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L'hydatidose est une maladie parasitaire due au cestode Echinococcuç 

granuloçus. Les tests actuels de diagnostic de la maladie s'avèrent 

inçuffisants, surtout quant au critère de sp6cificité parasitaire, du fait 

d'un manque de standardisation des préparations antigéniqueç utilisées. Le 

sérodiagnostic actuel repose sur la détection au sein d e s  sérums de 

patients, d'anticorps dirigés contre une fraction antigénique appelée 

antigène 5. Très inmunogène, cette molécule rewniwe par la majorité des 

sérums de patients et d'animaux, possède en outre un épitope protéique 

spécifique d'E.aranuloçuç, caractérisé par un anticorps monoclonal, EG 02 

154/12. 

Afin de répondre aux exigences de spécificité nécessaires au 

développwnent d'un nouveau test sérologique, une approche moléculaire a 

été entreprise par le biais du clonage moléculaire d'antigènes 

échinococciqueç. A partir de protoçwlex d'E.nramloçuç, nous avons 

préparé de 1 ' W  dont la capacité A traduire in vitro a été testée en 

extrait de germes de blé. Par imminoprécipitaion, nauç avons pu mettre en 

évidence la présence, au sein de cet MN, de messagers codant pour des 

structures peptidiqueç reconmes par des sérums de patients. Nous avons pu 

aussi vérifier A nouveau la nature protéique de l'épitope reconm par 

l'anticorps monoclonal EG 02 154/12. CI partir de cet MN, une banque 

d7AûNc a été réalisée en vecteur d'expression lambda gtll, qui a ensuite 

été criblée a l'ai& d'un mélange & 5 sérums de patients hydatiques. 

Treize clones ont ainsi été sélectionnés. Parmi ceux-ci, 10 ce sont avérés 

être les différents représentants du mOme ADNc. Parmi ces derniers, l'un 

d'entre eux, le clone Egb, a été plus particulièrement étudié. La 

détermination de sa séquence nucléotidique (456 pb) a permis de mettre en 



évidence un cadre de lecture ouvert sur la totalité du clone, en phase 

avec le vecteur phagique, et codant par une protéine de 152 acides aminés 

(de masse mol&culaire calculée de 17,3 kDa). Ce polypeptide de structure 

secondaire principalement a -hélicoïdale ne possède aucune homologie de 

séquence avec des molécules d é j A  caractérisées et présentées dans les 

banques de données Çwissprot et N W .  La protéine de -ion correspondante 

au clone Eg6 (PF6) a été reconnue par 11 deç 12 sérums humains hydatiques 

ainsi que par certains sérums de patients infestés par d'autres parasites 

(E.multilocularis, Fasciola hepatica, Schistoçama mansoni, Taenia 

saqinata), mais de manière moins marquée et selon deç intensités 

variables. FP6 a aussi é# reconnue de manihre distincte par l'anticorps 

momclonal EG 02 154/12 et apparaît dom: être porteuse de l'épi- 

spécifique de l'antigène 5 d'E.qrarmloçus. Une sélection d'anticorps 

humains a été réalisée sur le clone rewmbinant lambda Eg6 exprimant la 

protéine de fusion. Testés vis A vis des antigènes du liquide hydatique, 

ces anticorps ont reconrm une moltScule de 37 kDa, de même masse 

moléculaire que celle mise en évidence par un sérum de patient hydatique 

sp6cifique de l'antigène 5 (IEP : un arc = arc 51, et correspondant a la 

masse moléculaire d'une des saus-unités de l'antigène 5. Ces résultats 

mettent en évidence l'existence d'une corrélation entre l'antigène 5 et le 

polypeptide cloné. 

Par analyse peptidique & la séquence de la protéine recombinante, la 

définition de l'épitope reconnu par l'anticorps monoclonal et les sérums 

de patients hydatiques pourra être réaliçée afin évaluer la participation 

du polypeptide cloné ou & peptides synthétiques dérivants, & 

l'élaboration d'un nouveau test sérologique & diagnostic de l'hydatidoçe. 
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L'échinococcose est une maladie parasitaire liée au développement chez 

l'hamme ou chez certains animaux, de la larve d'un cestade de petite taille 

du genre Echinococcus. Ce parasite est présent dans toutes les parties du 

monde et l'incidence de la maladie constitue un probléme écomique et 

sanitaire sur tous les continents. Les conséquences de cette maladie ont 

des répercussions médicales et aussi vétérinaireç. 

Quatre espèces sont wuvamnent reconnues au sein du genre 

Echinowcais : Echiriomccus qranuloçus (échirococcose A kyste ou 

uniloculaire), E.multilocularis (échinococmse multiloailaire), E.voqeli 

(8chirowccose A kystes multiples) et E.oliqarthvuç. Deux espèces 

prédominent : E.qranuloçus et E.multilocularis. Bien que très proches, la 

vdpartition géographique, l'épidémiologie et le rôle pathogène de ces deux 

eçpèces sont nettement distinctes. Il existe néamioins des zones 

géographiques de co-existence des deux espèces. 

L'échinococcose A E.araiwlosus est une affection conrue depuis 

l'antiquité et dont l'impact est d'autant plus important que son cycle 

biologique implique deux vertébrés qui sont généralement des animaux 

domestiques. L'homne ne constitue pour le parasite qu'un hôte accidentel. 

Néamins, les échimcaques représentent, parmi les cestodes, les espèces 

les plus dangereuses, wvtwt en œ qui concerne les souches d'E.qranulosus 

possédant un cycle chierr-mxiton. 

De nombreux travaux parasitologiques furent menés afin de différencier 

les espèces ou sous-espèces & parasite et d'étudier les relations 

hôte-parasite. Les études actuelles se tournent principalement vers la 

caractérisation et l'içolement des antigènes échinococciques en vue de 

l'élaboration de nouvel les méthodes de diagnostic biologique, plus 

sensibles et plus spéci-Fiques. 





A - CYCLE BIOLOGIQUE ET m3RPWLM3IE 

L'échimcocmse A Echinococcus qranuloçuç poççède une répartition 

géographique très large mais sévit avec une fréquence particulièrement 

importante dans taus les pays d'élevage & moutons de type extensif. Les 

~ grands foyers mondiaux d'enMie sont le bassin méditerranéen, l'çhiérique 

du Sud, l'utralie, la Nouvelle Zélande et l'Est de l'Afrique. La figure 

1 montre les principales régions d'endémie et & CO-existence 

d'E.aranuloçus et d'E.multilocularis. Il semble cependant que contrairement 

a ce qui est préçenté par Matossian et al.-1977, le Nord & l'Europe et de 

la France ne soient actuellement pas considérés comme régions 

d' hyperendémie. On rompte en France, un grand nombre & cas en provenance 

de foyers très actifs du bassin méditerranéen. Mais il subsiste encore 

quelques foyers d'infection traditionnels bien que l'on note une tendance 21 

la régression dans certaines régions du Sud (Sud-Est, Pyrénées, Corse...). 

