un anticorps avec un antigène différent de celui qui en a induit 

la formation et due à des parentés antigéniques entre les molécules. 

Reproduction sexuée : Indique que la propagation d'une espèce fait intervenir les gamètes 

mâles et femelles. 

Scolex : Tête du ténia et autres vers cestodes. 
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Sérodiagnostic : Diagnostic de certaines maladies infectieuses effectué par la mise en 

évidence d’anticorps spécifiques ou par la constatation d'une élévation du titre des anticorps 

au cours de l'évolution de la maladie. 

Sérologie : Branche de l'immunologie qui étudie la réaction antigène-anticorps in vitro. 

Sérum (immun-sérum): Partie liquide (non solide) du sang. 

Spécificité : Adaptation exacte et exclusive d'un anticorps à un antigène. 

Strobilation : Chez les ténias, division en chaînes de proglottis.  

Taxonomie : Est la science qui a pour objet la Description des organismes vivants, 

classification et attribution d'un nom à des groupes d'organismes ayant en commun ancêtres et 

caractéristiques phénotypiques. 

Ténia (taenia) : ver parasite des intestins des mammifères au corps formé d'un grand nombre 

d'anneaux. 

Titre d'hémagglutination : Valeur définissant l'inverse de la dilution la plus élevée d'un 

sérum encore capable de provoquer l'hémagglutination d'antigènes particulaires. 

Tumor Necrosis Factors (TNF alpha et beta ) : molécules sécrétées par les macrophages 

(TNF alpha) et les lymphocytes T (TNF beta), qui partagent de nombreuses propriétés avec 

IL-1. 

Vaccin : Est une préparation contenant des micro-organismes qui sont soit des germes 

inactivés, soit des germes tués. Cette préparation est administrée dans le but d’immuniser 

l’organisme contre des maladies infectieuses. 

Variabilité antigénique : Capacité, pour un agent infectieux, de modifier ses protéines de 

surface ce qui rend inopérantes les défenses immunitaires de l'hôte aux dépens duquel il se 

développe. 

Zoonose : Maladie infectieuse naturellement transmissible des animaux vertébrés à l'homme 

et inversement. 
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INTRODUCTION         

      L’hydatidose est une maladie parasitaire cosmopolite due au développement chez les 

herbivores et l’homme d’une forme kystique (kyste hydatique) remplie de liquide : « liquide 

hydatique ». Cette maladie s’observe avec une plus grande fréquence dans les pays d'élevage 

de bétails où elle constitue un véritable problème de santé publique, économique et 

épidémiologique.  

       En effet, le diagnostic biologique de cette maladie trouve de nombreuses contraintes lors 

de la détection des anticorps hydatiques. Ceci est du à plusieurs facteurs tels que le manque de 

stimulation lié à la localisation et à l’état physiologique du kyste hydatique et ainsi à la nature 

de l’antigène utilisé lors des tests sérologiques.  

       Le choix d’une technique utilisant un antigène reconnu spécifiquement par une grande 

proportion de sérums humains hydatiques et qui soit aussi sensible par l’emploi d’un traceur 

radioactif permet d’établir un diagnostic précoce de cette maladie afin de prescrire son 

traitement. 

       Le liquide hydatique qui est un déchet biologique d’origine humaine et animale, constitue 

une bonne source d’antigène parasitaire à usage diagnostique [1, 2]. Parmi cette mosaïque 

antigénique, on retrouve l’antigène 5, reconnu comme étant la fraction majeure et la plus 

immunogène de ce liquide, qui a toujours prouvé son importance dans le diagnostic de la 

maladie hydatique.   

       Le présent travail a pour objectif la valorisation de ce déchet biologique en vue d’extraire 

cet antigène 5 qui va servir à la préparation d’un traceur radioactif à savoir l’antigène 5 

marqué à l’iode 125. Ce traceur pourrait être utilisé ensuite lors d’un dosage 

radioimmunologique (RIA) qui sera développé pour l’obtention d’une meilleure sensibilité 

par rapport aux techniques déjà employées.  

     Pour se faire, nous avons été menés : 

 Dans un premier temps, à la  récolte des kystes hydatiques humains et animaux du 

service thoracique de l’hôpital Mustapha et du service vétérinaire de l’abattoir de 

ruisseau.  

 A la purification et à la caractérisation partielle de l’antigène 5 extrait du liquide 

hydatique ;  

 A la réalisation des essais préliminaires de marquage de cet antigène 5 à l’iode 125;  

 Et enfin à l’évaluation du traceur radioactif obtenu.  
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 

A-  L’HYDATIDOSE 

 

I- Epidémiologie 

I- 1- Définition   

      L’hydatidose est une maladie parasitaire potentiellement mortelle provoquée par 

l'ingestion d'œufs du parasite provenant du chien « Echinococcus granulosus ». L’homme est 

un hôte accidentel dans ce cycle biologique et constitue ainsi une impasse parasitaire. 

I- 2- Morphologie du parasite [3, 4, 5, 6,7] 

       Le taenia Echinococcus granulosus est un cestode de la famille des plathelminthes, il 

existe 3 formes:  

I -2-1-  Forme adulte 

      Echinococcus granulosus est un petit ténia composé d’un scolex, cou et un strobile 

(corps). Il mesure entre 3 à 8mm de long (Figure 1). La tête ou le scolex est périforme 

subglobuleux de 300µm de diamètre portant 4 ventouses et une couronne de crochets. Le 

strobile est formé d’une chaîne d’anneaux au nombre de 3 à 4 avec un pore génital à 

l’extrémité postérieure de l’anneau, des  testicules (45 à 65), un ovaire réniforme à concavité 

postérieure et un utérus, mais seul le dernier segment de la chaîne est gravide (comporte les 

œufs).  

 

 

 

Figure 1 : forme adulte 

 

 

 

http://wapedia.mobi/fr/Parasitose
http://wapedia.mobi/fr/Echinococcus_granulosus
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I -2-2-  Forme ovulaire 

        E. granulosus étant hermaphrodite, la ponte ovulaire s’effectuera après autofécondation 

ou fécondation croisée. Les embryophores d’E.granulosus sont légèrement ovoïdes, mesurant 

38 µm de long sur 35 µm de large (32µm de long sur 36µm de large pour Brumpt). Ils 

contiennent un embryon hexacanthe et présentent une membrane interne épaisse et striée 

transversalement et une membrane externe mince (Figure 2) [8]. 

       Les œufs d’E.granulosus peuvent survivre dans l’eau ou sur le sol humide pendant 30 

semaines à 30°C, 25 jours à 60°C et 32 jours à des températures comprises entre 10 et 21°C 

[9]. 

        Ils sont détruits par dessiccation en quelques heures et en quelques instants à une 

température supérieures à 60°C mais peuvent résister à des agents chimiques usuels comme 

l’engrais et les désinfectants. De plus, ces œufs peuvent aussi être dispersé facilement sur de 

plus grandes distances par les pattes des animaux, la pluie, les arthropodes, les oiseaux 

charognards, ce qui constitue un temps essentiel de l’épidémiologie de la parasitose. 

 

Figure 2 : forme ovulaire 

 

I -2-3-  Forme larvaire (kyste hydatique) 

        Cette forme est encore appelée kyste Hydatique ou hydatide, elle est typiquement 

uniloculaire, sub sphérique. Cette forme est délimitée par deux membranes, remplies d’un 

liquide hydatique où baignent les vésicules et entourées d’une réaction fibreuse du tissue hôte 

[53].  

I- 3-  Structure du kyste hydatique  

       La structure du kyste hydatique est identique chez l’homme et chez l’animal. Il est formé 

de l’extérieur vers l’intérieur par (Figure 3) : 
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a) Membrane périkystique 

       C’est une membrane  formée lors de la réaction cellulaire inflammatoire de l’hôte, qui 

débute dès les 1
ers 

stades du développement parasitaire. Son épaisseur varie selon les hôtes et 

chez l’homme selon les localisations. 

        Cette membrane n’est pas une barrière totalement infranchissable, et c’est à travers elle 

que s’effectue notamment les échanges nutritifs entre l’hôte et le parasite. En vieillissant cette 

adventice peut même s’imprégner de calcium sans que, pour cela, le kyste soit mort. 

b) Membrane anhiste ou cuticule 

        C’est une paroi externe de 1 à 2 mm d’épaisseur, de nature mucopolysaccharidique 

complexe, lipidique et protéique. Elle est la paroi propre du kyste, de structure lamellaire et 

est dépourvue de toute cellule. Le rôle mécanique de cette membrane est : [10].  

 D’assurer l’échange avec l’hôte 

 De donner la résistance au kyste hydatique 

 De supporter parfois des pressions intra-kystiques considérables  

c) Membrane proligère ou germinative 

         Elle peut être assimilée au tégument du parasite. Elle est blanche, souple de 10 à 25 µm 

d’épaisseur, riche en acides aminés, constituée principalement de cellules arrondies, riche en 

lipides et qui génèrent des vésicules proligères et protoscolex et également de cellule étoilées 

contenant du glycogène. 

         Les vésicules filles exogènes se forment aussi à partir de fragments de ces membranes, 

dans l’épaisseur de la cuticule et gagnant progressivement l’adventice. 

Malgré son extrême finesse, cette membrane permet de : 

 Réguler la totalité des échanges du kyste 

 Limiter aussi un liquide sous tension riche en antigènes. 

d)  Liquide hydatique [11] 

       Qui remplit le kyste, il est normalement limpide, « eau de roche ». Il est composé de 

plusieurs constituants ; électrolyte, acides nucléiques, sucres, lipides, protéine notamment les 

enzymes et les déchets azotés. Parmi plus de 20 protéines séparées électrophorétiquement, 2 

ont été définies chimiquement [12] car elles comportent des antigènes majeurs, d’importance 

diagnostique [13]: 

 Une lipoglycoprotéine thermolabile [14] appelée l’antigène 5 
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 Une lipoprotéine thermostable appelée l’antigène B [15, 16, 17, 18] 

Le liquide hydatique se caractérise par : 

 Une densité entre 1.007 et 1.015 

 Une concentration de 6 à 8 g/l en  NaCl 

 Divers sels de sodium et de calcium  

 Glucose  

 Acides aminés  

 Phospholipides 

 Environ 7.5 mg de protéines (albumine, alpha, bêta et gamma globuline) provenant 

soit de l’hôte et constituent alors une partie d’anticorps, soit du parasite. 

       Vue la composition chimique importante de ce liquide hydatique, ce dernier peut 

présenter les rôles suivants [10]:  

 Transport des déchets du métabolisme 

 Mobilisation des réserves et sans doute d’autres fonctions mettant en jeu des 

substances dissoutes dans le liquide 

 Assurer la nutrition des tissus parasitaires à partir des substances filtrées par la 

membrane proligère 

e) Sable hydatique 

       Les éléments figurés contenus dans les kystes sont regroupés sous le nom « sable 

hydatique » car ils se déposent rapidement au fond d’un récipient lors de la décantation du 

liquide hydatique. Ils sont constitués de deux types d’éléments : 

Capsules proligères : Bourgeonnement à partir de la membrane germinative donnant des 

vésicules de 300 à 500µm fixés à la membrane proligère par une mince membrane hyaline et 

qui à leur tour se creusent secondairement pour renfermer des protoscolex. 

Ces capsules peuvent se détacher et flotter dans le liquide hydatique ou alors leur membrane 

externe se rompt et libère les protoscolex. 

Protoscolex : Ces protoscolex se développent chez l’hôte définitif à un ténia adulte par 

strobilation [19]. C’est une tête invaginée avec 4 ventouses et une double couronne de crochets 

mesurant environ 100 à 200 µm de diamètre. 
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       Un protoscolex peut subir une vésiculisation donnant naissance à des vésicules filles 

endogènes entourées d’une cuticule externe et formant de nouveaux protoscolex. Ces 

vésicules peuvent, par rupture du kyste, se libérer et se fixer dans d’autres localisations 

« Echinococcose secondaire ». 

       L’hydatide survie et résiste différemment en fonction des conditions climatiques qui sont 

imposées. Ainsi à +4°C la survie est de 80 jours, entre -2°C et +2°C,  la survie est de 10 jours, 

5 jours entre -5°C et 12°C, 4 jours entre +10°C et 15°C. Elle est enfin de 2 jours entre +2°C et 

22°C.  

Larve hydatique

 
Figure 3 : forme larvaire 

I -4-  Reproduction 

I -4-1-  Reproduction sexuée 

          Cette reproduction sexuée s’effectue chez le tænia adulte hébergé par l’hôte définitif. 

Le genre E.granulosus existe sous forme d’un complexe de variants avec les différentes 

caractéristiques biologiques et génétiques [20]. En plus de l’hermaphrodisme, deux modèles 

d’insémination sont utilisés pour expliquer l’origine de ce phénomène ; le premier implique la 

fécondation croisée [21] et l’autre une autofécondation [20, 22]. 

         Cette dernière peut se faire soit dans le même proglottis (type 1) ou entre 2(type 2) [23]. 

Pour ce deuxième type, l’autofécondation est rarement réalisée vu que le stade de maturation 

n’est pas toujours le même pour deux proglottis [23]. 

         Leucart a rapporté qu’E.granulosus est toujours en mouvement de copulation. Ce dernier 

se fait par introduction du cirre activé par la sécrétion intestinale dans le vagin adjacent du 

même proglottis [23]. 
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        Lymbery et al. [24] ont remarqué aussi qu’au niveau de l’intestin de l’hôte définitif, les 

vers adultes pourraient se rassembler entre eux après une attraction et par conséquent, cela 

peut activer la fécondation croisée [5]. 

I -4-2-  Reproduction asexuée 

     Contrairement à la précédente, celle-ci s’effectue chez l’hôte intermédiaire hébergeant la 

forme larvaire. En effet,  l’hydatide a une capacité génératrice potentiellement illimitée.  

     Ce sont les cellules germinales qui initient la production de nouvelles capsules proligères 

[5] et qu’à l’intérieur de ces dernières, une répétition de processus de bourgeonnement asexué 

s’effectue, menant ainsi à la production de nombreux protoscolex. 

 I -5-  Répartition géographique 

I -5-1-  Hydatidose dans le monde 

       L’hydatidose est largement répandue dans le monde, incluant l’Europe, Asie, Afrique, 

Nouvelle-Zelande, Australie et Amérique (Nord, Sud et centre) et surtout dans les régions 

d’élevage particulièrement celles où les grands troupeaux de moutons sont gardés par des 

chiens. 

        En générale, la distribution  d’E.granulosus est influencée par beaucoup de facteurs 

(agricoles, économiques, niveaux d’éducation, habitudes sociales ou culturelles etc……….), 

mais elle est habituellement liée au degré d’association des individus avec leur bétail, leur 

chien et la mauvaise hygiène (spécialement dans les régions rurales). 

   

I -5-2-  Hydatidose en Algérie [25, 26] 

         E.granulosus a été découvert pour la première fois en Algérie en 1951 par Senevet, en 

faisant des examens d’autopsie sur des chiens dont la moitié d’entre eux était positif en zones 

rurales. Depuis, des études épidémiologiques se sont succédés et ont montré que l’Algérie, 

pays d’élevage, pastoral est un pays de haute endémie hydatique. 

I -6-  Cycle évolutif [27]  

        Le tænia Echinococcus granulosus est un cestode de la famille des plathelminthes. Il se 

présente sous trois formes : l’adulte qui vit fixé entre les villosités de l’intestin grêle de l’hôte 

définitif, l’œuf qui contient un embryon hexacanthe à six crochets et la larve ou kyste 

hydatique. 
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        Le cycle parasitaire Figure 4(a) comprend deux hôtes [28, 29]: un hôte définitif (HD) et un 

hôte intermédiaire (HI). Le cycle classique est le cycle domestique : chien (HD) - mouton 

(HI).      