Le cycle du parasite nécessite la présence successive de deux agents 

.vertébrés pour son accomplissement complet (d figure 2). L'adulte 

d7Echinococais ciranulosus vit dans les villoçités de l'intestin grêle d'un 

mammifère carnivore, de la famille des Canidés (le chien en général). A 

maturité, le dernier anneau se détache et libère dans les faeces les oeufs 

qui iront souiller le sol ou les végétaux. Des phénaméneç cornne le vent, la 

pluie ou les insectes pourront intervenir dans la dissémination des oeufs. 

La plupart des mammifères herbivores, en majorité les moutons et les 

bovins, sont susceptibles d'@tre infeçtés par ingestion des oeufç ou par 

contact avec le chien. De la même manière, l'homme peut aussi être infesté, 

-mis il correspond, pour le parasite, A un "cul de sac" évolutif. L'oeuf 
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Figure 1 : distribution globale de 
I'hydatidose humaine et animale 
(Matossian et al.- -1977) . 
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FIGLE 2 : Cycle biologique du parasite Ectiirocaccuç aranulosus. 



ingéré libère dans le tube digestif l'embryon hexancanthe qui traverse la 

paroi intestinale. Celui-ci, par le système sanguin, va se loger dans le 

foie, le pwmon ou n'importe quel autre point de l'organisme. LA, il va se 

transformer en une larve ou hydatide h l'intérieur de laquelle, après 

plusieurs mois, bourgeonneront des protosmlex. 4 terme, le kyste formé 

pourra contenir des milliers d'éléments irrfestants. La pcursuite du cycle 

néceçsite l'ingestion de ces protoçcolex par un nouvel hôte définitif. 

Chacun d'entre eux donnera naissance h un ténia qui deviendra adulte en six 

semai ries. 

E.aranuloçus est un des plus petits cestodes intervenant dans la 

pathologie humaine. L'adulte d'Echinomccuç qranuloçuç mesure 3 h 6 m. 

La tete ou scolex romporte 4 ventouses et une double couronne de crochets 

(scolex armés) (cf figure 3) .  Elle est portée par un cou très court. Le 

corps est constitué de 3 anneaux dont le dernier est empli de plusieurs 

œntaineç d'oeufç ou embryophores. Les oeufs mesurent & 30 h 37 urn de 

diamètre et ne çont pas distinguables ni de ceux d7Echinococcuç 

multiloailaris, ni de ceux de Taenia hydatiqena ou des çouç-espèceç de 

Multiceps. Ils çont très résistants et peuvent survivre de 6 h 12 mis dans 

le sol. 

L'hydatide se développe A partir de l'embryon par formation de 

vésicules et constitue très progressivement (en plusieurs mis ou années) 

un kyste de taille par+ois énorme (de 10 A 3ûû mm), re-foulant par 

compression les tissus de l'organe parasité. A terme, cette masse hydatique 

est constituée, de l'extérieur vers l'intérieur, de l'adventice, de la 

membrane anhiçte ou cuticulaire, de la membrane proligère ou germinative et 

des protoçmlex (d -figure 4). L'adventice n'est pas une structure 

parasitaire. Elle est constituée par le parenchyme & l'organe-hôte refoulé 

par la croissance de l'hydatide. La membrane anhiste représente la paroi 



FIGURE 3 : MORPHOLOGIE DU PARASITE. A : Ver adulte 

B et C : Protoscolex (B : Forme parasitaire trouvée dans le kyste 

C : Forme parasitaire trouvée chez l'hôte définitif) 

crochets 



adventice 

FIGüRE 4 : Le kyste hydatique. 

.a  . . . , membrane anhiste 



externe de l'hydatide. Elle est constituée de couches concentriques d'une 

substance proche de la chitine, de couleur blanche ou ivoire et peut 

atteindre l'épaisseur de 1 A 2 mm. Elle se comporte comme une membrane de 

dialyse tout en emp@chant la pénétration des bactéries. Elle protège la 

membrane proligére qui produit les protosccJlex. Celle-ci est une couche 

fine et +vagile de cellules syncitiales, de couleur blanche. Elle donne 

naissance aux protoscolex qui peuvent exister sous +orme libre dans le 

liquide hydatique ou réunis par 10 ou 20 dans de petites sphères de 

membrane germinative (vésicules proligères). Ils pourront par la suite, 

soit redonner naissance A un ténia adulte après ingestion par un hôte 

définitif, soit former A nouveau des vésicules. La formation de vésicules 

peut avoir lieu dans l'hydatide primitive. Ce phénomène endogène aboutit 2i 

la création de vésicules filles qui, après fissuration ou rupture, 

colonisent d'autres parties de l'organisme. C'est alors l'échinococcoçe 

çecondaire. Deç vésicules filles de type exogène peuvent aussi prendre 

naissance A partir d'ilôts de membrane germinative situés entre les lames 

cuticulaires. Ils se transforment en vésicules qui font saillie, s'accolent 

A la paroi extérieure du kyste et peuvent m@me s'en détacher. Ce type de 

vésicules existe rarement chez l'homme mais apparaît plus couramment chez 

1 ' animal. 

B - TAXINOMIE 

Un certain nombre de populations parasitaires initialement décrites 

comme espèces ou sous-espèces font maintenant l'objet de travaux afin de 

W i n i r  leur réel statut taxinomique. Elles sont actuellemnt nommées sous 

le terme non formel de "souches". E.qranulosus possède le plus haut degré 

de telles variations intraspécifiques et un certain nombre de ces souches 



ont été rapportéeç par Thampson-1986. L'étude des différentes souches n'a 

pas seulement permis de mettre en évidence deç variations au niveau 

métabolique, anatomique ou biologique ( h ô t e  - type de transmission), mais 

aussi d'observer des modifications de la manifeçtation pathologique voire 

même de la susceptibilité aux traitements (Saimot et al.-1981, 

Schantz et al.-1982, Kanniwer & Schantz-lm), irrfluant directement sur 

l'épidémiologie locale et le mntrôle de la maladie. De telles différences 

intra- et interspécifiques apparaissent donc anme un facteur 

d'importance intervenant dans le développement de tests d'immunodiagnoçtic 

ou de vaccination (çchantz et al.-1982, Gottstein et al.-1983, Lightawlers 

et al.-1984). 

Bien que l'hydatidose ne soit pas une parasitose très courante, la 

gravité même & cette maladie en fait un problème de santé publique très 

important pour un certain nombre de pays. Les chiffres les plus élevéç 

répertoriés sont ceux de l'Uruguay oii un taux de morbidité de 17,7 a été 

enregistré entre 1962 et 1971 (exprimé en nombre de cas nouveaux / 1OOûûû 

habitants) (Eckert et al.-1981). Actuellement, ce pays reste la zone 

d'endémie où la maladie a la plus -Forte incidence. Mais il faut aussi noter 

un taux de morbidité de 12,9 pour Chypre, 7,8 pour le Chili, 7,9 pour la 

Grèce et 5,6 pour l'Algérie. L'incidence & la maladie s'avére être 

prévalente chez les comnunautés rurales (Schantz-lm). 

Dans certaines zones oii le cycle di parasite E.aranuloçus s'achève en 

milieu sauvage (par exemple le Nord di Canada où les carnivores sauvages 

servent d'hôtes définiti-fs), il n'est pas exclu que les chiens domeçtiques 



puissent Btre contaminés par ingestion de rongeurs ou d'herbivores sauvages 

parasités qui constituent une part importante de leur alimentation, et 

représentant ainsi un nouveau risque pair l'homme. 