         L’homme s’insère accidentellement dans le cycle du parasite : c’est une impasse 

parasitaire.    

        Les œufs embryonnés, éliminés dans le milieu extérieur avec les selles du chien, sont 

ingérés, pénètrent la paroi digestive, gagnent par le système porte le foie, parfois dépassent le 

foie par les veines sus-hépatiques et parviennent aux poumons. Plus rarement, la localisation 

peut se faire en n’importe quel point de l’organisme par la circulation générale [30]. Une fois 

dans le viscère, l’embryon se transforme en larve hydatide. Le cycle est fermé lorsque le chien 

dévore les viscères (foie, poumons) des moutons parasités. L’homme se contamine en ingérant 

les œufs par voie directe (chien : léchage, caresses), plus rarement par voie indirecte (eau, 

fruits, légumes souillés par les œufs) Figure 4(b).  

II- Immunité [31] 

        Chez l’homme, la protection après l’infection primaire est à médiation humorale et 

cellulaire. La réponse initiale se déroule contre les œufs embryonnés. La membrane et la 

capsule contribuent à la protection de l’hydatide.  

       Plusieurs protéines secrétées et membranaires du parasite constituent des cibles 

potentielles pour le diagnostic, le traitement et la vaccination. L’obstacle actuel réside quant à 

leur grande variabilité. Il existe une grande diversité génétique de l’échinococcus granulosus 

démontrée par l’analyse de l’ADN mitochondrial et des gènes codant pour les protéines en 

particulier la famille de l’antigène B [32, 33, 34]. 

        La réponse immunitaire est essentiellement associée à la localisation des kystes, leur 

nombre, leur taille et ainsi que leur état physiologique. Elle dépend aussi largement du contact 

du parasite avec les tissus, et la nature même de ces derniers. 

        En effet l’echinococcose hépatique et pulmonaire induit des réponses beaucoup plus 

importantes par rapport à d’autres organes (rate, rein, péricarde, cerveau et os) [35]. 

        Les anticorps spécifiques impliqués dans ces réactions appartiennent à la classe des 

IgM,  IgA, IgE et les IgG notamment les IgG1 et les IgG4 (IgG4 reconnu par les sous unités 

20, 16, et 12 KDa de l’antigène B et IgG1 par la sous unité 38 KDa de l’antigène 5) [36, 37]. 
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          Les IgA et IgM se présente ainsi à des niveaux très élevés dans le cas de l’hydatidose 

pulmonaire [38, 39, 40] . 

           

   

Figure 4(a) : Cycle de vie d’Echinococcus granulosus 

                                                                            Voie directe      

         Voie indirecte      

Figure4(b) : contamination de l’homme 
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          Des travaux de Touil.C. [41, 42] ont montré que ce processus de défense immunitaire 

anti E.granulosus faisant intervenir des cellules immunocompétentes (lymphocytes T, 

Macrophages, monocytes et lymphocytes B). Ces dernières sont régulées par des cytokines 

notamment l’interféron type α/β, TNFα et Il6 [42]. 

         Rigano et coll, 1995b [43] ont détecté au niveau des sérums de malades qui n’ont pas 

répondus au traitement par l’albendazole et mebendazole, une forte production d’Il4 et Il10 

suivi d’une synthèse des IgG4 et IgE régulée par l’Il4 [43, 44, 45]. 

         D’autres études ont révélé aussi l’existence d’une corrélation entre la production des 

cytokines (IFN et Il6) et le mono-oxyde d’azote (NO), molécule impliquée dans le mécanisme 

de défense de l’hôte contre le parasite, après l’intervention de l’antigène majeur de 

l’hydatidose dans l’induction des cytokines et d’une enzyme qui est la NO synthase.  

III- Symptomatologie clinique [46, 47] 

         L’hydatidose est caractérisée par la lenteur de son évolution et par son allure insidieuse. 

Elle reste asymptomatique pendant de nombreuses années. Elle est bien souvent découverte à 

l’occasion d’une radiographie systématique ou d’une complication. La symptomatologie, 

lorsqu’elle existe, dépend de la localisation. 

III -1-  Hydatidose hépatique 

        La plus fréquente : 60-70 % des cas, souvent multiple (30 %), parfois associée à d’autres 

localisations, en particulier pulmonaires : 10 % 

       Le kyste hydatique évolue souvent pendant plusieurs années (3 à 10 ans) avant que les 

manifestations cliniques apparaissent (fièvre, des douleurs et des poussées urticaire). Il est 

découvert lors d’un examen systématique ou à l’occasion de manifestations allergiques 

(urticaires). 

       La rupture dans le péritoine ainsi que la ponction hépatique qui est formellement contre-

indiquée présentent des risques de dissémination des protoscolex, d’échinococcose secondaire 

et des risques de choc anaphylactique.  

III -2-  Hydatidose pulmonaire [48] 

       Elle se rencontre dans 15 à 20% des cas. Elle est souvent latente, découverte lors d’un 

examen radiographique systématique 
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      Les manifestations cliniques (dyspnée, gêne respiratoire, toux d’irritation, douleurs intra-

thoraciques parfois) apparaissent en général plus précocement que dans le cas de l’hydatidose 

hépatique . La rupture du kyste provoque une vomique de liquide clair et salé, avec débris 

parasitaires.  

III -3-  Autres localisations (rares) [49, 50] 

       Le syndrome tumoral se révèle précocement dans la localisation cérébrale ou oculaire par contre 

l’absence réactionnelle de l’os laisse le plus souvent évoluer l’hydatide de façon envahissante 

provoquant des fractures pathologiques spontanées. Dans ces cas là, le kyste ne prend pas la forme 

classique d’un kyste sphérique liquidien et son aspect est pseudo-tumoral et rameux   

IV- Diagnostic biologique [51] 

       Toute suspicion (épidémiologique, clinique, radiologique) de nature hydatique d’une tumeur 

demande à être confirmé par une investigation biologique. 

IV- 1- Diagnostic indirect : de présomption (avant l’intervention chirurgicale) 

 IV-1-1-  Non spécifique :  

      La phase d’invasion et d’installation de cette maladie larvaire provoque très certainement une 

hyperéosinophilie sanguine élevée. Cependant l’absence habituelle de manifestation pathologique 

d’appel enlève toute sa valeur diagnostique.  

      A la phase de kyste hydatique constitué, ce signe biologique passe à la normale comportant à la 

rigueur une fluctuation liée au degré de fissuration de la paroi kystique.   

IV-1-2-   Spécifique  

        La sérologie, associée aux signes cliniques et aux techniques d’imagerie [52, 53], a beaucoup de 

valeur pour le diagnostic de l’hydatidose avant l’intervention chirurgicale [54]. 

Les méthodes utilisées sont nombreuses (Tableau 1): 

 certaines sont sensibles, utilisées comme test de dépistage : immunofluorescence indirecte, 

hémagglutination indirecte, ELISA. 

 d’autres sont plus spécifiques : électrosynérèse, immunoélectrophorèse avec identification 

d’un arc spécifique (l’arc 5) et maintenant western blot, ces dernières étant utilisées comme 

techniques de confirmation. 
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 Ces tests (en général au moins deux de dépistage) permettent le diagnostic de la majorité des 

cas d’hydatidose hépatique (90%) (Sauf les kystes morts ou avec une paroi très épaisse et 

calcifiée). 

 Ils sont au moins constamment positifs dans les autres localisations, en particulier 

pulmonaires (65%) et osseux (30%). 

        La surveillance sérologique post-opératoire montre, après une ascension du titre des anticorps 

dans les 4 à 6 semaines après l’intervention chirurgicale, leur disparition en plusieurs mois (jusqu’à 5 

ans) si la cure a été complète. Leur augmentation secondaire doit faire suspecter une récidive du 

kyste. 

Tableau 1 : Les différentes réactions immunologiques mettant en jeu des antigènes figurés ou solubles 

Techniques Sensibilité et spécificité Seuil de 

positivité 

Avantages  Inconvénient 

LA - Sensible à 80%  

- Non spécifique 

1 

4 

Méthode simple Manque de spécificité 

HAP - Sensible à 83% 

- Spécifique 

1 

160 

- Simple 

- Rapide 

Etapes de sensibilisation des hématies 

très délicate 

IDD - Spécificité à 96% 

- Sensible à 65% 

 

_ 

Simple - Individualisation  

insuffisante des arcs 

IEP - Très spécifique 

- Sensible 

 

_ 

 

Facile à exécuter 

- Consomme trop d’Ag et Ac 

- Délai de réponse long 

Eléctrosynérèse - Très sensible 

- Spécifique 

 

_ 

- Rapide (3 à 5 h) 

- Consomme peu d’Ag et 

d’Ac 

 

                      _ 

ELISA - Sensible : 88-98% 

- Spécificité dépend de la qualité 

de l’antigène 

 

_ 

 

Nécessite de faible 

quantités d’Ag et de 

sérum 

Faux réactions en cas d’excès 

d’antigène 

Western-blot - Spécifique 

- Sensible 

 

_ 

Elimine les faux positifs 

et les faux négatifs 

 

Technique longue 

IFI - Sensible 

- Spécifique 

1   au   1 

10        40 

- Rapide 

- Facile 

Lecture difficile 
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IV- 2- Diagnostic direct : diagnostic de certitude 

IV- 2-1- Analyse de vomique ou de ponction d’un kyste hydatique 

         L’examen microscopique direct sur le liquide contenu dans le kyste permet d’affirmer le 

diagnostic, en mettant en évidence des débris de membrane lamellaire, des crochets ou des 

protoscolex entiers. Cet examen direct permet de déterminer la vitalité éventuelle des protoscolex.   

IV- 2-2- Analyse d’une pièce d’exérèse  

         L’examen macroscopique du kyste permet d’apprécier sa taille, l’épaisseur de la paroi kystique 

et l’état des membranes parasitaires : blanchâtres ou d’aspect pseudo-gélatineux.  

V- Traitement 

V-1-Chirurgical (essentiellement) 

          Il faut enlever le kyste le plus complètement possible et éviter tout essaimage parasitaire au 

cours de l’intervention. L’idéal est d’enlever le kyste sans l’ouvrir. 

          Si le volume du kyste ou l’importance de ses rapports anatomiques l’interdit, il faut le 

stériliser au préalable en injectant de l’alcool à 95° (ou une solution salée hypertonique, ou de l’eau 

oxygénée) avant de l’ouvrir pour évacuer les éléments parasitaires (technique PAIR : ponction, 

aspiration, injection, ré-aspiration). 

         Une échographie de contrôle et une sérologie de contrôle sont à faire tous les trois mois 

pendant la première année suivant l’opération avec un contrôle à deux ans. 

V-2-Médical (parfois) [55] 

Le traitement médical seul est indiqué quand : 

 L’état général ou cardiaque obligeant à différer l’intervention chirurgicale 

 Les kystes sont inopérables (osseux, kystes multiples…) 

 Il y a rupture préopératoire du kyste, en prévention d’une échinococcose secondaire. 

 Il y a récidive après cure chirurgicale. 

        Actuellement, on utilise surtout un dérivé imidazolé, l’albendazole (Eskazole®) à la 

dose de 10 à 12 mg/kg en 2 prises, par cure de 30 jours séparées de 15 jours. Le praziquantel a 

aussi été utilisé en monothérapie. Il semble que la combinaison avec l’albendazole donne de 

meilleurs résultats [48, 56, 57]. L’oxfendazole testé sur des modèles animaux est en cours 

d’évaluation [48]. L’efficacité du traitement est souvent difficile à juger nécessitant un suivi 
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régulier [48]. Le drainage percutané réalisable pour les KH hépatiques n’est pas indiqué vu les 

risques potentiels [58]. 

       L’efficacité de cette thérapeutique dépend de la taille et de la localisation des kystes, les 

meilleurs résultats étant observés pour des kystes de petite taille à localisation hépatique. 

VI- Prophylaxie [50]  

       L’hydatidose ne peut disparaître que grâce à des mesures prophylactiques strictes visant 

essentiellement à provoquer une rupture du cycle de vie du parasite afin d’empêcher tout 

risque de dissémination de l’infection dans l’environnement. Parmi les stratégies de 

prévention :  

 Formation et information : Risques liés à l’hydatidose, hygiène, mesures collectives et 

individuelles de prévention. 

 surveillance de l’abattage des animaux de boucherie,  

 Abattage des chiens errants  

 traitement des chiens domestiques par praziquantel (DRONCIT®), avec récupération et 

élimination des déjections (enfouissement). 

 prudence dans les contacts homme chien (léchage, caresses, ...)  

 Ne pas nourrir les chiens avec des viscères portant des kystes( contrôle des décharges). 

 Destruction des kystes hydatiques par incinération ou enfouissement profond. 

 Valorisation du kyste hydatique qui semble être un déchet intéressant sur le plan 

nutritionnel et industriel car il constitue une bonne source d’acides aminés, d’enzymes et 

de minéraux [59].  Il présente  aussi un intérêt sur le plan diagnostique vue sa composition 

en antigènes parasitaires qui peuvent être largement utilisés dans le diagnostic de la 

maladie hydatique.  

 

B- MARQUAGES RADIOACTIF DES PROTEINES 

I- Définition  d’une molécule marquée 

       Il a été désigné toujours sous le nom de « molécules marquées » des composés 

organiques ou inorganiques de synthèse ou d’origine biologique dans lesquels on a introduit 

un ou plusieurs atomes radioactifs. 

         Les molécules marquées utilisées en médecine nucléaire sont très souvent composées de 

deux parties, le radionucléide marqueur, émetteur gamma, étant généralement accroché en 

tant qu’hétéro atome à une substance vectrice dite « vecteur ».  
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       La Médecine Nucléaire utilise une large gamme de molécules de structures chimiques 

très différentes : des ions, des complexes métalliques, des traceurs biologiques, des protéines 

ou des colloïdes.  

II- Marqueur radioactif  

        Le choix du radioisotope dépend de nombreux paramètres : nature de l’isotope (émission 

gamma, demi-vie, encombrement stérique), nature du substrat, mise en œuvre de la réaction 

de marquage. 

Les émetteurs gamma utilisés en clinique se rattachent à deux classes chimiques [60]: 

 Les halogènes inclus au substrat organique par une liaison covalente : iode, fluor. 

 Les métaux de transition et de post-transition polycoordonnés liés aux vecteurs sous 

forme de complexe et qui forment plusieurs liaisons métal-ligand : technétium, indium, 

rhénium et samarium. 

          Les principaux radioisotopes disponibles pour le marquage de substances destinées à la 

mise au point des techniques de radiodosages sont le tritium (
3
H), le carbone (

14
C), l’iode-

125(
125

I) et l’iode-131 (
131

I). 

          Les isotopes radioactifs de l’iode sont utilisés pour marquer de nombreuses 

molécules ayant un grand intérêt en médecine nucléaire [61]: peptides, protéines, acides 

nucléiques et même de membranes cellulaires (Tableau2).  

Tableau 2 : Principaux radioisotopes de l’iode [61] 

Radioéléments Période radiaactiveT  Emission gamma(Kev) Applications 

Iode 131 

Iode 125 

 

 

Iode 123 

8,02 jours 

60 jours 

 

 

13,3 heures 

364 

35 

 

 

159 

Diagnostic et Thérapie  

Mise au point des marquages 

Test in vitro, Thérapie 

 

Diagnostic 

        L’iode 125 est actuellement le radioisotope le plus utilisé en diagnostic in vitro, grâce 

aux critères suivants : 

 Peut être facilement introduit dans les molécules peptidiques. 