La résistance particulière de l'oeuf apparaît aussi un facteur 

important dans la transmission de la maladie et la pérénité du cycle, tant 

en milieu froid (ex. l'hiver en Nouvelle-Zélande) qu'en atmsphère chaude 

et sèche (ex. pays méditerranéen). 

Si l'incidence de la maladie est clairement établie d'un point & vue 

médical w vétérinaire, il est beaucoup plus difficile d'enévaluer 

l'importance économique. Une étude en Italie ( k m  et al.-1984) a évalué 

les mûts médicaux de œtte maladie h approximativement 6 millions de 

dollards par an, pour 1000 h 1500 cas répertoriés chaque année. 

Mais en dehors de l'aspect médical, les effets écomiqueç se font 

aussi ressentir dans le domaine agricole et industriel, & par 

l'implication des animaux domestiques ciam le cycle du parasite et tout 

particulièrement desi ovins et deç bovins. Le coût de condamnation des 

organes w des carcasses parasités représentent des pertes importantes 

auxquelles viennent s'ajouter des restrictions d'importation conséquentes 

A la maladie. Les effets directs sur la production animale se font aussi 

ressentir (baisse de rendement de lait, laine, impact sur la qualit6 & la 

viande, retards de croissance, baisse de fertilité), sans tenir compte deci 

coûts indirects des campagnes de contrôle. L'importance des pertes est 

évidemment liée au type d'élevage pratiqué (intensif, extensif, ovin, 

bovin...) ainsi qu'au type & probiction (viande, laine.. . . Les 

conséquences de œtte parasitose ont ainsi été évaluées A 18 millions de 



dollards/an pour l'élevage ovin et 7 millions de dollards/an pour la 

production bovine en Italie ( A r m  et al.-1984). Pour certains pays, les 

pertes sont si considérables que l'hydatidoçe est considérée wmne la 

zoonose la plus importante, &comiquement parlant. 

E - PROPHYLAXIE 

Les moyens prophylactiques mis en oeuvre visent essentiellement A 

interrompre le cycle biologique du parasite afin de prévenir la maladie. 

Pour E.qranuloçuç, l'action peut &tre menée A trois niveaux, sur le chien, 

le bétail ou sur l'homme. 

Des programmeç de contrôle ont été mis en place dans certaines régions 

d'endémie, en Nauvelle Zélande, en Auçtralie (Tasmanie), en L E S ,  en 

Argentine, A Chypre et en Uruguay. Ces opérations de lutte çont 

essentiellement basées sur 1'8ducation de la population dans le but de 

limiter ai d'empêcher l'infection du chien. Une baisse significative de la 

fréquence & la maladie a pu &tue notée lors de ce type de prophylaxie 

~Gemnel & Lawson-1986). La campagne de contrôle la plus satis.faisante a été 

mise en place en Islande, basée sur le traitement des chiens A l'aide 

d'antihelminthiques associé A des mesures d'hygiène publique. Cette 

prophylaxie a permis l'éradication de la maladie dans l'île (auparavant 1/4 

de la population était infesté). 

Les signes cliniques de l'hydatidose çont fonction de la localisation 

et du nombre de kystes dans l'organisme parasité. Les symptômes de la 

maladie sont peu caractéristiques et le diagnostic est souvent déterminé 



çoit par un examen systématique du mala&, soit par l'observation de 

romplications suruemes par la compression des organes voisins di kyste ou 

de la rupture (fissuration) de ce dernier. La progression est très lente 

et les symptômes ressemblent A ceux causés par une tumeur A développement 

lent. Les troubles sont discrets et, sauf pour une localisation au cerveau 

au A l'oeil, ils passent inaperçus & fait de la longue période 

d'incubation (plusieurs années). Les ef-fets sur le patient amènent &s 

phémxnènes d' inappétance, & nausées ou, pluç spécifiquement, des problèmes 

de réactions allergiques comne des prurits, des pausséeç d'urticaire, ou 

une hyperéoçinophilie sanguine. La rupture d'un kyste peut avoir des 

conséquences allergiques importantes chez le mala& â é j A  sensibilisé aux 

allergènes hydatiques, pouvant conduire au choc anaphylactique voire A la 

mort du patient. En moyenne, on compte 6 A 10% des cas d'échinococcose 

diagnostiquée ayant une fin fatale p w  le patient. Le pronostic est 

meilleur lorsque le ou les kystes sont accessibles au chirurgien. Il est 

d'autant plus favorable que la maladie est dépistée précocement. 

1 - Wdatidose hépatiaue 

C'est la localisation la pluç fréquente chez l'hamne (50 A MT/. 

d e s  cas) et celle dont la latence clinique est la plus longue (10 A 15 ans, 

voire plus). Elle peut prendre 2 formes : une forme biliaire amenant des 

troubles fonctionnels di +oie ou une forme tumorale, moins fréquente, se 

tradiisant par une hépatomégalie isolée, indolore et sans signes 

fonctionnels d'acmpagnement. La forme biliaire se manifestera par des 

complications telles que la compression des voies biliaires ou des 

systèmes veineux, porte ou cave, la fissuration ou la rupture du kyste, 

conduisant çoit A un choc anaphylactique immédiat, çoit A une évolution 



vers une échinomccose secondaire tardive, locale w générale, concourant 

A l'aggravation de l'état du malade. L' infection d'un kyste fissuré ou 

rompu peut aussi se produire, évoluant vers un ab& di foie. 

2 - Hvdatidose p~lfflO~irB 
Elle apparaît dans 30 A 40'7 des cas hwnains et sa latence est 

moins longue que dans le cas d'une localisation hépatique. Des 

manifestations telles que toux ,  dyspnée, hémoptysies peuvent apparaître 

comme symptômes de la maladie. Les complications sont les m & m  que pour le 

foie et sont genéralement dues A des phénomènes & compression d'une 

bronche, de fissuration et/ou rupture di kyste entraînant des vomissements 

et le rejet d'un liquide "eau & roche" assez caractéristique. La 

vomique peut Btre discrète et les phénomènes allergiques minimes ou 

totalement absents. La fissuration peut aussi entraîner des hémoptisies A 

répétition. Une contamination du kyste peut survenir amenant une infection. 

L'ensemble évolue alors comte un ab& du pwmon. 

3 - Ckitres localisations 

Le kyste peut se développer au sein de n'importe quel organe du 

corps : rein, rate, cerveau... Le caractère twnoval se révèlera rapidement 

dans des localisations telles que le cerveau, le bulbe rachidien, ou 

l'oeil. 

L'echinoaxcose osçeuçe correspond 1% des cas. Le parasite peut se 

développer dans tout le squelette mais possède une prédilection pour la 

colonne vertébrale et les oc? iliaques. Il ne se constitue pas d'adventice 

et l'hydatide, non limitée, se Mveloppe de manière anarchique et 

envahissante entraînant des fractures pathologiques. L'évolution est lente 

et le pronostic est généralement défavorable. 



1 - Traitement chirurgical 

Actuellement, le traitement de l'hydaticbse reste essentiellement 

chirurgical. Il consiste en une kystectomie voire une exérèse partielle ou 

totale de l'organe parasité, selon l'état de gravité de la maladie. Min 

d'éviter une récidive par disçémination des protoscolex, le kyste est 

généralement rendu stérile par injection d'une solution -formol& à 2/.. Le 

contenu est évacué par ponction en évitant la contamination. 

2 - Traitement chimique 

Chez le chien, le traitement chimique apparaît cornie le meilleur moyen 

de contrôle de la maladie. L'utilisation régulière d'antihelminthiqueç 

spécifiques tel que le praziquantel permettra l'élimination deç vers 

adultes et l'interruption du cycle biologique. 

Chez l'hûmme, l'utilisation de produits chimiques n'apparaît qu'en 

complément de cure. La chimiothérapie n'est envisagée que dans les cas 

"chirurgicalement dépassés", w lors d'un reh-lç d'intervention chirurgical 

w encore en caç de risque élévé d'échinococcase secondaire (kyste .fertile, 

fissuré ou rompu). On utilise généralement des dérivés imidazolés tels 

que le mébendazole, le flubendazole et l'albendazole. Considérant son 

action sur l'ahlte, le praziquantel a été testé sur les métacestodes 

dans des tests expérimentaux sur animaux, mais il  s'est révél8 sans grande 

efficacité sur le kyste (Heath & Lawrence-1978), bien qu'une activité 

positive ait B t é  enregistrée contre les protoscolex d'E.aranulosus (Thomas 

& Gonnert-1978). D'autres substances sont à l'essai (Eckwt-1986) mais 

montrent en général une efficacité moindre que celle du mébendazole ou du 

flubendazole (Tiw-1979). Ces derniers agissent directement sur le kyste 



d'E.qranulosus, lequel apparaît après traitement, irrégulier, dégénér&. On 

observe une perte du liquide hydatique après l'attaque de la paroi du 

kyste. Les protoçcolex sont tués et la membrane germinative est détruite, 

ce qui élimine tout risque de récidive (Heath et al.-1975, çchantz & 

&.-lm, Santiago et al.-1980, Swiderski-1985). Utilisé chez l'homne, le 

mébendazole s'est révélé efficace dans les cas d'hydaticbse primaire 

(Ekkhti & a&.-1977) mais i l  faut néanmoins l'administrer en quantité 

importante et durant de longues périodes. Un efFet tératogène ayant été 

détecté chez le rat en cas d'une util içation A fortes cioses (Bourée e2 

a.-1977), on préconise plus généralement l'emploi de dériv& fluor&, tel 

que le flubendazole, dont les effets secondaires sont moindres, tout en 

ayant les mgmes propriétés. 

La caractérisation des structures moléculaires parasitaires des 

échinocoques est l'étude depuis d é j A  longtemps. k nombreux travaux ont 

tenté de dé-Finir tant biochimiquement, qu' imnologiquement, les 

constituants & la larve hydatique. L'analyse CL liquide hydatique a 

permis de mettre en évidence, outre les protéines qui en sont les 

compoçants majeurs (Chwdi & kgan-1965, Coltwti & Varela Diaz-1972, 

Hustead & Williams-1977, Edwardsl982), la présence d'acides nucléiques 

(Fraya & Haddad-lm), d'acides aminés (Kwavica et a l ,  Sanchez 

& Çanchez-1971), de carbohydrates, de lipides (Fraya & Hacidaci-1980, 



Benito-1984), d'électrolytes (Fraya & Haddad-1980, Ebnito et a1.-1983) 

ainsi que d'enzymes (McManus & Smyth-1979) et de composés azotés (Fraya 

& Haddad-1980). La matière sèche représente 1 di liquide hydatique 

(Lemaire & Ribere-1935). Parmi les protéines, on compte en majorité 

alhine et globulines (en quantité deux fois plus importante) (Fraya & 

Haddaâ-1980). Des polysaccharides de petites masses moléculaires ont 

été identifiés au sein du liquide hydatique: glucose, sucrose, 

tréhalose (Frayha & Haddaà-1983) . Le glycogène de masse 

moléculaire plus importante n'est trouvé qu'en quantité infime (Frayha 

& Haddad-1980). 

L'analyse biochimique des protoscolex définit sensiblement les mgmes 

compoçants généraux. Les larves sont constituées de 14,WA de matière sèche 

parmi laquelle les protéines sont majoritaires (62,5%). Cornne pour le 

liquide hydatique, albumine et globulines en représentent les principaux 

composés ( m i n  et a1.-1957, McManus & Smyth-1978a, Frayha & Haddad-1980). 

Les acides nucléiques, ADRI et ARN, sont présents 21 des taux variables 

selon les souches (Md*lanus & Smyth-1978a, Agosin et a1.-1957, Frayha & 

Haddad-1980). Les sucres représentent 9 des  compoçéç secs des 

protoscolex ( m i n  et a1.-1957). On y trouve des polysaccharides de masse 

moléculaire importante et tout particulièrement du glycogène en grande 

quantité ( W i n  et a1.-1957, Mdvhnuç & çmyth-1978a, Frayha & 

Haddad-1980). Une analyse complète des acides gras a été réalisée par 

Digenis et a1.-1970, complétée par Frayha & Haddad-1980. Cholestérol, 

esters de choleçtérol, mom- et triglycérides furent caractérisés ainsi 

que divers composants des phospholipides. La présence d'enzymes 

(phosphatases, transaminases GûT, GPT et lactate déshydrogénase) fut 

détectée en quantité significativement plus importante chez le protoscolex 

que dans le liquide hydatique (Frayha & Haddad-1980). 



B - CWXYÇE DES MIGENES W LIQUIDE W ~ T I E  

1 - Caractérisation 

Le liquide hydatique est constitué de moleailes et de macromolécules, 

produits & métabolisme du parasite. Il représente, p w  l'indiviai-hôte, 

une source de substances étrangères susceptibles de devenir les cibles du 

système imnunitaire. L'ensemble de ces produits parasitaires forme une 

mosaïque d'antigènes qui a &té largement étudiée par de nombreux auteurs 

(Biguet et al.-1962a, 1962b, 1965, Chordi et al.-1964, 1965, Norman et 

&.- 1964). Bien qu'une grande variété & techniques ait été utilisée, le 

liquide hydatiqw se définit généralement selon ses caractéristiques 

électrophorétiques (IEP) (Chordi & Kagan-1965, Capron et al.-1968, D'Amelio 

et al.-1985, Gottstein et al.-1987). Il se campose de mléailes qui 

migrent de manière prépondérante dans les régions b&ta et gamnaglobulines 

(Biguet et al.-1962c, Kagan & Norman-1963b, Norman et al.-1964). Au sein & 

celles-ci, deux lipoprotéines majeures ont été mises en évidence, 

l'antigène 5 et l'antigène B qui font l'objet de deux paragraphes de ce 

chapitre (Capron et al.-1968, Oriol et al.-1971). 