 La fixation de l’iode au substrat organique modifiant peu la structure de la molécule 

du fait du faible encombrement stérique. 
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 période ou demi vie relativement longue, ce qui permet d’obtenir des traceurs ayant 

une durée de vie assez longue, évitant ainsi des marquages trop fréquents. 

 Activité spécifique élevée (17mCi/µg), pouvant être utilisé à l’état de traces. 

 Peut être obtenu avec une abondance isotopique supérieure à 99%, ce qui rend efficace 

le comptage de la radioactivité 

 Emission de rayonnement gamma (γ), facilement détectable, permet l’utilisation d’un 

équipement simple et de moindre coût. 

 Les traceurs marqués à l’iode 125 sont plus stables que ceux marqués à l’iode 131, 

ceci est dû à l’absence de rayonnement bêta (β). 

 Contraintes de radioprotection minimisées (irradiation faible, stockage des déchets en 

décroissance) [62].   

 

III- Marquage des protéines à l’iode radioactif 

III -1- Conditions de marquage  

La méthode de marquage doit répondre à plusieurs conditions : 

- conservation de l’activité immunologique et biologique de la protéine, 

- obtention d’un composé marqué à forte activité spécifique, 

- opération dans des conditions aussi douces que possible. 

III -2 - Méthodes de marquage à l’iode radioactif 

           La chimie de marquage à l’iode des protéines s’est considérablement développée ces 

dernières années. Le choix de la réaction de marquage des peptides va dépendre de leur taille, 

de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques et de la présence de groupements 

réactifs. On distingue les réactions par voie directe où l’iode radioactif est fixé directement sur 

la molécule biologiquement active par liaison covalente, et la méthode dite "indirecte" : le 

radiomarquage est réalisé par l’intermédiaire d’un groupement prosthétique [61]. 

III -2- 1- Marquage par voie directe 

        L’iodation directe d’une protéine ou d’un peptide peut être réalisée par substitution 

électrophile de l’iode I(0) ou I(+I) sur un noyau tyrosyle ou histidyle [64, 65, 66, 67]. L’iode 

étant essentiellement fourni sous forme d’iodure de sodium NaI
125

 [125I, 131I, 123I], l’oxydation 

des ions iodures est nécessaire [61, 68]. 
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        Trois méthodes d’oxydations peuvent être utilisées : méthode chimique, méthode 

enzymatique et méthode électrochimique. Le choix de l’oxydation devra être adapté aux 

conditions de la réaction et aux substrats [68]. 

III -2- 1-1- Méthode chimique 
 

a) Oxydation par la chloramine T 

      En milieu acide des iodures sont oxydés en mono-chlorure d’iode. L’iodation par la 

chloramine-T (N-chloro-p-toluène sulfonamide) est la méthode de choix pour de nombreux 

composés contenant des résidus tyrosyles dont les peptides, protéines et anticorps [69]. Simple, 

facile, peu coûteuse, elle est réalisée par simple addition de la chloramine T et de l’iodure de 

sodium radioactif (NaI
125

) en présence du substrat puis incubation à température ambiante. 

      La réaction est rapide et complète, avec une bonne activité spécifique du produit marqué 

[69]. 

      La réaction peut être réalisée en milieu acide, neutre ou basique, bien que la méthode 

utilisée généralement se déroule dans un tampon basique à température ambiante. 

      La réaction peut s’effectuer par oxydation contrôlée sans ajout de réducteur, c’est à dire 

jusqu’à épuisement de la chloramine-T. Elle peut être stoppée par adjonction d’un réducteur, 

généralement du pyrosulfite de sodium qui inactive l’agent oxydant et réduit I+ non substitué 

en I
-
 [60, 70, 71, 72]. On utilisera de l’iode en absence de porteur (iode froid) pour minimiser le 

nombre d’iodes fixés sur la molécule et éviter d’altérer les propriétés de la molécule native.  

         Le rendement de marquage va être fonction de la nature du substrat (nombre de résidus 

tyrosines pour les protéines), de la quantité de chloramine-T et du temps de réaction : 

 

 Les petites molécules (PM < 50 kDa) incorporent 1 atome d’iode ; si le poids moléculaire 

est supérieur à 150 kD (plusieurs résidus tyrosine) elles incorporent plus de deux atomes. 

 La radioiodination est d’autant plus efficace que le volume de la réaction est faible, en 

général on travaille dans un volume inférieur à 100 µL et au maximum de 2 mL.  

 Le taux d’incorporation est proportionnel à la quantité de chloramine-T utilisée ; le 

rapport chloramine-T/ protéine doit être défini pour chaque molécule. Il doit être aussi 

élevé que possible pour augmenter le rendement de marquage sans dénaturer la molécule. 

Toutefois les conditions d’oxydation sont drastiques et provoquent de nombreuses  

réactions parasites parmi lesquelles : 

 Des réactions de chloration (formation de chloroamide) . 

 Oxydation des thiols et des thioéthers . 
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 Clivage des  groupements tryptophaniques des peptides. 

 Dissociation des sous unités, conduisant à l’apparition de nouveaux déterminants 

antigéniques [73] et donc perte de l’activité immunologique des protéines. 

 

       Par ailleurs, la réduction par le métabisulfite de sodium  induit des groupements SH qui 

modifient la structure native de certaines protéines [74].   

         Néanmoins ces problèmes peuvent êtres résolus en utilisant la chloramine-T à faible 

concentration ou en diminuant le temps de contact et en ajoutant un réducteur qui stoppe la 

réaction [63, 69]; dans ces conditions la réaction est certes plus lente mais les produits 

radiomarqués sont de meilleure qualité. 

b) L’Iodobeads  

      L’Iodobeads TM (PIERCE) correspond à de la chloramine-T liée sur un support solide 

(bille). La réaction est effectuée à température ambiante et le rendement de marquage est 

excellent (>95%). Cette technique est utilisée pour marquer de petites quantités de peptide ; 

l’agent oxydant greffé sur bille de polystyrène est éliminé à la fin de la réaction par simple 

filtration. Les billes peuvent être conservées au froid pendant 6 mois avant utilisation [66]. 

c) L’Iodogen  

        Cette méthode a été introduite pour réduire d’avantage les dommages causés aux 

protéines lors de leur marquage par des procédés classiques [75].   

L’iodogen (1,3,4,6 tétrachloro-3 al-pha,6 alpha-diphénylglycolurile) est un agent oxydant 

insoluble dans l’eau inspiré de la chloramine-T mais comportant 4 sites actifs [76]. Il est 

déposé sous forme de film solide sur la paroi d’un flacon de verre. On introduit le peptide et 

l’iode radioactif en présence d’un tampon basique ou tampon borate à 0-2 °C ; la réaction se 

déroule sur une période de 5 à 10 minutes environ [77]. En fin de réaction, on recueille la 

phase aqueuse ou on sépare par filtration, ce qui limite le contact entre l’agent oxydant et le 

peptide.    

        Cette technique est plus douce que la chloramine-T mais les rendements sont plus faibles 

car la réaction a lieu en surface donc un coté de la chaîne protéique n’est pas accessible. 

        L’application la plus importante  de cette méthode est le marquage des protéines, facilité 

par le fait que de nombreuses protéines sont solubles dans l’eau. 

Les inconvénients sont les risques d’oxydation et la présence d’une impureté radioiodée 

provenant de l’iodogen lui même [77]. 
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d) N-chlorosuccinimide 

          Agent oxydant comparable à la chloramine-T mais son action est insensible au pH, ce 

qui facilite certains protocoles. Il est moins dénaturant que la choramine-T. 

III -2- 1-2- Méthode enzymatique 

 Oxydation à la lactopéroxydase [78] 

       L’oxydation des ions iodures peut également impliquer des méthodes enzymatiques. 

C’est en 1971 que Thorell et Johansson [79] préconisèrent l’utilisation de la lactoperoxydase 

et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) pour l’iodation des substances sensibles aux agents 

chimiques d’oxydoréduction.   

       Méthode enzymatique qui permet une iodation sans entraîneur [80] à faible activité 

spécifique. Cette méthode a été développée pour le marquage des protéines car elle est moins 

agressive et provoque moins de dégradation par oxydation des chaînes peptidiques que les 

autres méthodes. Le rendement de marquage approche celui de la chloramine-T et de 

l’iodogen [81] . 

III -2- 1-3- Oxydation électrochimique  

          La réaction d’oxydation de l’iode a lieu à l’anode .La protéine est dissoute dans la 

région de l’anode, l’iodure de sodium radioactif NaI
125

 et porteur NaI sont ensuite ajoutés à 

proximité de l’anode. 

Cette méthode présente plusieurs avantages :  

 Absence d’agent oxydant 

 La proportion d’I2 et donc l’incorporation d’iode peut être contrôlée par le courant 

dans la cellule électrochimique 

 De grandes dilutions de solution NaI
125

 peuvent être utilisées 

 La réaction a lieu dans une large gamme de pH (entre 6 et 8) et l’utilisation de solvants 

organiques est possible [68]. 

Différents facteurs vont influencer le rendement de marquage : 

 Le temps de réaction, déterminé pour chaque protéine. 

 La nature des solvants (qui par ailleurs vont jouer sur le temps de réaction). 

 L’intensité du courant, déterminé pour chaque protéine. Si celui-ci est trop élevé, il 

provoque soit l’adsorption de protéines à la surface des électrodes soit une 

désiodation. 
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Conclusion 

          L’iodation directe compte tenu de sa simplicité constitue une méthode de choix. Elle 

possède cependant quelques inconvénients : 

 Le contact avec des oxydants peut dégrader la molécule, 

 L’attaque électrophile des groupes amides peut entrer en compétition avec la 

substitution des groupes aromatiques. Cette réaction conduit à un amide iodé sur 

l’azote, peu stable et qui se dégrade in vivo par hydrolyse, 

 La réactivité de la protéine peut être insuffisante. 

III -2- 2- Marquage par voie indirecte 

         Lorsque certaines molécules ne peuvent être iodées par voie directe du fait de leur faible 

réactivité vis-à-vis des halogènes, de l'absence de site d'halogénation ou de sa proximité du 

site actif, de l'instabilité de l'iodation, il est alors nécessaire de fixer l’iode sur un groupement 

prosthétique bifonctionnel. Ce dernier doit posséder d’une part un site d’iodation permettant 

un marquage stable et d’autre part un site d’ancrage qui réagit avec les groupements NH2 ou 

COOH de la molécule à marquer [60]. 

  

        Les molécules à marquer sont généralement transformées pour contenir un groupe 

carboxyle qui se liera à la fonction amine libre de l’agent couplant. Le couplage est effectué 

s’il ne change pas trop la structure et les propriétés stéréospécifiques du groupe fonctionnel de 

la molécule originale; la position du couplage doit être aussi loin que possible du groupe 

fonctionnel. La lipophilie et l’encombrement de ces groupes doivent être faibles pour ne pas 

perturber les propriétés biologiques de la molécule. 

IV-  Caractérisation du traceur radioactif 

        Les réactions d’iodation peuvent entraîner des modifications structurales des molécules. 

Il est donc nécessaire d’évaluer l’intégrité biologique du traceur autrement dit sa qualité qui 

va conditionner les performances du dosage.  

IV -1- Pureté radiochimique 

        C’est la proportion d’activité totale présente sous la forme désirée par rapport à l’activité 

totale. Cette  pureté radiochimique conditionne la spécificité du dosage, influe sur la limite de 

détection (diminution de la liaison non spécifique) et l’exactitude des résultats (consommation 

d’anticorps par des molécules non marquées ou dégradées). 
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IV -2- Immunoréactivité   

          Le traceur radioactif doit conserver les mêmes propriétés biologiques et immunologique 

que le traceur froid pour qu’il puisse réagir spécifiquement avec son anticorps. Cette 

reconnaissance Ac-Ag- I
125

 est vérifiée en estimant les pourcentages de fixation (B°/T, B/T). 

 B°/T : représente la liaison non spécifique (LNS). 

 B/T : représente la liaison spécifique. 

IV -3- Activité spécifique (AS) 

         L’augmentation de l’activité spécifique du traceur conditionne directement la limite de 

détection du dosage.  

        L’addition de plusieurs atomes d’iode par molécule de substrat entraîne une 

augmentation des phénomènes de radiolyse et conduit souvent à une perte 

d’immunoréactivité. Un compromis qui diffère suivant chaque substrat, est à rechercher. 

        L’activité spécifique représente la proportion de molécules marquées par rapport à 

l’ensemble des molécules. Elle est exprimée en unité d’activité (Ci ou Bq) par unité de masse 

(g) ou mole. Cette activité spécifique dépend de la concentration en réactifs utilisés et du 

rendement de marquage.  

                                  Pourcentage d’incorporation d’I125 × Radioactivité totale (µCi) 

AS(µCi/µg) = 

                                                            Masse de la protéine (µg)    

 

  IV -4- Stabilité des molécules marquées 

        Durant le marquage et la conservation, différents facteurs sont responsable de la 

dégradation des traceurs radioiodés [82]. 

 La radiolyse : Les radiations et l’énergie déposée peuvent être la cause d’altérations 

structurelles qui conduisent à la formation de plusieurs formes chimiques. 

 La perte d’iode peut être provoquée par l’oxygène, la chaleur, la lumière, les solvants 

et le pH. 

 Les agents chimiques et les impuretés peuvent dégrader la molécule. 

       L’iode compte tenu de sa polarisabilité, est un groupe partant et peut être libéré par 

hydrolyse.  

        Au problème de stabilité des liaisons, s’ajoute la radiolyse primaire lorsque l’énergie 

émise par l’isotope rompt les liaisons intramoléculaires ou intermoléculaires C-X ou C-C 
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proches et induit ainsi la formation de radicaux libres, ou la radiolyse secondaire liés à la 

formation de radicaux libres à partir de la molécule mère ou de ses métabolites. 

On peut diminuer cette radiolyse en : 

 Diminuant l’activité spécifique (limitée à 74-185MBq/mg pour les anticorps). 

 Diluant le traceur. 

 Ajoutant les capteurs de radicaux : sérum albumine humain (SAH), éthanol, acide 

ascorbique. 

 Conservant les produits à basse température (-80°C). 

 Modifiant les conditions de pH.   

 Purifiant la molécule. 

 

C-  METHODES UTILISEES POUR LA PURIFICATION ET LA CARACTERISATION  DE 

L’ANTIGENE 5 ET DU TRACEUR RADIOACTIF 

 

I- Dialyse 

         La dialyse est une méthode de purification basée sur la propriété qu’ont certaines 

molécules de traverser facilement une membrane semi-perméable. Cette dernière étant 

perméable à l’eau, aux électrolytes et aux micromolécules mais imperméable aux 

macromolécules dont la taille est supérieure à sa limite d’exclusion. 

II- Précipitation au sulfate d’ammonium 

       Cette procédure est employée pour séparer une protéine d'intérêt des autres protéines 

contaminantes dans une solution contenant un mélange complexe de protéines .Elle consiste 

simplement à solubiliser une quantité de sulfate d'ammonium (SA) dans la solution dont on 

veut précipiter les protéines. 

Les sels neutres agissent sur la solubilité des protéines globulaires. A fortes 

concentrations en sels et donc une force ionique élevée, la solubilité d’une protéine 

commence à diminuer et peut être complètement précipitée par capture de l’eau d’hydratation 

des protéines (salting-out). 

       L’avantage de cette technique, est qu’elle est réversible (permettant de resolubiliser les 

protéines) et permet de maximiser l'obtention de protéines qui conservent mieux leur  

conformation native et qui sont biologiquement actives. 
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III- Chromatographie d’exclusion moléculaire 

       La chromatographie d’exclusion moléculaire est une méthode de séparation des protéines 

selon leurs tailles et poids moléculaire. Le mélange de protéines est séparé par gravité dans 

une colonne contenant des billes de gel tassées et hydratées. 

      Les molécules dont la taille est supérieure à celles des plus gros pores de gel ne peuvent 

pénétrer, elles migrent dans la phase aqueuse du tampon d’élution et quittent les premières le 

lit du gel. Les petites molécules pénètrent dans les mailles du gel, leur élution sera donc 

retardée. L’élution des protéines se fait dans l’ordre décroissant de leur poids moléculaires 

[83] [84] . 

IV- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant (SDS- PAGE) 

        L’électrophorèse est une méthode d’analyse qui permet la migration différentielle des 

protéines dans un champ électrique en présence d’un agent dénaturant le Sodium- Dodecyl- 

Sulfate (SDS). La présence dans le gel de ce détergent provoque la dénaturation des protéines. 

      Ce détergent s’adsorbe sur les molécules protéiques les déroule formant avec ces dernières 

des complexes allongés avec une même densité de charge négative et les transforme 

uniformément en polyanions, ce qui favorise leur migration vers l’anode en fonction de leur 

poids moléculaire [85]. 

V- Immunisation des lapins 

      C’est le contact d’un antigène avec un système immuno-compétant chez l’animal, 

entraînant ultérieurement une production d’anticorps. Cette réponse immunitaire peut être 

stimulée par l’emploi d’adjuvants qui permettent d’activer les macrophages et de produire 

ainsi les facteurs non spécifiques intervenants dans cette réponse. 

VI- Immunodiffusion double (IDD) 

      Consiste à mettre en vis à vis des antigènes, des immuns sérums dans des puits creusés 

dans une gélose déposée dans une boite de pétri. Après diffusion des anticorps et des 

antigènes solubles, il y a apparition d’arcs de précipitation au point d’intersection, impliquant 

la formation d’un complexe antigène- anticorps (Ac-Ag) qui traduit une réponse immunitaire 

positive. 
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VII- Immunoélectrophorèse (IEP) 

       Cette technique met en jeu une séparation des protéines par électrophorèse dans un gel 

d'agarose suivie d'une double diffusion contre des Ac spécifiques selon une direction 

perpendiculaire à l'axe de migration électrophorétique. Le complexe immun (Ag-Ac) formé 

est visualisé par l’apparition des arcs de précipitation blanchâtres au point de rencontre des 

anticorps spécifiques avec les fractions antigéniques correspondantes. 

VIII- Hemagglutination  

      C’est une technique de diagnostic indirecte permettant une réaction séroimmunologique 

entre les hématies formolées et sensibilisées à l’Ag hydatique et des dilutions croissantes des 

sérums à tester. La réaction positive se manifeste par l’apparition d’une nappe diffuse au fond 

des cupules de la plaque d’hémagglutination; par contre la réaction négative présente un 

sédiment compact des globules rouges qui se rassemblent en un point sombre au centre de la 

cupule. 

IX- Radioimmunodosage (RIA) 

     RIA est une technique de dosage des substances biologiques telles que les enzymes, les 

hormones, les stéroïdes..., dans le sang, l'urine, la salive, ou tout autre liquide corporel dont 

lequel la formation du complexe antigène- anticorps est détectée grâce à la présence d'un 

atome radioactif (iode 125). La réaction antigène-anticorps (Ag-Ac) est due à l'interaction 

entre les épitopes de l'antigène et les paratopes de l'anticorps. Elle fait intervenir quatre types 

de liaisons non covalentes (des liaisons : hydrogènes, électrostatiques, hydrophobe, et les 

forces de van der waals). 

X- Dosage des protéines 

        La concentration des protéines des différents échantillons est déterminée par la méthode 

de Bradford [86]. C’est une technique colorimétrique sensible permettant la détection de 

microquantités de protéines en solution. Elle est aussi assez résistante à la plupart des 

interférents qui nuisent à la plupart des autres méthodes. Seuls les détergents, comme le 

Triton et le dodécylsulfate de Na (SDS), et des bases fortes interfèrent avec cette méthode. 

       Le changement de couleur du réactif de Bradford, du rouge- brun au bleu se traduit par la 

formation d’un complexe réactif- protéine ayant un système de doubles liaisons conjuguées 

avec un maximum d’absorption. L’intensité de coloration dosée par spectrophotométrie, est 

proportionnelle à la quantité de protéines dans le milieu. 
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MATERIELS ET METHODES  

       Selon les chiffres enregistrés par les services du ministère de la santé, environ 2000 

kystes hydatiques sont récupérés par an dans les services de chirurgie, en plus de ceux 

provenant de l’abattage du bétail. 

     Une mauvaise gestion de ce déchet biologique (destruction insuffisamment surveillée), 

porteur de l’agent pathogène peut engendrer un risque épidémiologique, lié à la transmission 

de la maladie. 

      Dans le cadre des mesures prophylactiques, plusieurs stratégies sont prises pour luter 

contre cette transmission par stérilisation, incinération et enterrement du déchet. La 

valorisation de ce dernier constitue une autre issue permettant de gérer ce risque d’une autre 

manière. 

      C’est dans ce concept, se situe cette étude qui consiste à recycler les kystes hydatiques 

dans le but d’extraire un antigène d’importance diagnostique « l’antigène 5 ». Ce dernier, 

reconnu par sa spécificité antigénique lors du dépistage de cette maladie hydatique, va servir 

par la suite à la préparation d’un traceur radioactif qui sera utilisé dans un dosage 

radioimmunologique.  

I – Extraction de l’antigène 5 du liquide hydatique   

     Les kystes hydatiques utilisés sont d’origine animale et humaine. Les kystes pulmonaires 

humains ont été récupérés du service de chirurgie thoracique et cardiovasculaire de l’hôpital 

Mustapha d’Alger (photo 1).  

     Pour les kystes animaux, ce sont les viscères parasités récoltés au niveau du service 

vétérinaire de l’abattoir de ruisseau (photo 2). 

     La richesse et la spécificité antigénique du liquide hydatique est étroitement lié à sa 

richesse en scolex. La mise en évidence de ces derniers est facilement réalisable par une 

simple observation du liquide hydatique au microscope optique.  
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                                      Photo 1 : Kyste pulmonaire humain  

                                 

                  Photo 2 : Kyste pulmonaire animal avant et après ponction  

I- 1- Ponction et traitement du liquide hydatique (Figure 6(a)) 

        Les kystes hydatiques sont lavés à l’eau, puis ponctionnés stérilement (photo 3) sous 

hotte à flux laminaire , à l’aide d’une seringue. Le liquide hydatique est alors filtré sur une 

gaze et centrifugé à 3000 tours/min pendant 30 min. à +4°C afin d’éliminer les éléments 

parasitaires (scolex et débris membrannaires). Avant d’effectuer une dialyse à +4°C pendant 

48h contre de l’eau distillée, le surnageant obtenu est additionné d’Azide de sodium à 0.1%, 

Pénicilline 1000000 UI et Streptomycine à 0.05% [86]. 

           1                                                                                      2    

                               

              3                                                                                      4                                                                                                                  

                                   

Photo 3 : Ponction du liquide hydatique 
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I- 1- 1- Dialyse 

Les boudins de dialyse sont plongés dans un bain d’eau bouillante permettant de les 

ramollir et les ouvrir, ils sont fermés à une extrémité, remplis avec du liquide hydatique 

débarrassé des scolex et débris membranaires puis refermés à l’autre extrémité et plongés 

dans un bêcher d’eau distillée. 

       La dialyse est effectuée pendant 48h à 4°C, sous agitation constante afin d’éviter la 

formation de gradient de concentration des substances diffusibles [85].  

       Le liquide hydatique dialysé est alors concentré au polyéthylène glycol (PEG) afin de 

réduire son volume puis lyophilisé et conservé pour la suite de notre étude. 

I- 2- Purification et caractérisation de l’antigène 5(Figure 6(b)) 

I- 2-1- Précipitation au sulfate d’ammonium  

      Les fractions protéiques du liquide hydatique dialysées et concentrées sont soumises à 

différentes concentrations en sulfate d’ammonium correspondant à des pourcentages de 

précipitation à 60%, 65%, 70% et 75%, en se référant au tableau de saturation au sulfate 

d’ammonium (voir annexe) [87].    

        Avant de procéder à la précipitation, le pH du liquide hydatique est ajusté à 7,4. Une 

quantité de SAS nécessaire pour arriver au pourcentage de saturation désiré est ajoutée à cette 

solution protéique. Cette dernière est maintenue à une basse température et à pH=7,4. 

Le mélange est mis sous agitation puis conservé 24h à 4°C. Le culot et le surnageant 

obtenus après centrifugation à 3000 tours/min pendant 30mn sont dessalés par dialyse pendant 

2 jours à 4°C contre de l’eau distillée, concentrés puis conservés à 4 °C pour la 

caractérisation.  

I-2-2-  Dosage des protéines 

        Une gamme étalon de 4 points de concentrations croissantes (0.25 à 1.5g/l) est préparée à 

partir d’une solution standard d'albumine bovine (BSA) à 30%). 

        Sur une microplaque de 96 puits, on dépose en duplicata 10µl de chaque concentration 

de BSA préparée ainsi que les échantillons à doser. 200µl de réactif de Bradford [86] sont 

ajoutés dans chaque puits et la microplaque est ensuite  laissée à incuber pendant 5 mn à 

température ambiante.   

 



Matériels et Méthodes 
 
 

28 
 

         La lecture  de la gamme étalon et celle des échantillons est réalisée à l’aide d’un lecteur 

de microplaque  branché à un microordinateur. La mesure de l’absorbance est effectuée à une 

longueur d’onde de 620 nm contre un blanc sans protéines (réactif de Bradford). 

         La courbe standard sera automatiquement établie à partir des étalons mesurés et les 

valeurs des concentrations ainsi que les densités optiques seront données sur microordinateur. 

Elimination des scolex 
et débris mbnaires

Elimination des 
minéraux, AA ………

Réduire le volume du  
liquide hydatique

Figure 6(a) : Ponction et traitement du liquide hydatique
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* IEP * SDS-PAGE
* Immunisation

Figure 6(b) : Purification et Caractérisation de l’Ag 5
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I- 2-3- Chromatographie d’exclusion moléculaire 

       Le Séphadex G200 composé de polymère de glucose, avec un domaine de fractionnement 

compris entre 5 10
3
 et 8 10

5 
daltons a été utilisé [88]. Le gel dégazé est ensuite  coulé dans  une 

colonne (40 x 2,5 cm) puis laissé tasser pendant une nuit à température ambiante et enfin 

équilibré avec du tampon Tris-HCl 0,1M, NaCl 1M pH 8. 

La colonne est calibrée avec des protéines de poids moléculaire connus dont le bleu de 

dextran (2000 KDa) permettant la détermination du volume d’exclusion ou volume mort (Vo), 

BSA (66 KDa) et pepsine (30 KDa). 

1 ml du mélange protéique correspondant à une concentration de 51g/l est déposé 

délicatement à la surface du gel. L’élution est réalisée avec un débit constant de 9 ml/ h à 

raison de 3 ml par tube. La courbe étalon est déterminée par la relation linéaire existant entre 

le Ve/Vo et le logarithme du PM des protéines (Tableau ci- dessous). 

Ve/Vo = f (Ln PM) 

 

Protéines marqueurs 

 

PM (KDa) 

 

Ln (PM) 

 

Volume d’élution (ml) 

 

Ve/Vo 

Bleu de déxtran 2000 

 

14,509 75 1 

Bovine sérum 

albumine 

66 11,112 135 1,8 

Pepsine 30 10,309 225 3 

 

      La colonne est d’abord lavée et équilibrée avec du tampon Tris HCl 0,1M NaCl 1M pH8. 

L’échantillon dont la concentration est de 13.46 g/l est ensuite déposé à la surface du gel puis 

élué avec le même tampon et dans les mêmes conditions que précédemment. 

      La lecture des différentes fractions a été réalisée à 280 nm contre un blanc sans protéine 

qui est le tampon d’élution. 

I- 2-4- Etude immunochimique de l’antigène hydatique 

I-  2-4-1- Immunisation des lapins [89] 

      L’immunisation des lapins a été réalisée avec l’antigène hydatique total et avec l’antigène 

purifié. De ce fait, un mélange de 5mg d’Ag lyophilisé est dissous dans 1ml d’eau 

physiologique à 9‰ additionné de 1 ml d’adjuvant complet de Freund. 0,1ml de ce mélange 

sont injectés aseptiquement en sous cutané à raison de 20 injections au niveau du ventre de 
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l’animal. 

       10 à 15 jours plus tard, des rappels ont été effectués à raison de 4 injections. Une semaine 

après le sang du lapin a été prélevé à partir de la veine marginale de son oreille afin de 

déterminer par la technique d’hémagglutination passive (HAP) la concentration des anticorps 

(Ac) spécifiques produits. 

I- 2-4-2-  Immunodiffusion double (IDD) [89] 

      Le gel d'agarose à 1% est porté à l’ébullition dans du tampon véronal pH 8,2 additionné 

de 5% de citrate de sodium, jusqu’à ce que la solution devienne limpide. 5 ml de la gélose 

ainsi préparée sont coulés dans chaque boîte de pétri puis laissé refroidir 5min à température 

ambiante et 30min à 4°C en chambre humide. 

      A l’aide d’un emporte pièce, on forme des rigoles centrales et des puits, dans lesquels 

seront déposés respectivement les sérums et l’antigène à analyser. La diffusion des antigènes 

et des anticorps se fait en 24 h à température ambiante suivie de 24 h à 4°C. 

      Les boîtes sont ensuite colorées au rouge ponceau  pendant 10 min puis décolorées par 2 à 

3 bains successifs d’acide acétique jusqu’à apparition nette des arcs de précipitation du 

complexe Antigène-Anticorps.  

I- 2-4-3-  Immunoélectrophorèse (IEP) [89] 

      Le gel d’agarose à 1% dans du tampon véronal pH 8,2 est liquéfié dans un bain marie 

bouillant puis coulée à raison de 3,5 ml par lame de verre. Elles sont ensuite laissées durcir un 

moment à température ambiante puis 30 min au réfrigérateur (+4°C). Après une bonne 

solidification de la gélose, les puits y sont creusés et remplis d’antigène additionnés de bleu 

de bromophénol à 0,2%. 

      Les lames sont ensuite placées dans une cuve d’électrophorèse horizontale contenant du 

tampon véronal pH 8,2 avec les puits déposés du côté de la cathode. Les ponts de papier 

Whatman N°1 sont alors placés et la migration est mise en marche pendant 2h 30 à 25 Volts 

pour chaque lame. 

     En fin de migration, les rigoles sont remplies avec du sérum concentré et la diffusion de 

l’antigène (Ag) et l’anticorps (Ac) est laissée pendant 24 h en chambre humide et à 

température ambiante, suivie de 24 h à 4°C jusqu’à apparition des arcs de précipitation 



Matériels et Méthodes 
 
 

32 
 

blanchâtre. Les lames sont alors immergées dans une solution de citrate de sodium à 5% 

pendant 3h puis lavées 2 à 3 fois à l’eau physiologique. 

     Le gel est ensuite déminéralisé, en recouvrant la surface de lames avec du papier Whatman 

N°1 imbibé d’eau distillée. Ces lames sont mises à l’étuve à 37°C pendant 24h jusqu’à 

déshydratation complète. La coloration est alors faite au rouge ponceau pendant 10 minutes 

suivie d’une décoloration avec 2 à 3 bains d’acide acétique et enfin un séchage. 