2 - Variations antigénicpes 

Du fait de la grande diversité c h  composants du liquide hydatique, la 

définition même de celui-ci peut se moduler selon la sensibilité et la 

yiécificité des méthodes d'analyse, mais aussi selon le mammi.fère irrfesté 

ou la souche d'E.aranuloçuç. En &hors des altérations métaboliques et/ou 

physiologiques, l'existence de modifications biochimiques a été révélée 

chez les larves des différentes sous-espèces du parasite. Elles 



apparaissent responsables des variations antigéniques observées par de 

nombreux auteurs diez les différentes souches d'E.aramlwus (Smyth & 

Davies-1974, MdVhnus-1981, Thompson & Kuramatilake-1982, Thompson et 

al.-1984, Pezzela et al.-1984bf McManus & McPherson-1984). il a aussi été 

montré l'existence & prcrfils antigéniques modifiés, variant selon le 

mamnifère infesté ~McManuç & !3nyth-1978, 1979, 1982, MdWms-1981, McManuç 

& Simpson-1985, Gottstein et al.-1987). 

L'ensemble des travaux réalisés sur le liquide hydatique a non 

seulement permis de caract&riser les rompwants antigéniques parasitaires 

immunologiquement actifç, mis aussi de mettre en évidence l'existence de 

substances d'origine étrangère provenant de l'hôte (Biguet et al.-1962, 

Kagan-1963, 1968, Chordi & Kagan-19&, Capron et al.-1967, Kagan & 

Agosin-1968, Bouchava et al.-1985). Ainsi, il a été découvert parmi les 

antigènes hydatiques des substances ayant des activités croisks avec des 

fractions altuminique et globuliniques & 1'- w du mautnn (Kagan & 

Norman-1963b, Norman et al.-1964, Pezzela et al.-1984b, Bauchara et 

a&.-1985) ou montvant de fortes similitudes avec les molécules sériques 

(Miordi & Kagan-1965). La présence d'immunoglobulines dans la paroi bi 

kyste et au sein des antighnes di liquide a été montrée (Varela-Diaz & 

Coltorti-1972, 1973, Coltovti & Varela-Diaz-1974). L'existence de telles 

substances provenant de l'hôte semble l'origine de la création de 

réactions faussement positives lors des tests de diagnostic sérologiques 

utilisant le liquide hydatique brut conme source d'antigènes (Mwvdi & 

Kagan-1965, Kagan-1968). La présence de simples déterminants antigéniques 

identiques A ceux de l'hôte et portés par des moléailes parasitaires suffit 

A créer un résultat positif (Ecbrds-19ûî). Ainsi, une substance possédant 

une activité imnunologique identique A l'antigène Pl  du groupe sanguin 

humain (Camevon & Staveley-lm, Mwgan & Watkins-1964, Russi et al.-1974) 



apparaît être responsable de la crgation de réactions fausçement positives 

chez les individus exprimant des anticorps anti-Pl, de manière naturelle ou 

non (Ben Ismail et al-1980). Ce déterminant d'origine parasitaire a été 

retrouvé chez d'autres parasites, notamment chez Fasciola hepatica (Ben 

Ismail et al.-1978, 1979) oZi i l  semble induire le même type de réaction 

immune chez l'indivicb-hôte, réaction pouvant interagir avec le déterminant 

hydatique lors & tests de dépistage. 

Ce type & communautés ou d'interaction hôte-parasite représente une 

partie importante des fractions hydatiques et concerne directement les 

phéncimènes de iwn-spéci-ficité. Mais, il ne faut pas non plus exclure les 

problèmes de commviautéç entre parasites. En effet, les cestodes 

apparaissent comme une famille possédant une remarquable hcxrogénéité 

structurale. Les cor~~~~nautés antigéniques concernent près de 2/3 des 

fractions parasitaires (Capron et al.-1968). De fortes réactions croisées 

ont ainsi été mises en évidence entre E.~ramloçus et 

E.multilocularis (Capron et al.-1970, Rickard et al.-1977, Davies e_t 

a&.-1978) et d'autres cestodes proches comte les Taeniae (Kagan & 

-in-1968, Kagan-1968, Capron et al.-1968), et tout particulièrement pour 

l'antigène 5 et l'antigène B (cf paragraphes suivants). Mais d'autres 

parasites, plus ou moins proches, semblent aussi être impliqués dans 

des phénomènes de croisements camme Schistoçoma mançoni, Fasciola 

hepatica ... (Biguet et al.-1962, 1965, Capron et al.-196û, Kagan & 

Win-1968, Bout et al.-1974, Varela-Diaz et al.-1975b, Yarzabal et 

al.-1977a). Dans certains cas, les composants responsables ont pu être 

définis. Ainsi le déterminant hydatique semblable A l'antig&ne Pl humain 

retrouvé chez F.hepatica est considéré cornne l'un des principaux 

responsables des erreurs entre la distomatose et l'échimcwse. 

Pareillement, l'existence d'épitopes phosphoryl choline WC) chez un grand 



m b r e  d'organiçmes, retrouvé chez E.aranuloçus par Maizels et al.-1987, 

semble induire une réponse anticorps anti-PC, responsable de réactions 

croisées avec d'autres parasites tels que F.hepatica, S.mansoni ou 

1 avec des n é m a t o d ~ ~  (Shepherd & McManus-1987). L'existence de fractions 
1 

I cmmuneç entre parasites semble &tre responsable d'un grand nombre 

d'interactions lors de tests d'imnumdiagnostic (Schantz et al.-1980, 

Speiser-l9€Kl, Craig-1986). 

La méthode de référence la plus couramnent employée pour le 

sérodiagnostic de l'hydatidoçe reste l'imminoélectrophoréçe (IEP). La 

présence d'un arc appelé arc 5 révélé par un sérum humain au animal est 

considéré romne le critère de poçitivib5 de œ test (cf schha) (Capron et 

aJ.-1970, Wattre et al.-1980). Identifié par Capron et al.-1967, l'antigène 

5 correspond A la fraction antigénique majeure du liquide hydatique et 

1 
détermine 1 ' apparition précoce d' ant icorps dans 1 ' affect ion ou 

1 

I l'immunisation. La démination de cette mol&ule varie selon les auteurs. 

Il semble que la fraction 5 corresponde A l'antigène A d'oviol et al.-1971 

et de William et al.-1971, ainsi qu'A l'antigène 4 de Piantelli et 

a&.-1977 et & Pozzwli et al.-1975. Elle est décrite carmw? une 

lipoprotéine thermolabile ayant des activités a et P carboxyl-estévasique, 

et capable de fixer la concanavalire A (Oriol et al.-1971, Baut 

aJ.-1974, Pozzmli & al.-1975). Elle peut exister saus une forme agrégée 

de très haute masse moléculaire de 100 A 400 kDa (Oriol et al.-1971, 



Dottorini & Tassi-1977), constituée de scus-unités liées de manière non 

covalente d'environ 60 kDa (Bout et al.-1974, Dottorini & Tassi-1977, 

Piantelli et al.-1977, Shepherd & McMarrrs-1987). Analysé en conditions 

réductriceç, ce monomère donne naissance A 2 molécules de 37 et 22 kûa 

(Chamekh et al.-1990, ou de 38 et 2û kDa selon Shepherd & MdVhnus-1987). 

On retrouve l'antigène 5 associé aux cellules parenchymateuçes des 

protoscolex, de la paroi des capsules proligeres, dans la membrane 

/ . germinative, et aussi en faible quantité, dans les wn&its excréteurs et 

les cellules +lames (Yarzabal et al.-1976, Rickard et al.-1977, Davies et 

a&.-1978). 