I- 2-5- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en milieu dénaturant (SDS- PAGE) 

      Le moule d’électrophorèse constitué de deux plaques de verre bien dégraissées séparées 

par un espaceur de 0,5 mm est préalablement préparé. Une solution stock de polyacrylamide 

(30% d’acrylamide et 0,8% de N-N’-bis-méthylène-acrylamide) est préparée en parallèle, elle 

est filtrée et dégazée sous vide. Cette solution peut être conservée à l’abri de la lumière 

pendant un mois à 4°C. 

      Lors de cette étude un gel de polyacrylamide biphasique a été utilisé .Il est composé: d’un 

gel de séparation (Running gel) de 13% surmonté d’un gel de concentration (le stacking- gel) 

de 5% (Tableau 4).  

      Le mélange ainsi préparé est coulé dans le moule d’électrophorèse, puis laissé polymériser 

sous l’action combinée du Persulfate d’ammonium et du TEMED. Le gel de concentration est 

ensuite coulé au dessus du premier. Le peigne permettant la formation de puits est introduit au 

niveau du stacking gel ; après polymérisation il est délicatement retiré, les puits sont alors 

rincés avec de l’eau distillée, puis avec du tampon de migration. 

      Les échantillons protéiques ainsi que les marqueurs de poids moléculaires sont dilués  

avec un tampon échantillon à pH 6,8. Ils sont alors déposés à raison de 5µl à l’aide d’une 

micropipette dans les puits formés par le gel de concentration. 

      Le dispositif d’électrophorèse est alors introduit dans une mini cuve d’électrophorèse 

verticale (16
L
x12

w
x18

H
cm), remplie de tampon de migration. La séparation électrophorètique 

est réalisée à 300 V pendant 45 min. L’intensité du courant est égale à 60 mA par gel. 

      La révélation est effectuée par coloration du gel après son démoulage dans une solution de 

bleu brillant de coomassie R-250 pendant 1heures, sous agitation douce, suivit d’une 

décoloration dans un mélange d’acide acétique et de méthanol qui est régulièrement changée 

jusqu’à apparition de bandes nettes. 
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Tableau 3: Préparation des gels de concentration et de séparation. 
 

Produits Gel de concentration  5% Gel ce séparation 13% 

Solution d’acrylamide à 30%  1,92ml 19,5ml 

Tampon Tris-HCl 0,5M pH6,8 

2,89ml 

0,75M pH8,8 

11,25ml 

Eau distillée  6,62ml 11,25ml 

Persulfate d’ammonium à 10% 0,058ml 0,3ml 

TEMED 0,012ml 0,06ml 

 

II- Préparation et évaluation de l’antigène 5 marqué à l’iode-125 

II- 1- Radioprotection 

       La manipulation de la radioactivité nécessite de travailler en dépression et en zone 

surveillée afin de limiter l’irradiation du personnel. L’iode125 étant très volatil et de demi-vie 

longue (60 jours), les manipulations (marquage, dilutions) s’effectuent dans une boite à gants 

en dépression avec aspiration d’air dans un filtre à charbon.  

 II-2- Contrôle de la pureté radiochimique de l’iodure de sodium (NaI
125

) [90] 

        La pureté radiochimique de NaI125 (Nordion-Belgique ) est déterminée par une méthode 

simple et rapide qui est la chromatographie instantanée type ITLC-SG (Instant thin layer 

chromatography- silice gel) sur papier en fibre de verre  imprégnée de gel de silice utilisé 

comme phase stationnaire et une phase mobile constituée d’un mélange de méthanol/eau 

(85/15).   

       Une goutte d’iodure de sodium NaI
125

 est déposée sur une ligne de dépôt de deux bandes 

de papier (2×12 cm). Après séchage, les bandes sont placées dans une cuve en verre contenant 

la phase mobile méthanol/eau (85/15).Une fois la migration est terminée, les bandes sont 

mises à sécher sous hotte ventilée. 

      Afin d’éviter la contamination des mains, ces bandes sont mises sur une feuille de papier 

et  recouvertes d’un ruban adhésif. Elles sont découpées en bandelettes de 0.5 cm et déposées 

dans des tubes  numérotés en polystyrène de dimension 12×75 mm. La radioactivité est 

ensuite mesurée au moyen d’un compteur gamma.  
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      Le radiochromatogramme est établi en portant le nombre de coups par minute (CPM) de 

chaque tube en fonction du nombre de fraction (nombre de tube). La pureté radiochimique de 

l’iodure de sodium est calculée selon la formule suivante : 

 

          Nombre de coups correspondant au pic de NaI
125

 

                       PRC (%) =                                                                                                            × 100   

                                                    N
bre

 total de coups correspondant aux pics (NaI
125

 +impureté) 

II-3- Marquage de l’antigène 5 à l’iode-125  

II- 3- 1- Marquage à la chloramine T  [90] 

      Comme spécifié précédemment, toutes les manipulations sont réalisées sous hotte 

plombée et ventilée en raison du risque de production de molécules d’iode radioactives et 

volatiles au cours des réactions d’oxydation. 

      A une quantité définie de protéine, diluée à une concentration de 1.6 mg/ml en solution 

aqueuse, on ajoute 10µl de tampon phosphate 0.25M pH 7.4, 10µl d’iodure125 de sodium 

(0.5µCi), puis 10µl de chloramine-T dont on déterminera la concentration optimale. Cette 

dernière doit être aussi faible que possible afin de limiter le risque de dénaturation. Le 

mélange est  vortexé pendant 60 secondes à température ambiante. 

       Après ce temps, la réaction d’oxydation est stoppée par addition de 10µl de pyrosulfite de 

sodium et 100µl d’iodure de potassium KI. 

       Plusieurs marquages de l’antigène ont été réalisés en vue de l’optimisation du rendement 

de marquage (Tableau 5). 

Tableau 4 : Différents marquages réalisés à des concentrations variables en chloramine T 

 Marquage 1 Marquage 2 Marquage 3 Marquage 4 Marquage 5 

Antigène (1.6mg/ml) 10µl 10µl 10µl 10µl 10µl 

Tampon phosphate 

(0.25M pH7.4) 

10µl 10µl 10µl 10µl 10µl 

NaI
125

(0.5mCi) 5µl 5µl 5µl 5µl 5µl 

Chloramine T 10µl (0.2mg/ml) 10µl (0.4mg/ml) 10µl(1mg/ml) 10µl(2mg/ml) 10µl (2.5mg/ml) 

Métabisulfite de Na 10µl (0.2mg/ml) 10µl(0.4mg/ml) 10µl(1mg/ml) 10µl(2mg/ml) 10µl(2.5mg/ml) 

IK (10mg/ml) 100µl 100µl 100µl 100µl 100µl 
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II- 4- Purification et contrôle de l’antigène marqué à l’iode-125 (Figure7) 

        Différentes méthodes d’analyse ont été utilisées afin de purifier la molécule marquée  et 

déterminer la pureté radiochimique des molécules : chromatographie par perméation sur gel et 

chromatographie sur papier. 

II-4- 1- Purification de l’antigène marqué 

 II-4- 1- 1- Préparation de la colonne    

        Le gel de séphadex G25 est  gonflé dans du tampon phosphate M 0.05 pH 7.4 additionné 

d’azide de sodium. Le tampon d’élution ainsi que le gel sont dégazés au moyen d’une pompe 

à vide afin d’éliminer le maximum de bulles d’air.    

       A l’extrémité inferieure d’une  colonne (1×15cm) préalablement lavée et séchée, un bout 

de laine de verre est déposé soigneusement, le gel est ensuite coulé contre la paroi afin 

d’éviter la formation des bulles d’air. Après tassement du gel, la colonne est lavée plusieurs 

fois avec du tampon de lavage (phosphate 0.05M pH7.4 +10% d’azide de sodium) puis 

équilibrée avec du tampon d’élution (phosphate 0.05M pH7.4 + 0.3% de BSA) 

 

II-4- 1- 2- Purification proprement dite de l’antigène marqué  

       A la fin de la réaction de marquage, la solution radiomarquée est déposée sur la colonne 

préalablement lavée et équilibrée. L’élution est effectuée avec du tampon phosphate 0.05M 

pH 7,4 dans des tubes en polystyrène (12×75mm) à raison de 0,7 ml avec un débit de 0.7ml/h.      

      Des aliquotes de 10µl sont prises de chaque fraction obtenue pour être comptées au 

compteur gamma (CPM) pendant 10 secondes. Des radiochromatogrammes sont établis et les 

fractions correspondantes au pic de la protéine marquée sont rassemblées dans un tube. Le 

rendement de marquage est ensuite estimé selon la formule suivante : 

 

 

                                            Radioactivité associée à la protéine  

             Rdt (%) =   ×100  

                                        Radioactivité totale associée à la protéine et à l’iode 
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chromatographie sur papierRIA

Figure 7 : Purification et Evaluation de l’Ag 5-I125
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 II-4- 2- Evaluation de l’antigène marqué 

II-4- 2- 1- Activité spécifique (As) [90] 

           L’activité spécifique est déterminée par la formule ci-dessous. Elle est exprimée en 

unité de radioactivité par unité de masse (µCi/µg) et dépend de la concentration en réactifs 

utilisés et du rendement de marquage.  

 

                                                          Pourcentage d’incorporation de I
125

 × Radioactivité totale (µCi) 

                        AS (µCi/µg) = 

                                                                                    Masse de la protéine (µg)    

II-4- 2- 2- Activité volumique [90] 

      L’activité volumique du traceur exprimé en µCi/ml a été déterminée par la mesure de 

l’activité de 10µl de traceur obtenu. Elle tient compte de l’efficacité du compteur gamma et se 

calcule selon la formule suivante : 

Nombre de cpm/ml 

                               AV(µCi/ml) = 

         3.7 10
4
 × 60 × Efficacité du compteur 

II-4- 2- 3- Détermination de la pureté radiochimique du traceur [90] 

      La pureté radiochimique des fractions correspondantes aux pics de radioactivité de la 

molécule marquée est analysée par chromatographie sur papier ITLC-SG (voir pureté 

radiochimique de l’iodure de sodium.  

Le pourcentage de la pureté radiochimique du traceur est calculé par la formule suivante : 

 

                           Radioactivité associée à la protéine     

                          PRC (%) =                                                                                                           × 100 

                                Radioactivité totale associée à la protéine et à l’iodure 

 

II-4- 2- 4-  Contrôle de l’immunoréactivité [90] 

      L’immunoréactivité de la protéine marquée est évaluée par la détermination du 

pourcentage de fixation non spécifique (Bo/T ou LNS) et spécifique (B/T) à l’aide d’un 

dosage radioimmunologique (RIA liquide). 

  Le protocole du contrôle de l’immunoréactivité de l’antigène 5 marqué à l’iode-125 est le 

suivant :  

1. Numéroter un nombre suffisant de tubes. 
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2. Distribuer au fond des tubes 100µl de tampon phosphate 0.05M, BSA 0.3% plus 100 µl 

de sérum à doser. Les sérums testés sont ceux obtenus après immunisation du lapin par 

l’antigène purifié (sérums positifs vérifiés par la technique d’hémagglutination passive) 

et quelques sérums de malades positifs mis à notre disposition par le service de 

parasitologie de l’Institut Pasteur d’Alger.  

3. Vortexer et rajouter 100µl de traceur  présentant une activité de l’ordre de 50000 CPM 

4. Vortexer et laisser incuber toute la nuit à +4°C afin de permettre la formation des 

complexes immuns. 

5. Rajouter à chaque tube 1ml de polyéthylène glycol (PEG8000) à 22% et 100 µl de 

gamma globuline à 30mg/ml, préparée le jour même. 

6. Centrifuger à 3000 tours /min pendant 25minutes 

7. Aspirer le surnageant et tapoter bien les tubes sur un papier absorbant en veillant à 

éliminer intégralement la fraction de traceur non liée. 

8. Mesurer la radioactivité des tubes à l’aide d’un compteur gamma (Tableau 6). 

 

Tableau 5 : Protocole du contrôle de l’immunoréactivité de l’antigène marqué 

 

 

Après avoir mesuré la radioactivité exprimée en coups par minute, le pourcentage de liaison 

est calculé selon la formule suivante : 

             

XCPM Essai       -     XCPM LNS 

                                                                                   % L =                                                                                    × 100 

    XCPM Total 

                   XCPM Essai : La moyenne du nombre de coups par minute de l’essai (présence  

d’immun-sérum). 

Avec     XCPM Total : La moyenne du nombre de coups par minute du traceur brut.                        

XCPM LNS : La moyenne du nombre de coups par minute du LNS (absence 

d’immun-sérum).  

 

Tubes Tampon Sérum Traceur Incubation PEG Gamma 

globuline 

Centrifugation Comptage 

2 tubes (total) 

2 tubes (LNS) 

2 tubes (échantillon) 

 

100 µl 

100 µl 

 

 

100 µl 

100 µl 

100 µl 

100 µl 

24 heures 

24 heures 

24 heures 

 

1 ml 

1 ml 

 

100 µl 

100 µl 

- 

3000t/min (25min) 

3000t/min (25min) 

- 

10 secondes  

10 secondes 
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III- Matériel utilisé  

- Système chromatographique composé de : 

     * Collecteur de fraction  ……………………………………………….…………… LKB 

     * Détecteur  ………………………………………………………..……………….  LKB 

       * Pompe péristaltique ………………………………………………………………  LKB 

- Système d’électrophorèse constitué : 

    * Cuve à électrophorèse verticale  ………………………………..……..………..BIO-RAD 

   * Générateur   …………………………………………………………………..   BIO-RAD 

       * Cuve à électrophorèse horizontale ……………………………………………...BIO-RAD    

- Lecteur de microplaque   …………………TERMO LECTRONCORPORATION (MULTISKAN EX) 

- Spectrophotomètre UV-visible ………………………….................AMERSHAM BIOSCIENCES 

- Lyophilisateur……………………………………………………………….................CHRIST 

- Centrifugeuse   ……………………………………………… ……………………...…JOUAN 

- Etuve  ………………………………………………………………………................BLUE  M 

- Hotte à flux laminaire……………………………………….……….........GELMAN SCIENCES 

- Boite à gants 

 - Pompe à vide  ……………………………..…………………..……………….…MILLIPORE                                                                 

- PH-mètre.……………………………………………………………   SCHOTT INSTRUMENTS 

- Balance de précision ……………………………………………………. …………...STUART                         

- Colonne  pour gel filtration ……………………………………………………...PHARMACIA 

- Boudins de dialyse                                                                   

- Chambre humide 

- Cuve en verre pour chromatographie sur papier  

- Microplaques de 96 puits à fond plat 

 Echantillons  et animaux 

- Lapins 

- Liquide hydatique 

- Sérum humain  

- Sérum de lapin 

 Réactifs et produits chimiques 

- Solution d’iodure de sodium radioactif (NaI125)  ………………………...NORDION-BELGIQUE  

- Laine de verre 

- Polyéthylène glycol 8000 et 4000………………………………………………..……SIGMA 
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- Agarose  ……………………………………………………………………………….SIGMA     

- Sephadex G200 et G25………………………………………………………...............SIGMA 

-ChloramineT (N-Chloro-p-Toluène-Sulfonamide de sodium) (C7H7ClNO2SNa) …………SIGMA 

- Acrylamide ……………………………………………………………………………..FLUFA 

- Bis-acrylamide  ………………………………………………………………………..SERVA 

-Méthanol(CH3OH) ……………………………………………………………..SIGMA-ALDRICH 

- Acide acétique ………………………………………………………………………PROLABO 

- Azide de sodium (NaN3) ………………………………………………………………..SIGMA           

- Marqueurs de poids moléculaire (gel filtration) 

- Marqueurs de poids moléculaire (SDS-PAGE) 

- Adjuvant complet de FREUND 

- Sulfate d’ammonium, hydrogéno phosphate de sodium dihydraté (Na2 HPO4 , 2H2O),  

dihydrogéno phosphate de potassium (KH2PO4), Tris méthyle aminométhane, persulfate 

d’ammonium (PSA), Tétraméthyl éthylène diamine (TEMED), HCl, NaOH, NaCl, Iodure de 

potassium (KI), Gamma globuline, Métabisulfite ou pyrosulfate de sodium (Na2S2O5 ) 
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RESULTATS ET DISCUSSIONS 

Purification et caractérisation partielle de la fraction 5  

Résultats 

       La première partie de notre travail a consisté en une étude biochimique et immunologique 

de la fraction 5, reconnu comme étant la fraction majeure et la plus antigénique du liquide 

hydatique.  

        Nous avons d’abord procédé à la collecte des liquides hydatiques humains et animaux, 

considérés comme une bonne source d’antigènes parasitaires à usage diagnostique [1]. C’est 

une étape qui nous a pris beaucoup de temps puisqu’il était indispensable de travailler sur des 

liquides hydatiques qui soient fertiles [91, 92, 93] et non purulents. Ces liquides hydatiques 

permettent de conditionner la sensibilité et la spécificité des tests sérologiques qui sont 

largement dépendants de la nature antigénique des molécules qui les composent. 

        En effet, l’antigénicité de tous les liquides hydatiques recueillis a été testée par deux 

techniques, immunoélectrophorèse [2, 61, 94] et immunodiffusion double [61, 95]. Seuls, ceux 

qui ont donné au moins trois arcs de précipitation ont été retenus pour la suite des tests (les 

kystes des bovins se sont avérés non fertiles). 

        Dans un seconde temps, le liquide hydatique a été soumis à différents traitements avant 

de procéder à son fractionnement. La purification de la fraction 5 et la détermination de ses 

caractères physico-chimiques a été réalisée par des techniques biochimiques : précipitation au 

sulfate d’ammonium et l’électrophorèse en milieu dénaturant.   

        Après sa purification, l’antigénicité de la fraction 5 a été testée par IEP avant de procéder 

aux essais de son marquage à l’iode -125. 

Détermination de l’antigénicité du liquide hydatique  

       Avant de procéder au fractionnement du liquide hydatique, un test immunologique  par la 

technique d’immunoélectrophorèse et double diffusion a été effectué pour tous les liquides 

hydatiques recueillis au niveau de l’abattoir de ruisseau et le service thoracique de l’hôpital 

Mustapha afin de sélectionner ceux présentant plusieurs arcs de précipitation vis-à-vis d’un 

pool de sérum de malades atteints par l’hydatidose (confirmés chirurgicalement). 
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         Tous les liquides hydatiques issus des bovins, ayant été testés par ces techniques se sont 

avérés négatifs. Parmi ceux des patients hospitalisés, certains étaient non antigéniques 

d’autres présentaient des arcs de précipitation dont le nombre variait selon la fertilité du kyste.  

         Les liquides hydatiques humains ont été ponctionnés, les plus fertiles (photo 4)  qui ont 

permis de donner plus de trois arcs de précipitation visibles à l’œil nu ont été sélectionnés 

(photo 5  d’IEP prise avant et après coloration). 

                              

                                    GX40                                                           GX20 

Photo 4 : Observation au microscope optique des scolex  

d’un liquide hydatique fertile  

                                                                                
                             (a)                                                                                      (b)  

Photo 5 : IEP avant(a) et après(b) coloration 

 

 

Arcs de 

précipitation 
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Chromatographie sur gel de filtration (CGF) 

        La filtration moléculaire sur Séphadex G200 du liquide hydatique ayant préalablement 

subit un traitement révèle 4 pics plus ou moins distincts les uns des autres (Figure 6). Cette 

procédure a servi seulement à la visualisation des différentes fractions protéiques du liquide 

hydatique et à situer approximativement le pic correspondant à l’antigène qu’on veut purifier.  

  D’après ce profil d'élution (Figure 8), Le pic N°3 semble contenir la fraction 

recherchée du liquide hydatique. Cette fraction est de concentration assez importante, elle est 

éluée entre les tubes 39 et 51 à proximité de la BSA et son  poids moléculaire a été estimé à 

63422 Dalton (Da) par extrapolation sur une courbe étalon des protéines de poids moléculaire 

connus, préalablement illustrée par le profil chromatographique (Figure 9) puis linéarisée sur 

la figure 10. 

Précipitation au sulfate d’ammonium 

       Une précipitation du liquide hydatique par relargage salin a été réalisée dans cette étude 

dans le but d’améliorer le rendement de purification par gel filtration.  Ce procédé s’est avéré 

suffisant pour réaliser la purification partielle de l’antigène 5 sans passer par la filtration sur 

chromatographie,  ce qui est avantageux pour des raisons suivantes : 

 

  Vu la non disponibilité du liquide hydatique fertile en quantité importante, qu’on risque de 

perdre lors des essais  de purifications par gel filtration. 

  Cela permet aussi d’éviter les risques de contaminations engendrées lors des différentes 

manipulations (précipitation, dialyse, purification….)  

  C’est un procédé simple, qui permet de conserver mieux la conformité native de la 

molécule 

       Le résultat du relargage salin du liquide hydatique soumis à des précipitations à 

différentes concentrations en sulfate d’ammonium ayant des pourcentages de saturation de 

60% et 65% a révélé selon le profil électrophorétique, la présence dans le surnageant de deux 

bandes d’intensité différente dont la plus intense situé au voisinage de la BSA semble 

correspondre à la fraction 5. Il a été observé que le surnageant a été débarrassé de la majorité 

des protéines ce qui nous a incité à augmenter encore le pourcentage de saturation à 70% afin 

de mieux séparer l’antigène des autres composants.  
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La migration électrophorétique du surnageant de cette dernière précipitation (70%) a montré 

effectivement la présence d’une bande nette et unique migrant à proximité de la BSA 

(Figure 11). 

 

Figure 8 : Chromatographie par gel filtration sur Séphadex 
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Figure 9 : Chromatographie par gel filtration sur Séphadex 
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Figure 10 : Courbe étalon des marqueurs de poids moléculaire 

 

 

Ve/Vo = -1,494 Ln pM + 18,40

1

1,5

2

2,5

3

3,5

10,2 10,3 10,4 10,5 10,6 10,7 10,8 10,9 11 11,1 11,2

V
e/

V
o

Ln pM 



Résultats et discussions 
 
 

47 
 

       Par ailleurs, une double précipitation à 70% a été réalisée aussi sur le culot (issu de la 

précipitation à 70%) préalablement dialysé et concentré au Polyéthylène glycol (PEG), pour 

permettre de  maximiser l’obtention de l’antigène 5. A la différence du premier relargage, le 

profil électrophorétique du surnageant a montré en plus de la bande unique, la présence d’une 

autre, similaire à celle obtenu lors du relargage à 65% (figure11). Ceci est probablement du à 

un mauvais ajustement du pH ou à une contamination lors du transvasement du surnageant.   

 

 

   

             1                                                                2                  3                    4                   5       

 

Figure 11 : Electrophorèse des surnageants issus des différentes précipitations au 

sulfate d’ammonium du liquide hydatique 
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1 : Surnageant  S170%  issu de la précipitation à 70% de l’antigène brut  

2 : BSA 

3 : Surnageant S270%  de la double précipitation à 70% du culot C70% issu de la première précipitation 

4 : Culot de la double précipitation à 70% 

5 : Surnageant S65%  issu de la précipitation à 65% de l’antigène brut 

 

        Un deuxième relargage (double précipitation) refait dans les mêmes conditions et avec 

plus de précautions (en maintenant le même pH pour favoriser l’insolubilité de la protéine 

contaminante) a révèlé une seule bande de même poids moléculaire que le surnageant issu de 

la première précipitation du liquide hydatique (figure 12). 

 

 

 

 

                                                                                                          

                                                                                            1         2 

Figure 12 : Electrophorèse du surnageant issu de la double précipitation 

 au sulfate d’ammonium du liquide hydatique 

 

1 : Surnageant  S170%  issu de la précipitation à 70% de l’antigène brut  

2 : Surnageant S270%  de la double précipitation à 70% du culot C70% issu de la première précipitation 
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Caractérisation physicochimique et immunologique de l’antigène 5 

        Afin de confirmer nos suppositions quant à la nature de la fraction obtenue lors de la 

précipitation à 70% nous avons essayé au moins de caractériser son poids moléculaire par 

électrophorèse sur milieu dénaturant et son antigénicité par la technique 

d’immunoélectrophorèse sur gel d’agarose et par un test d’immunisation des lapins. 

Electrophorèse sur milieu dénaturant (SDS-PAGE) 

         Le surnageant préalablement solubilisé, issu de la précipitation à 70% (retenu pour la 

suite de notre étude), le culot à 70% ainsi que le liquide hydatique brut ayant été soumis à une 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide selon la technique de Laemmli [96] ont permis de 

donner les profils illustrés sur la figure 13.   

 

 

 

  

                                        1                       2                       3                 4                          5       6 

Figure 13: Electrophorèse sur milieu dénaturant (SDS-PAGE) 
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1 : Culot issu de la précipitation à 70% de l’antigène brut 

2, 4 : Surnageant S70% issu de la précipitation à 70% de l’antigène brut 

3 : Marqueur de poids moléculaire (BSA et pepsine) 

5, 6 : L’antigène brut  

 

       Afin de mieux visualiser les traces des autres bandes susceptibles d’être présentes dans le 

surnageant, l’échantillon a été bien concentré. Le résultat de la migration montre 

effectivement l’apparition d'une bande unique et bien nette (   ) comparé au profil de 

l’antigène brut,  migrant à proximité de la BSA utilisé comme marqueur de poids moléculaire 

de 66KDa.     

Test d’immunisation 

      Une immunisation de 2 lapins a été effectuée, une avec le surnageant obtenu après 

précipitation à 70%, l’autre avec le liquide hydatique total. Une semaine plus tard, après le 

premier rappel, des prélèvements sanguins ont été réalisés et le sérum obtenu est testé par la 

technique d’hémagglutination passive, afin de s’assurer de l’antigénicité de nos échantillons. 

Le résultat de cette immunisation a montré un taux d’anticorps suffisamment élevé pour 

l’antigène total et l’antigène 5 avec un titre semblable de 16000 obtenu dès le premier rappel. 

Immunoélectrophorèse 

      Cette technique se base essentiellement sur l’apparition d’un précipité formé par un 

complexe Ag-Ac ce qui révèle la reconnaissance de l’antigène et de l’anticorps correspondant. 

Après migration de l’antigène dans le gel d’agarose suivi d’une immunoprécipitation, utilisant 

deux immun-sérums positifs : sérum de malades atteints par l’hydatidose et un immun-sérum 

provenant de lapin immunisé par l’antigène total (liquide hydatique), le résultat révèle 

l’apparition pour les deux cas d’un seul arc de précipitation visible à l’œil nu (photo 6).  
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                                5        1                                                                                               2        4        3 

Photo 6 : Immunoélectrophorèse de l’antigène purifié 

1, 2, 3 : L’antigène purifié 

4 : Sérum de lapin immunisé par l’antigène total (liquide hydatique) 

5 : Pool de sérum humain positif  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Arc 5 
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Discussion  

        L’importance diagnostique de la fraction 5 a été prouvée et confirmée par plusieurs 

auteurs [2, 97, 98, 99] ce qui a fait de cette fraction l’antigène le plus largement utilisé dans les 

diverses réactions immunologiques.    

       Elle a été mise en évidence par plusieurs travaux [99, 100, 101, 102]. En effet, plusieurs 

techniques ont été décrites pour purifier partiellement les antigènes hydatiques [89, 91, 98, 99, 

103]. Les techniques,  utilisées au cours de leurs travaux n’ont permis d’obtenir que de faibles 

quantités de cette fraction. Par la suite, des investigations plus poussées ont abouti à une 

purification rapide et plus fiable par combinaison des techniques biochimiques telles que les 

précipitations aux sels avec des séparations chromatographiques, incluant la chromatographie 

d’affinité utilisant des anticorps monoclonaux [104]. 

       Le test le plus fréquemment utilisé pour le diagnostic de l’hydatidose est 

l’immunolélectrophorèse, technique employée dans notre étude qui est basée sur la spécificité 

d’un arc typique [94, 105, 106, 107]  désigné par  l’arc 5 (obtenu dans notre cas). Les liquides 

hydatiques retenus pour la suite des essais ont été sélectionnés sur la base de leur forte 

antigénicité vis-à-vis des immun-sérums de malades, qui se traduit par la présence 

d’immunoglobulines spécifiques aux antigènes du parasite, ce qui  indique l’apparition de 

plusieurs arcs de précipitation y compris l’arc 5. 

       Dans ce travail, la procédure de purification décrite consiste en une simple précipitation 

aux sels de sulfate d’ammonium (SA), technique très employée pour séparer les protéines 

d’intérêt. Cependant, cette  approche ne permet pas une purification très poussée. En effet, 

pour obtenir un  rendement satisfaisant en protéine, la concentration en SA et le pH ont été 

ajustés à des niveaux où d'autres protéines de solubilité proche puissent précipiter. 

       Parmi les différentes précipitations réalisées sur Le liquide hydatique, une meilleure 

séparation a été obtenue avec un relargage salin à 70%. Le surnageant issu de cette 

précipitation a permis de révéler selon le profil électrophorétique, après migration sur gel de 

polyacrylamide, une seule bande qui correspond à la fraction 5, migrant à proximité de la 

BSA de poids moléculaire 66 KDa. Aucune autre bande n’a été observée après concentration 

de l’échantillon.   
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      Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Bout et al. et Piantelli et al. [101, 108]   

qui ont décrit que l’antigène 5 se trouve sous une forme monomérique de 60-67KDa [109] 

contrairement à ceux des travaux d’Oriol et al. [99] qui ont suggéré que l’antigène pouvait 

exister sous une forme polymérique qui peut atteindre des poids moléculaires très élevés  

[107]. 

      En effet, les travaux de Piantelli et al. et Lightowlers et al. [92, 108]  sont en accord avec 

nos résultats. Ces auteurs ont pu visualiser une seule bande de 67KDa qui correspond à celle 

qu’on a trouvée. 

      Selon les travaux d’Amri et al. [110], ces auteurs ont pu aussi déterminer par SDS-PAGE 

un poids moléculaire de 66 KDa après filtration moléculaire du liquide hydatique sur G200 

suivi d’une chromatographie d’affinité sur concanavaline-A Ultrogel.   

       Ce résultat se rapproche en partie de ceux obtenus par les travaux de Di Felice et al. [104] 

et Lorenzo et al. [111] qui ont trouvé respectivement par la technique de western blot, deux 

bandes (66 et 56 KDa) et (67 et 57 KDa), la plus dominante est celle qui correspond à 

l’antigène 5 (66 KDa ou 67KDa). 

       La présence d’une deuxième bande (56 ou 57KDa) a été expliquée sur la base d’une 

différence rencontrée lors de l’élaboration de la fraction 5 à l’intérieur de l’hydatide [104]  ou 

alors représente une dérivé d’une forme principale de l’antigène 5 provenant d’un processus 

impliquant une élimination d’une partie c-terminal [111]. 

      Le fractionnement chromatographique par gel filtration du liquide hydatique a permis 

d’estimer le poids moléculaire de cette fraction à 63,42 KDa.  

      A la différence de nos résultats, Hamrioui et al., [112] retrouvent la même fraction de 70 

KDa après passage sur gel ACA 34 par contre une fois soumise à une électrophorèse (SDS-

PAGE) elle se présente avec un poids moléculaire de 64KDa [113], proche  de celui qu’on a 

obtenu. 