Bien que présent en quantité 10 fois moins importante que l'antigene B 

(Muçiani et al.-19781, l'imm~rovéactivité de l'antigène 5 est pourtant 

nettement supérieure avec les sérum de patients (Shephevd & 

McMams-1987). Très immunogène, cette fraction est reconnue par la majorité 

1 des sérums humains (Capvon et al.-1967, 1970, Williams et al.-1971, 

Yarzabal et al.-1974, Pozzuoli et al.-1975, biani et al.-1978) ou 

d'animaux d'élevage (çchantz -1973, Yong et al.-1978, Conder et al.-1980). 

La localisation du kyste dans l'individu (homme ou animal) n'influe pas 

sur la réponse anticorps anti-5 (Capvon et al.-1970, Ywzabal et 

a.-1974, Varela-Diaz et al.-1976, Yong & Heath-1979). 

La possibilité de produire des immunsérums monospécifiques dirigés 

contre l'antigène 5 a conaiit la çtan&rdiçation de nouveaux tests 

sérologiques : tests d'ELIW avec l'antigène purifié (i3aut et al.-1975, 

Farag et al.-1975, Mérouia et al.-1982), tests de W T  ou dosage d'IgE 

spécifiques (Dessaint et al.-1975, Mérauia et al.-19a2), de double 

diHusion en gel d'agaroçe ou DD5 (Coltorti & Varela-Diaz-1978, ûaut et 

- 1 9 ,  Cander et al.-1980). Dans l'ensemble, les auteurs s'accordent 



pour constater une meilleure sensibilité des tests lwsque l'antigène 

purifié est utilisé. Par mntre, la spéci-ficité des tests n'est apparement 

pas améliorée par rapport A 1' IEP. 

Des phénamèm de réactions croisées avec d'autres parasitoses, déja 

observés avec les autres techniques sérologiques, n'ont pu &tre &vit& par 

l'utilisation de l'antigène 5 purifié. Il semble que cet antigène, ou tout 

au mins certains & ses épitopes, soient wmnuns A d'autres parasites. Une 

romrmnauté antigénique a été mise en évidence entre les genres voisins 

E.cirarmlosus et E.multiloculavis (Farag et al.-1975, Rickard et al.-1977, 

Varela-ûiaz et al.-1977b, Yarzabal et al.-1977a1, E.vocieli (Varela-Diaz 

et al-1978), ainsi qu'avec Taenia çoliwn (Schantz et al.-1980), 

T.hvdatiqena (Varela-Diaz et al.-1977a, Yong & Heath-1979, Conder et 

a&.-lm), T.ovis (Yong & Heath-1979), ou d'autres heminthes mins proches 

c ~ m e  les trématodes Çchistosom mansoni et S.haematobium (çhepherd & 

Md*hnus-1987). Cependant, la présence d'épitopes phosphoryl choline (PC) 

sur l'antigéne 5 semble &tre principalement responsable de ces interactions 

(Shepherd & iW%mus-1987). 

L'antigéne B décrit par Oriol et al.-1971 constitue le composant 

majeur di. liquide hydatique. Il correspond A l'antigé-ne 5 de Piantelli g& 

&.-1977 et & Pozzuoli et al.-1975. C'est une lipoprotéine stable A 100°C 

pendant 15 mn et dont les propriétés antigéniques ne sont altérées ni par 

la chaleur ni par la délipidation (Oriol et al.-1971, Bout et al.-1974). Ça 

maçse moléculaire est voisine de 150 k û a  (Pozzuoli et al.-1972, &Kit et 

a.-1974, Oriol & Oriol-1975). Anal* en gel de polyacrylamide-SOS, cet 



antigène se décompose en trois sous-unités dont les masses moléculaires se 

situent entre 10,s et 20 küa, en conditions réair=triceç ou non. celles-ci 

peuvent se lier de manière non covalente et -former des agrégats de masses 

moléculaires importantes et variables, et selon un équilibre réversible 

(Oriol et al.-1971, Piantelli et al.-1977). Certains auteurs ont mis en 

évidence la présence d'une activité a et! carboxyl-estérasique liée a cette 

molécule (Baut et al.-1974). Çes caractéristiques optiques la décrivent 

comme une structure organisée en hélice alpha pour S A  (ûriol & 

Oviol-1975). L'antigène B est présent dans le cytoplaçme deç cellules 

tégumentales proches et antérieures aux ventouses des protoçcolex, ainsi 

que dans la substance interne des capsules proligères et dans la membrane 

cuticulaire (Yarzabal et al.-1977b, Rickard et al.-1977, Davies & 

g.-1978). On le retrouve associé aux substances PAS-positives (Kilejian et 

al-1961) recouvrant le tégument des protoscolex (Yarzabal et al.-1977b, - 
Rickard et al.-1977). Il est probablement secrété par les œllules de la 

région tégumentale et s'y accumule. En dehors du phénomène de secrétion, la 

présence de l'antigène B au sein du liquide hydatique apparaît aussi 8tve 

la conséquence de la dégradation des œllules parenchymateuçeç di 

proimscolex et de la membrane des capsules proligères cù on le trouve en 

quantité moindre (Davies et al.-1978). Bien qu'identi+ié en quantité 10 

fais plus importante que l'anti~ènes 5 dans le liquide hydatique, 

l'antigène B apparaît nettement moins imnogène que celui-ci, tout au 

moins chez l'homme (Pozzuoli et al.-1975, Shepherd & McManus-1987). 

Facilement purifiable et prédominant, il  pourrait Otre un outil 

intéressant pour le sérodiagnostic de l'hydatidose. Mais, il apparaît gtre 

comrmn a plusieurs parasites dont E.multilocularis (Baut et al.-1974, 

Mérauia et al.-1982, Rickard et al.-1977, Davies et al.-19781, ainsi que 

Schistoçoma mançoni, Fasciola hepatica (Korach & Benex-1966, Bout 



et al.-1974, Pllérwia et al.-1982). I\léanmoins il  semblerait qu'il puisse 

être utilisable dans certains tests basés sur la recherche d'IgE 

spécifiques, où aucune réaction croisée n'a encore été enregistrée 

(Mérouia et al.-1982). Ça participation A des tests çérologiques pourrait 

être envisageable, notamment pour le suivi des malades. 

I I I  - Ra)ONSE ANTICORPS ET DICIGNOÇTIC 

Au cows d'une infestation par des larves échimcocciques, 

l'organisme-hôte met en place toute une série & mécanismes visant A la 

destruction du parasite. Chez certains individus, l'existence d'une 

résistance naturelle évite l'infestation. Ce phét-iodne observé dans 

l'hydatidoçe met en jeu un certain m b r e  d'éléments variables incluant des 

facteurs dûs A l'hôte, - la souche animale (Pemoit-De Cwman & De 

Rycke-1970), l'âge (Schwabe et al.-1959), ou le sexe k? l'hôte 

(Kozakiewicz-lm), ainsi que des facteurs d'origine parasitaire, tel que 

le pouvoir infestant, variant selon la souche d'E.sranilosus (Wh-1984, 

Thompsorr-1986). Les mécanismes sont peu décrits, certainement d'origine 

physiologique ou anatomique. Une participation du système imnitaire, de 

manière spécifique au non spécifiqe, notamnent par l'intermédiaire des 

macrophages, a été envisagée (Thuymm-1976) sans cependant @tre prouvée. 