      Cette fraction a été aussi décrite par Chamekh et al. [114] qui a révélé deux bandes 

(PM=64 et 53 KDa) par la technique de Western blot dont la principale peut correspondre à 

63.42KDa. 
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      L’antigène 5 qui est une glycolipoprotéine thermolabile [86, 94 ]  peut se présenter avec des 

poids moléculaires peu variables (60-67), ceci dépend des techniques  utilisées lors de sa 

purification [104] ce qui explique alors cette différence. 

      Après avoir estimé son poids moléculaire, le pouvoir antigénique de cette fraction reste  

important à déterminer afin de pouvoir conclure en ce qui est de sa nature. Nous avons alors 

testé cette antigénicité par un test classique utilisé dans l’immunodiagnostic de l’hydatidose 

qui est la technique d’immunoélectrophorèse (IEP) et par un test d’immunisation des lapins.    

       Les résultats obtenus par ces tests ont montré que l’antigène purifié a mieux conservé ses 

caractères antigéniques malgré les différents traitements qu’il a subit. Ceci a été traduit d’une 

part par l’obtention dès le premier rappel d’un titre suffisamment élevé suite à la bonne 

réponse du lapin vis-à-vis de cette fraction 5, qui a été toujours reconnue comme étant la 

fraction la plus immunogène du liquide hydatique. D’autre part, par l’apparition d’un seul arc 

de précipitation vis-à-vis d’un pool de sérums de malades (arc 5 qui est typique à l’antigène 5) 

et d’un immun-sérum de lapin immunisé par l’antigène total (immun-sérum contenant des 

anticorps polyclonaux anti liquide hydatique).  
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Marquage de l’antigène 5 à l’iode-125  

Résultats 

       La deuxième étape de cette étude,  consiste à réaliser des essais de marquage à l’I-125 de 

l’antigène 5 partiellement purifié et caractérisé précédemment. Pour cela, nous avons 

contribué d’abord à la préparation du traceur radioactif tout en essayant d’optimiser le 

rendement de marquage puis son évaluation du point de vue qualité. 

I –Préparation du traceur radioiodé 

1- Pureté radiochimique du NaI-125   

        La pureté radiochimique de l’iodure de Na utilisé pour le marquage  a été déterminée par 

chromatographie sur papier ITLC-SG. Le radiochromatogramme représenté sur la Figure 14 a 

donné 2 pics, le premier correspond à l’iodure de sodium qui migre avec le solvant, le 

deuxième à celui de l’impureté radiochimique qui est l’iodate (IO3
-
) et periodate (IO4

-
) qui 

restent sur la ligne d’origine. La pureté radiochimique de l’iodure de Na est de 92%.  

 

2- Marquage de l’antigène 5 

        L’antigène purifié (Ag) a été marqué à l’iode 125 par la méthode directe à la chloramine-

T réalisable en une seule étape. Cette fraction, après marquage subit directement une 

purification par gel filtration sur séphadex G25. 

2-1- Effet de la chloramine -T sur le rendement de marquage 

         Durant les essais de marquage, nous avons cherché à améliorer ce rendement et pour se 

faire, seule l’influence de la concentration en réactif oxydant à été étudiée. Les profils 

d’élution de l’Ag marqué sont représentés sur les Figures (15, 16, 17,18) qui révèlent 2 pics, 

l’un correspond à l’Ag-125, l’autre à l’iode libre.  

        Les résultats obtenus montrent que le rendement de marquage  dépend étroitement de la 

quantité de chloramine-T ajoutée à la solution de marquage. Il a été observé  qu’à partir d’une 

concentration en chloramine-T égale à 0.4 mg/ml (2
éme

 marquage), le rendement de marquage 

de l’antigène purifié commence à augmenter pour atteindre une valeur de 63% à une 

concentration optimale de 2 mg/ml en chloramine-T.        
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Fig  14 : Radiochromatogramme de l'iodure de sodium (NaI-125) 
obtenu par chromatographie sur papier 
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II –Evaluation du traceur radioiodé 

        Après l’étape de purification par gel filtration, l’Ag marqué a été évalué du point de vue 

pureté radiochimique (PRC), activité spécifique, activité volumique et immunoréactivité.   

1- Pureté radiochimique (PRC)  

       Dans le but d’obtenir des traceurs les plus purs possible, les fractions d’élution de l’Ag 

marqué obtenues des différents marquages et présentant les plus hautes activités ont été 

poolées. Les éluats de l’antigène marqué du 4
éme

 marquage qui a donné le plus grand 

rendement ont été fractionnés en deux F4(a)et F4(b) afin d’augmenter mieux la pureté 

radiochimique (Tableau 6). 

 

Tableau 6: Pureté radiochimique du traceur issu des différents marquages  

N°de marquage M1 M2 M3 M4 M5 

Fractions poolées F1 F2 F3 F4(a) F4(b) F5 

Radioactivité mesurée 

(CPM/10µl) 

- 5,5 10
5
 7 10

5
 9,5 10

5
 2,8 10

5
 4,5 10

5
 

 

PRC(%) - 45.5 85.6 92.6 78.7 - 

 

      La PRC de l’Ag marqué a été contrôlée par chromatographie sur papier (ITLC-SG) 

utilisant comme éluant un mélange de méthanol/eau (85/15). Les chromatogrammes obtenus 

(Figures 19, 20, 21(a), 21(b)), révèlent la présence de 2 pics dont le premier est caractéristique 

du traceur. Dans ces conditions, les iodures (
125

I
-
) migrent au front du solvant tandis que la 

protéine marquée est à proximité du point de dépôt. 

      Les PRC des fractions de l’antigène marqué du 2
ème

 et du 3
éme

 marquage sont 

respectivement de 45.5% et 85.6%. Les pourcentages de 92.6% et 78.7% représentent 

respectivement les PRC des fractions F4(a) et F4(b) du  4
éme

 marquage (Tableau 6). 
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Fig 19 : Pureté radiochimique de l'antigène marqué  du 2ème marquage            
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2- Activité spécifique  

       Les activités spécifiques des traceurs des différents marquages effectués sont portées sur 

le Tableau 7. La meilleure activité spécifique de l’antigène marqué est de 11.7µCi/µg obtenu 

avec le 4
éme

 marquage. 

 

Tableau 7: Activité spécifique du traceur issu des différents marquages 

N° du marquage Activité spécifique (µCi/µg )  

M2 2.88 

M3 7.17 

M4 11.7 

M5 4.18 

 

3- Activité volumique 

       Les  valeurs des activités volumiques mesurées pour le 3
éme

 et 4
éme

 marquage sont 

rapportées dans le Tableau 8. La fraction F4(a) du 4
éme

 marquage a donné une activité plus 

élevée de l’ordre de 52.05µCi/ml. 

 

Tableau 8 : Activité volumique du traceur issu des différents marquages 

N° du Marquage (fraction ) Activité volumique (µCi/ml) 

M3(F3) 38.83 

M4(F4(a)) 52.05 

M4 (F4(b)) 15.51 

 

4- Immunoréactivité 

       L’immunoréactivité a été contrôlée par la technique RIA par la détermination du 

pourcentage de liaison non spécifique du traceur BO/T et le pourcentage de liaison spécifique 

B/T vis-à-vis du sérum de lapin immunisé par l’antigène purifié et des sérums de malades 

atteints par l’hydatidose.  

4-1- Liaison non spécifique « LNS » 

        L’étude du pourcentage de fixation non spécifique réalisé sur 3 traceurs  obtenus à partir 

du 3
éme

 et 4
éme

 marquage a monté que les valeurs du LNS (B0/T) étaient très élevées, variant 

entre 19 et 23% (Tableau 9). 
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Tableau 9 : Détermination de la liaison non spécifique 

                             fraction (N°du marquage)     

% de fixation 

fraction F3 

(M3) 

fraction F4(a) 

(M4) 

Fraction F4(b) 

(M4) 

 

B0/T (%) 

 

19 

 

22.9 

 

21.8 

                

       Ce résultat nous a mené à revoir la technique RIA  afin d’étudier l’effet de certains 

paramètres tels que la composition du tampon d’essai et  les agents de précipitation des 

formes liées (Ac-Ag marqué) et libres (Ag marqué). 

          Pour la suite des essais, nous avons choisi parmi les traceurs étudiés celui de la fraction 

F4(a) issu du  4
éme

 marquage qui a présenté une meilleure PRC et une activité spécifique 

élevée. 

 Composition du tampon d’essai   

        Le tampon d’essai utilisé pour la technique RIA est composé de phosphate à 0.05 M 

additionné de 0.3% de sérum bovine albumine (BSA). Nous avons tenté de voir l’effet de la 

concentration de BSA sur le pourcentage de fixation non spécifique. 

        La variation de la concentration de BSA n’a apporté aucun changement au pourcentage 

de liaison non spécifique. Le tableau10 montre ces valeurs qui sont de même ordre pour les 4 

concentrations. 

 

Tableau 10 : Effet de la variation de la concentration de BSA sur le LNS 

             Concentration de BSA   (%) 

% de fixation 

 

0 

 

0.1 

 

0.3 

 

3 

B0/T (%) 24 24 24 23 

  

 Effet des agents de précipitation  

       Le pourcentage de fixation non spécifique obtenu avec le PEG8000 à 22% et le PEG4000 

à 23% paraît semblable pour deux concentrations variables de BSA (Tableau 11). 
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Tableau 11: Effet de la concentration du PEG sur le LNS 

     PEG 

% de fixation 

 

PEG 8000 (22%) 

 

PEG 4000 (23%) 

 

B0/T (%) 

0,3%de BSA 3% de BSA 0 ,3% de BSA 3% de BSA 

23 - 24 23 

  

       Le tableau représenté ci dessous montre aussi l’effet de la variation du volume du PEG et 

de la gamma globuline (γG) sur la précipitation du traceur libre et donc sur le taux de fixation 

non spécifique (LNS).  

        Les résultats des essais montrent que lorsqu’on diminue le volume de la γG, cela entraîne 

une diminution de la liaison non spécifique. Quant à l’augmentation du volume du PEG, 

aucun effet n’a été observé (Tableau12).  

Tableau 12 : Effet de la variation du volume des agents de précipitation 

PEG (ml) γG (µl) B0/T (%) 

1 100 24 

1 50 21 

1 25 16 

1.5 25 16 

1.5 50 20.9 

  

4-2- Liaison spécifique (B/T) 

 

4-2- 1- L’immunoréactivité vis-à-vis de l’immun-sérum de lapin immunisé par l’antigène  

purifié 

        L’immun-sérum positif obtenu après immunisation du lapin par l’antigène 5 a été utilisé 

pour tester la liaison spécifique B/T. Le titre de cet immun-sérum qui est de 16000 a été 

déterminé par la technique d’hémagglutination passive au niveau du service de parasitologie 

de l’IPA.  

        Le test de positivité a été réalisé avec des immun-sérums bruts et dilués. Un sérum 

prélevé de lapin sain a été utilisé comme témoin négatif pour les tests RIA. 

        Les résultats exprimés par la moyenne de B/T montrent un pourcentage de liaison 

satisfaisant et significatif vis-à-vis de l’immun-sérum brut et dilué (Tableau 13) par rapport à 
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celui du sérum négatif. Le seuil de positivité déterminé dans notre cas à partir du témoin 

négatif peut être estimé à une valeur supérieure à 10%. 

 

Tableau 13 : Test de l’immunoréactivité du traceur vis-à-vis de l’immun-sérum de lapin 

PEG(ml) γG(µl) BO/T(%) S
L
(%) S 

L
1/100(%) S

L
1 /1000(%) S

-
(%) S

-
1/100(%) 

1 25 16 63 29.5 13  9.6  3.7 

1.5 25 16 57 - - 6.8 - 

 

SL : % de liaison avec l’immun-sérum de lapin brut                         S
-
1/100 : % de liaison avec le témoin négatif dilué à 1/100  

S
L

1/100 : % de liaison avec l’immun-sérum de lapin dilué à 1/100   S
- 
: % de liaison avec l’immun-sérum de lapin négatif   

S
L

1 /1000 : % de liaison avec l’immun-sérum de lapin dilué à 1/1000                 

 

  

  Effet de la variation du volume du traceur  

       L’effet de la variation du volume du traceur sur la réaction (Tableau 14) montre que les 

valeurs du  pourcentage de liaison spécifique sont de même ordre même si le volume est 

doublé. 

Tableau 14: Effet de la variation du volume du traceur sur l’immunoréactivité  

Traceur : 100µl Traceur : 200µl 

PEG (ml) γG(µl) BO/T(%) S
L
(%) S

-
(%) PEG (ml) γG(µl) BO/T(%) S

L
(%) S

-
(%) 

1 25 16 63 9.6 1 25 15.6 60 9 

1.5 25 16 57 6.8 1.5 25 16 58 7.7 

 

SL : % de liaison avec l’immun-sérum de lapin brut    

S- : % de liaison avec l’immun-sérum de lapin négatif              

                            

4-2-2-  L’immunoréactivité vis-à-vis des sérums de malades atteints  par l’hydatidose 

        Par ailleurs, le test RIA réalisé sur des sérums de malades positifs atteints par 

l’hydatidose, mis à notre disposition par le service de parasitologie de l’IPA révèle une très 

faible immunoréactivité par rapport au sérum humain négatif. Les résultats du test sont portés 

dans le tableau 15. 
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 Tableau 15 : Test de l’immunoréactivité du traceur vis-à-vis des sérums de malades 

 Traceur : 100 µl  

BO/T(%) S1
H
(%) S2

H
(%) S3

H
(%) SH

-
(%) 

16 16.5 18.6 16 14.5 

  Traceur : 200µl   

BO/T(%) S1
H
(%) S2

H
(%) S3

H
(%) SH

-
(%) 

15.6 14 18.7 15.66 13.5 

 

SH
1,2,3 : % de liaison avec les sérums de malades                       

SH
- : % de liaison avec le sérum humain négatif (témoin négatif)        

BO/T : Liaison non spécifique            

 

 Effet des conditions de conservation des immun- sérums sur l’immunoréactivité 

        Dans le but de trouver une explication aux résultats précédents, l’effet des conditions de 

conservation des immun-sérums (duré, température, présence ou non de conservateur) sur 

l’immunoréactivité du traceur a été étudié.   

 

       Deux immun-sérums de lapin ont été mis en vis-à-vis du traceur. Ces sérums présentent 

un même titre de 16000 (testés juste après leur prélèvement)  sauf que leurs conditions de 

conservation sont différentes (Tableau ci-dessous).  

 

Tableau N° 16 : Tableau montrant les conditions de conservation des sérums testés en RIA 

Sérums 

 

Conditions de conservation 

 

Sérum de lapin   

(SL
A
) 

 

Sérum de lapin 

(SL
R
) 

 

Sérums humains 

Duré de conservation 2 mois 1 jour 6 mois à 1 an 

Température +4°C +4°C +4°C 

Agent de conservation - Azide de sodium - 

 

        Les résultats du test RIA rapportés sur le Tableau 17 montrent que le pourcentage de 

liaison vis-à-vis de l’immun-sérum de lapin SL
A
 est faible par rapport à celui de l’immun- 

sérum récent SL
R
.  
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Tableau 17: Test de l’immunoréactivité du traceur vis-à-vis des immun-sérums de lapin 

 Traceur : 100 µl  

BO/T(%) SL
A
(%) SL

R
(%) SL

-
(%) 

16 24.5 63 9.6 

 Traceur : 200µl  

BO/T(%) SL
A
(%) SL

R
(%) SL

-
(%) 

15.6 22.9 60 9 

 

SL
A : % de liaison avec l’immun-sérum de lapin (ancien)                                                  

SL
R : % de liaison avec l’immun-sérum de lapin (récent)            

SL
- : % de liaison avec l’immun-sérum de lapin négatif (témoin négatif)                        

BO/T : Liaison non spécifique            

 

        En parallèle, le titre des sérums de malades utilisés en RIA a été recontrôlé (tests réalisés 

au niveau du service de parasitologie de l’IPA).  Les résultats révèlent que le facteur de 

dilution diminue de l’ordre de 87% par rapport à celui obtenu lors du premier test (test 

d’hémagglutination passive). 
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Discussion 

       Le radiomarquage des anticorps monoclonaux a débuté en 1970 pour la détection de 

tumeurs, puis la synthèse de nouveaux ligands pour la médecine nucléaire s’est orientée vers 

des structures protéiques et peptidiques. Initialement, le marquage était réalisé à l’iode 

radioactif. 

       La fixation de l’iode au substrat organique modifiant peu la structure de la molécule du 

fait de son faible encombrement stérique, il est utilisé essentiellement pour le marquage de 

petites molécules et des ligands de récepteur afin de limiter les interactions avec les sites de 

reconnaissance et les modifications des propriétés pharmacocinétiques de la molécule 

biologique. 

       La deuxième étape de ce travail a accordé un intérêt, d’abord à l’étude du marquage de 

l’Ag 5 purifié à l’iode-125 ensuite à l’évaluation de la qualité du traceur obtenu.  

       La réaction de marquage doit être définie et contrôlée afin de préparer un traceur avec 

une bonne activité spécifique. Elle doit présenter un bon rendement de marquage et la pureté 

radiochimique de ce traceur actif doit être supérieure, si possible, à 90% afin d’éviter une 

étape de purification supplémentaire difficilement réalisable en routine. 

       L’hydrolyse acide de la fraction 5 a mis en évidence les principaux acides aminés 

essentiels [86]. La présence des acides aminés aromatiques tels que la tyrosine et  l’histidine 

(entrant dans la composition de cette molécule) a porté notre choix vers un marquage à l’iode 

par oxydation à la chloramine-T  

       La réaction d’iodation par la chloramine-T est la méthode de choix pour de nombreux 

composés contenant une structure phénolique [74]. Simple, facile peu coûteuse, elle est 

réalisée par addition de cet oxydant et du NaI
125

 en présence du substrat puis incubation à 

température ambiante. La réaction est rapide, elle est stoppée par adjonction d’un réducteur, le 

pyrosulfite de sodium.   

       L’étude de l’effet de l’un des paramètres de la réaction d’iodation qui est la concentration  

en chloramine-T a montré une amélioration remarquable du rendement de marquage allant de 

13.96% jusqu’à 63% respectivement pour des concentrations en chloramine-T de 0.4 à 

2mg/ml. Il a été constaté aussi, qu’une concentration supérieure à 2 mg/ml entraîne une 

diminution du rendement à une valeur de 23.5%. Ceci est une conséquence d’éventuels 
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dommages causés par la chloramine-T qui est un oxydant fort, susceptible de dégrader les 

protéines [63, 69]  . 

        La spécificité et la sensibilité d’un dosage radioimmunologique sont liées directement à 

la qualité du traceur.  Dans le but de séparer ce dernier des différents contaminants présents 

dans le milieu réactionnel (molécules endommagées, chloramine-T, métabisulfite, l’iode 

libre….) et augmenter ainsi sa pureté radiochimique, le traceur a été purifié par gel filtration 

sur séphadex G25 (choisi selon le domaine de fractionnement) avec un débit de 0.7ml/h à 

raison de 700 µl par tube.  

        Les essais de radiomarquage pour de faibles concentrations de chloramine-T n’ont pas 

permis d’obtenir une pureté radiochimique suffisante. Dans ces conditions, il aurait fallu peut 

être augmenter la durée de la réaction. Une pureté de 92.6% est atteinte avec 2 mg/ml de 

chloramine-T, soit une activité spécifique de 11.7 µCi/µg. La valeur de PRC se trouve dans la 

limite requise par les normes (≥ 90%). Cette fraction F4(a) est choisie pour l’évaluation de 

l’intégrité immunologique de l’antigène marqué.   

        Plusieurs méthodes de séparation ont été développées, mais l’idéal est de trouver une 

méthode efficace, simple, reproductible, rapide et moins couteuse. Pour notre cas, nous avons 

choisi une méthode simple par séparation chimique (précipitation au polyéthylène glycol) 

[115]. 

        Les résultats du contrôle d’immunoréactivité ont montré que le pourcentage de liaison 

non spécifique (LNS) était très élevé. 

        Afin de diminuer ce  pourcentage à une valeur qui répond à une norme tolérable, nous 

avons procédé à introduire des changements sur quelques paramètres impliqués dans le 

protocole. Les résultats ont monté qu’une diminution dans le volume de la gamma globuline 

(γG) a permis  d’obtenir un pourcentage de liaison non spécifique de l’ordre de 16%. Selon 

les travaux réalisés par plusieurs auteurs, cette liaison peut prendre des valeurs très faibles 

comme elle peut atteindre des valeurs extrêmes de l’ordre de 29% mais qui restent 

acceptables tant que la liaison spécifique est élevée.  

       Ce pourcentage de 16% pourrait éventuellement être amélioré en essayant d’introduire 

d’autres changements : 
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 Une diminution dans la concentration du PEG qui est probablement forte ce qui a 

entraîné une diminution de la solubilité de la molécule marquée [115].    

 Essayer de changer probablement la solution tampon par une autre tel que le véronal 

ou le borate de sodium qui présente une zone de pH proche de 8.5, ce qui va favoriser 

peut être une meilleure solubilité de la molécule marquée (plus la différence entre le 

pH du milieu et le pHi de la molécule marquée est grande plus la solubilité devient 

importante). 

 PEG qui est probablement non adapté à ce type de traceur et qui selon certains auteurs 

[21]  donne une liaison non spécifique élevée.  

 Utilisation d’un autre système de séparation plus efficace et simple telle que le coating 

des anticorps sur tube en polystyrène. 

 

           En ce qui concerne la liaison spécifique du traceur, (B/T)  une bonne réactivité a été 

observée vis-à-vis du sérum de lapin immunisé par l’antigène purifié obtenu après le premier 

rappel. Ce résultat qui semble être satisfaisant est la conséquence : 

 

 D’une part, de la bonne réponse du lapin à l’antigène purifié  

 D’autre part, de la conservation de l’intégrité antigénique de la molécule marquée. 

       L’immunoréactivité du traceur vis-à-vis des sérums de malades atteint par l’hydatidose a 

révélé une faible liaison spécifique. Ce résultat a été montré qu’il était du aux mauvaises 

conditions de conservation des sérums impliquées dans les tests RIA. D’après la 

bibliographie, ils préconisent de conserver les échantillons entre 2-8°C si le dosage est 

effectué dans les 24 heures qui suivent le prélèvement, dans le cas contraire, il est préférable 

de les conserver en aliquotes à -20°C.  

      Ceci a été observé dans notre étude qui a montré une diminution du pourcentage de liaison 

vis-à-vis de l’immun-sérum de lapin (testé après deux mois de conservation à +4°C à partir de 

la date du prélèvement) de l’ordre de 61% par rapport à celui obtenu avec l’immun- sérum 

récent (testé après un jour de conservation à +4°C). Ceci pourrait être expliqué par une 

éventuelle dénaturation des anticorps (changement dans la conformation du paratope de 

l’anticorps) qui a engendré une perte de spécificité ou probablement à la présence de 

contaminants qui ont réagit de manière non spécifique avec ces anticorps présents.             
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       Cette hypothèse a été consolidée après vérification par la technique d’hémagglutination 

passive du titre des sérums humains utilisé en RIA dont la duré de conservation dépasse les 6 

mois. Les résultats obtenus ont montré effectivement que le facteur de dilution devient 8 fois 

inférieur  à celui obtenu lors du premier test (diminution de l’ordre de 87%), ce qui explique 

alors le faible pourcentage de liaison.  

        Il ressort de ces résultats, qu’une grande attention doit être accentuée sur la manière de 

conservation des immun-sérums utilisés dans les tests de dosage notamment les tests 

radioimmunologiques et probablement à leurs  origine (sérum humain est plus complexe que 

celui du lapin qui nécessite éventuellement un traitement avant son utilisation). 

        Une autre hypothèse pour expliquer cette faible immunoréactivité vis-à-vis des sérums 

de malade par rapport à ceux des lapins est la présence probable d’impureté dans l’antigène 

purifié qui est l’albumine humaine. Cette protéine a été décrite par plusieurs auteurs comme 

étant une des impuretés provenant de l’hôte qui se trouve avec une forte concentration [116] .   

       Le marquage radioactif est une étape primordiale qui permet de conditionner la spécificité 

et la sensibilité des tests qui sont étroitement dépendants de la nature de l’antigène marqué.  

       La présence susceptible de cette impureté avec l’antigène 5 peut facilement avoir une 

influence sur le rendement de marquage autrement dit le pourcentage de fixation de l’iode à 

cette fraction.  

      Les travaux réalisés sur le marquage du liquide hydatique (l’antigène total) du mouton ont 

montré que l’albumine marquée se présente avec une proportion majeure par rapport à la 

totalité des antigènes [92]. Si cette hypothèse est vraie, la faible réactivité du traceur vis à vis 

du sérum de malade pourrait être expliquée :  

 Par la présence dans le milieu réactionnel d’un faible taux d’antigène 5 marqué (la 

réaction de marquage de l’albumine est probablement plus favorisée par rapport à 

celle de l’antigène 5 du fait de l’accessibilité des acides aminés mis en jeux dans la 

réaction d’iodation).   

 Par la forte concentration en chloramine-T qui a engendré la rupture des ponts 

disulfures liant les deux sous unités de la fraction 5 [92]. Cette dissociation a été déjà 

décrite par Jackson [73] qui a montré que cet effet peut conduire à l’apparition de 

nouveaux déterminants antigéniques et donc  à une perte de l’activité immunologique 
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des protéines. Dans ces condition, il aurait fallu peut être tester l’intégrité antigènique 

des traceurs obtenu avec les concentrations faibles en chloramine-T avant de passer 

aux fortes concentrations.   

 Par une forte activité spécifique qui a engendré une dégradation importante de 

l’antigène 5 induite par les effets de la radiolyse [117] et qui se manifeste par 

l’accroissement du LNS et d’une diminution de la liaison spécifique [118].   

 Ou alors par une faible activité spécifique qui a entraîné un faible rendement de 

détection et donc une faible sensibilité du dosage [118].  

        Ces résultats sont cependant susceptibles d'être sans doute largement améliorés dans le 

futur en essayant d’une part d’introduire quelques techniques qui vont permettre d’obtenir un 

antigène avec un degré de pureté acceptable et d’autre part,essayer d’optimiser la réaction de 

marquage tout en jouant sur plusieurs paramètres tels que la concentration en chloramine-T, 

en substrat, le pH du milieu et même la duré du marquage.  

         Ces essais vont se poursuivre alors jusqu’à définir toutes les conditions optimales qui 

vont permettre de préparer un traceur avec une bonne activité spécifique et une pureté 

radiochimique élevé pour pouvoir l’utiliser dans les dosages radioimmunologiques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CONCLUSION 

          Ce travail préliminaire portant sur la valorisation d’un déchet biologique en vue de 

préparer un traceur radioactif  « Ag5-I
125

 »  a fait l’objet de plusieurs techniques à savoir la 

gel filtration qui nous a permis de visualiser les différentes fractions protéiques du liquide 

hydatique,  la précipitation au sulfate d’ammonium qui a donné un meilleur rendement de 

purification de l’antigène 5 à 70% de saturation en sulfate d’ammonium et l’électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) qui a mis en évidence cet antigène avec un poids 

moléculaire de 66KDa. 

         Son pouvoir antigénique testé par immunoélectrophorèse a permis aussi de révéler un 

seul arc de précipitation typique à l’antigène 5(arc 5) et a montré une bonne immunogénicité 

suite à la réponse des lapins. 

          L’essai de radiomarquage de l’antigène à l’iode 125 a permis d’atteindre un rendement 

satisfaisant de l’ordre de 63% correspondant à une concentration en chloramine T de 2mg/ml.       

            Après une évaluation du traceur obtenu, ce dernier s’estime avec une pureté 

radiochimique acceptable de 92.6% et une activité spécifique de  11.7 µCi/µg. 

          L’étude de l’intégrité antigénique du traceur a montré une liaison non spécifique de 

16%. Une bonne réactivité de l’ordre de 63% a été obtenue contre les anticorps de lapin 

immunisés par l’antigène purifié contrairement à celle testée vis-à-vis des sérums de malades 

qui se présente avec un faible pourcentage.    

         Ces essais seront cependant poursuivis avec une grande attention qui doit être accentuée 

sur la manière de conservation des sérums utilisés dans ces tests de dosage. Quelques 

techniques devront être aussi introduites dans la procédure de purification afin d’améliorer la 

pureté de l’antigène à marquer.  

         Les conditions de marquage de l’antigène 5 à l’iode 125 doivent être aussi bien défini, 

en essayant d’optimiser à la fois tous les paramètres (concentration de l’antigène, la 

concentration en chloramine T, la duré de marquage et le pH de la réaction) afin d’améliorer 

l’activité spécifique du traceur pour une meilleur sensibilité du dosage RIA. 
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ANNEXE 
 
Tableau de saturation au sulfate d'ammonium à 0°C 

Concentration initiale  

(% saturation à 0°C) 

Concentration  finale (% saturation  à 0°C) 

 

 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 

 Grammes de sulfate d'ammonium à  ajouter par 100 Ml 

0 10.7 13.6 16.6 19.7 22.9 26.2 29.5 33.1 36.6 40.4 44.2 48.3 52.3 56.7 61.1 65.9 70.7 

5 8.0 10.9 13.9 16.8 20.0 23.2 26.6 30.0 33.6 37.3 41.1 45.0 49.1 53.3 57.8 62.4 67.1 

10 5.4 8.2 11.1 14.1 17.1 20.3 23.6 27.0 30.5 34.2 37.9 41.8 45.8 50.0 54.4 58.9 63.6 

15 2.6 5.5 8.3 11.3 14.3 17.4 20.7 24.0 27.5 31.0 34.8 38.6 42.6 46.6 51.0 55.5 60.0 

20 0 2.7 5.6 8.4 11.5 14.5 17.7 21.0 24.4 28.0 31.6 35.4 39.2 43.3 47.6 51.9 56.5 

25  0 2.7 5.7 8.5 11.7 14.8 18.2 21.4 24.8 28.4 32.1 36.0 40.1 44.2 48.5 52.9 

30   0 2.8 5.7 8.7 11.9 15.0 18.4 21.7 25.3 28.9 32.8 36.7 40.8 45.1 49.5 

35    0 2.8 5.8 8.8 12.0 15.3 18.7 22.1 25.8 29.5 33.4 37.4 41.6 45.9 

40     0 2.9 5.9 9.0 12.2 15.5 19.0 22.5 26.2 30.0 34.0 38.1 42.4 

45      0 2.9 6.0 9.1 12.5 15.8 19.3 22.9 26.7 30.6 34.7 38.8 

50       0 3.0 6.1 9.3 12.7 16.1 19.7 23.3 27.2 31.2 35.3 

55        0 3.0 6.2 9.4 12.9 16.3 20.0 23.8 27.7 31.7 

60         0 3.1 6.3 9.6 13.1 16.6 20.4 24.2 28.3 

65          0 3.1 6.4 9.8 13.4 17.0 20.8 24.7 

70           0 3.2 6.6 10.0 13.6 17.3 21.2 

75            0 3.2 6.7 10.2 13.9 17.6 

80             0 3.3 6.8 10.4 14.1 

85              0 3.4 6.9 10.6 

90               0 3.4 7.1 

95                0 3.5 

100                 0 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 