L'acquisition par l'organisme-hôte d'une immunité, dirigée contre les 

parasites déja établis ou contre les larves concurrentes, consiste en une 

activation des mécanismes immunç humoraux et cellulaires. L'immunité 

cellulaire A E.qranulosus reste assez peu &crite dans la littérature. 

Seul, un phénomène d'immune-dépression de la population lymphocytaire T a 

été décrit, représentant une activité imminorégulatrice engendrée par le 



parasite et favorisant l'activation des clones T h activité suppressive 

(Ts). Cette manipulation & la réponse cellulaire permet ainsi au cestode 

d'échapper au système immunitaire de l'hôte. Cependant, aucune action 

directe de la réponse cellulaire sur le parasite n'a été décrite A ce jour. 

Une activité mettant en jeu des macrophageç, des mastocytes et des 

éosinophiles semble &tre impliquée dans un phénomène d' imrmnité h la 

réirrfection (Riley et al.-19851, mais n'a pas réellement été mise en 

évidence. D'autre part, l'action directe des cellules du systeme 

immunitaire sur le parasite apparaît limitée par la présence du kyste qui 

constitue une barriére. 

Seulç les phéromènes humoraux mettant en jeu les anticorps ont été 

largement étudiés. La connaissance du type de réponse induite, cies 

diHérents facteurs mis en jeu ainsi que des variations au cwrs de 

l'évolution de la maladie sont autant de facteurs susceptibles d'intervenir 

lors du diagnostic. Nous ne détaillerons ici que ces mécanismes 

immunitaires, pour leur importance dans le choix ou l'établisçement d'un 

test de dépistage de l'hydatidoçe. 

1 - Puoduction d'anticorps 

Les anticorps jouent un rôle central dans 1' imrwuiité acquise contre 

1 ' établ issement des larves échinococciques. La production d' anticorps 

spécifiques représente la réponse A une stimulation du parasite résultant 

d'une dif"fusion permanente de substances antigéniques A travers la paroi du 

kyste. Ainsi, tout phénomène de suppuration ou d'inflamnation des tissus 



adjacents amène une réponse immunitaire forte et facilement décelable par 

les tests immurologiques du fait d'une forte production d'anticorps 

(Todorw et a1.-1979b, Capron et a1.-1970). L'in-Fection A E.qraruloçuç 

résulte en la production d'imnunoglobulines de classes différentes. Des Ig 

A, M, E ont été détectées par une grande variété de techniques. Bien que 

le phénomène d'hyperglobulinémie soit observé depuis longtemps dans les 

infections parasitaires, il  n'est cependant pas toujours représenté dans 

les cas d'hydatidûse. De plus, le taux d'anticorps spécifiques n'est pas 

nécessairement significativement élevé (Moriarty-1968, Matossian et 

a&.-1972,1976). 

La production d'IgE est généralement considérée comme caractéristique 

de la réponse immune aux helminthiases. L'observation fréquente de chocs 

anaphylactiques liés h la rupture d'un kyste ou de signeç d'allergie 

iddiate (urticaire, oedeme de Chincke) indique l'implication d'un 

facteur IgE dans l'hydatidose (Williams & Perez-Esar~ji-1971). Environ 70'A 

des malades poçsédent une réponse spécifique E (Afferni et a1.-1984, 

Dessaint et a1.-1975, Huldt et a1.-1973, Capron et al.-1976, Matossian et 

a&.-1976, Vewloet et a1.-1976, Sorriœ et a1.-1979). La synthèse & ces 

anticorps correspond en général A une r8ponçe immune précoce et rapide et 

peut persister durant plusieurs mois. 11 semble qu'elle soit liée A la 

sévérité de la maladie (Dessaint et a1-1975). L'état du kyste apparaît 

particulièrement important : les fissurations sont associées & des 

proportions élevées d'IgE sériques et spécifiques. A l'inverse, les kystes 

calcifiés ont tendance cS n'induire qu'une faible production d'anticorps de 

ce type, du fait d'une stimulation antigénique plus faible (Deçsaint & 

a.-1975). La situation du kyste dans l'organisme semble n'avoir que peu 



d'influence (FSfferni et al.-1984, Deçsaint et al.-1975, Capron et al.-1976) 

mais les valeurs d'anticorps spécifiques de cette classe sont augmentées en 

cas de kystes multiples (Deççaint et al.-1975). 

2 - üynamique de la réponse anticorps 

2-1 - Variations lors d'un traitement chirurgical 

Après kystechie, la réponse anticorps subit des modifications 

qui se traduisent généralement par une diminution du taux d'anticorps, A 

plus ou moins longue édiéance, voire une disparition mpl&te de toute 

sérologie positive (Todorov et al.-1976). Néanmoins, la persistance d'un 

taux élevé peut être observée dans certains cas (Matossian et al.-1976) : 

les taux d'Ig G et M peuvent @tre significativement élevés chez certains 

patients opérés alors que les IgA restent A un niveau normal. Pour certains 

malades (41% selon Matassian et al.-1976), le taux d'IgE spécifiques peut 

çe maintenir Blevé longtemps après l'intervention. Si, par la suite, la 

v&ponse anticorps spécifique disparaît effectivement, sa durée de 

persistance semble varier selon les malades en fonction de certains 

facteurs. Il apparaît clairement que des Bléments tels que la localisation 

du kyste (Todwav & Stojanov-1979) ou encore son état physiologique 

(Yarzabal et al.-1974) peuvent influer directement sur cette période. 

D'autre part, le type de test utilisé pour la détection sérologique 

constitue aussi un élément de variation (Tociorov et al.-1976). D'après les 

travaux de Todmov & Stojanov-1979, i l  existe 2 types de diminution di taux 

d'anticorps chez les malades opérés. Chez certains (majorité des suivis 

chirurgicaux), une baisse rapide observée et les tests deviennent négatifç 

entre le sixième mis et la seconde année. Chez les autres, on observe une 



baisse tardive où 1'01-1 n'obtient jamais la négativité des tests. Dans 50% 

de ces derniers cas, la diminution observée dans la premiére ou la deuxième 

année est suivie d'une nouvelle augmentation des taux sériques. Pour les 

autres 50%, les valeurs restent toujours élevées. Çelon les auteurs, la 

tendance de la dynamique du titre d'anticorps permettrait ainsi 

l'établissement d'un promstic post-opératoire de la maladie. Celui-ci 

serait plutôt favorable si les taux diminuent dans un délai de 12 A 18 

mois, jusqu'a des valeurs très faibles ou négatives ou si la tendance la 

baisse est observée juçqu'a la fin de la seconde année. A l'inverse, on 

peut craindre un phénomène de récurrence (Todww & Stojanov-1979) si les 

taux subissent une hausse après avoir chuté ou s'ils restent inchangés ou 

élevés. 

î-2 - Variations lors d'un traitement chimique 

De la même manière qu'après une ablation chirurgicale, la réponse 

anticorps subit deç variations lors d'une chimiothérapie. L'action de 

substances actives sur le kyste et les larves provoque la libération 

massive d'antigénes liée, en général, A une lyse partielle des membranes 

du kyste. La stimulation du système immun qui s'ensuit, se voit, par la 

suite, freinée par suppression brutale du stimulus antigénique causée par 

la perte de la viabilité du kyste. La production d'anticorps hautement 

spécifiques se trouve donc Btre dimirmée et même, dans certains cas, 

annulée, cornne en particulier la production d'anticorps anti-antigene 5 ,  

lors de la destruction de la membrane germinative (Bekhti et al.-1977). Les 

anticorps de classe E, réagissant plus tôt que les autres irmiunoglobulines, 



ofFrent un moyen sensible et rapide de détection & la perte de viabilité 

du kyste, particuliérement intéressant pour l'évaluation de l'e-fficacité de 

la chimiothérapie (Bekhti et al.-1977). 

3 - Phénomène & séronégativité 

Le diagnostic de l'hydatidose repose actuellement sur la détection 

d'anticorps sériques. Néamins, on observe une sérologie négative dans 3 

m/. des cas d'échirococcose confirmée. Plusieurs hypothèses ont été 

avancées dans la littérature afin d'expliquer ce phénomène : 

- La présence d'anticorps est liée A l'etat et la vitalité d'un kyste. 

Chez l'home, la présence d'un kyste hyalin ou vieillissant est 

généralement associée A une sérologie négative (Schantz & Gottstein-1986, 

Rickard & Lightawlers-1986), tout comne les cas d'in-fertilité n'in&isent 

qu'une faible réponse anticorps (Kagan et al.-1976, Coltorti & 

Varela-Diaz-1976). 

- La localisation d'un kyste intervient directement sur la réponse 

anticorps. En effet, on note dans les cas d'hydatidose pulmonaire w 

osseuse un pourcentage de poçitivité aux tests sérologiques inférieur A 

celui observé en cas de localisation hépatique (Kagan et al.-1966, Capron 

et al.-1970, Yarzabal et al.-1974, Matossian & Araj-1975, Todorov et 

a&.-1979b). Le manque d' intensité de la réponse i w n e  résulterait d'un 

faible stimulus antigénique dû A un Bpaissi-nt des tissus connecti-fs du 

kyste (Kagan-1963, Kagan et al.-1966). Mais i l  se peut aussi que le type 

d'évolution & la larve diffère selon qu'il s'agisse d'un parenchyme 

hépatique ou pulmonaire d, dans ce dernier cas, le développement du kyste 



serait plus court et plus rapide (Furriel & Tamalino-196û). La nature et 

l'intensité clu stimulus antigénique s'en trouveraient alors modifiées, 

influant directement sur la réponse anticorps (Capron et al.-1970). 

- L'existence de sous-espèces d'E.aranulosus de virulence différente 

peut être a l'origine d'un tel phéromène, surtout si l'expression des 

allergènes majeurs, comne l'antigène 5, est modifiée (Thompçon & 

Kumaratilake-1982). 

- Les anticorps spécifiques potentiellement détectableç lors d'un 

diagnostic sont imbilisés par la formation & complexes immuns avec des 

antigènes circulants. La formation de tels complexes est souvent observée 

lors de maladies chroniques romme c'est le cas dans l'hydatidose 

(Richard-Lenoble et al.-1978, Bekhti et al.-1977, Pini et al.-1983, 

D'Fhielio et al.-1983), surtout pour les formes pulmonaires (Pini & 

a.-1983). L'hypothèse que la création de complexes soit A l'origine des 

réactions sérologiques faussement négatives, a été émise (RicharcNenoble 

et al.-1978) sans cependant Otre prouvée. Néanmoins, la détection 

d'antigènes parasitaires cirailants semblerait la confirmer (Craig & 

Nelsort-1984, Gottstein-1984) . Mais i 1 n'est actuel lement pas démontré que 

les individus faussement- séronégatifs soient touç significativement 

porteurs d'antigènes circulants. 

- Il apparaît dans certains cas que la réponse anticorps est 

essentiellement constituée d'IgE et/ou d'IgCI non précipitantes et non 

agglutinantes (CtFFerni et al.-1984, *ldt et a1.1973) difficilement 

détectables lors des tests classiques de diagnostic de l'hydatidoçe, ce qui 

expliquerait en partie l'existence du phémmène de séronégativité observe. 



4 - Passage d'imrnu7ogloôulines dans le kyste hydatique 

La présence d'IgG possédant des déterminants antigéniques identiques A 

ceux de l'hôte a été mise en évidence dans les liquides hydatiques de 

kystes humains ou animaux (Coltorti & Varela-Diaz-1972), ainsi que fixées h 

la membrane laminée (Varela-Diaz & Coltwti-1973, Coltovti & 

Varela-Diaz-1974). La présence d'autres composants sériques tels que 

l'albumine, fut aussi détectée. Bien que le mécanisme de pénétration soit 

encore inconmi, une diHusion de ces mlécules h travers les membranes di 

kyste semble être l'hypothèse retenue (Vavela-Diaz & Coltwti-1972, 1973). 

Certains pensent aussi que des macromolécules çont impliquées dans la 

synthèse même de la membrane laminée, par un phénomène d'interaction entre 

la membrane germinative et les tissus de l'hôte (Kilejian & ÇchuJabe-1971). 

La membrane laminée semble constituer une barrière aux cellules du système 

immunitaire, protégeant ainsi la membrane germinative qui régulerait le 

mouvement des macrmolécules de l'hôte vers le liquide hydatique (Coltcwti 

& Varela-Diaz-1974). Le passage & grosses moléailes semble difficile ; œ 

serait le cas des IgA ou deç IgM dont la taille importante gOnerait la 

pénétration (E&iiards-1982). Le rôle biologique et les implications 

immunologiques de la pénétration de macramolécules provenant de l'hôte ont 

été considérées surtout quant à leur importance dans le phénomène de 

survie di parasite. On peut supposer que les immunoglobulines çont 

adçorbéeç de manière non spécifique à la sur-face membranaire di parasite, 

ce qui permettrait .A ce dernier d'échapper aux défenses du système 

immunitaire de l'hôte par masquage deç antigénes parasitaires. Ces 

immunoglobulines peuvent aussi se fixer spécifiquement sur les antigénes 

parasitaires, sans effet néfaste sur la viabilité di kyste ou bloquer 

l'action di système humoral ou cellulaire de l'hôte par un mécanisme 



interactif généré par le parasite en ça faveur (Vavela-Diaz & 

Coltorti-1972). Jusqu'ici l'ignorance du mécanisme de liaison des IgG aux 

membranes du kyste ainsi que du mode de pénétration des macromolécules n'a 

pas permis d'apprécier réellement les conséquences du phénomène, ni d'en 

Bvaluer les passibles répercussions médicales ou thérapeutiques 

(élimination chimique du kyste ou stérilisation). 

L'examen parasitologique chez l ' h m  au chez tout hôte intermédiaire 

est rarement utilid pour le diagnostic de l'hydatidoçe, voire mgme 

impossible car cette maladie constitue une impasse parasitaire sans voie & 

sortie ou d'évacuation naturelle. En genéral, les médecins utilisent 

l'association d'au moins deux techniques de diagnostic dont une analyse 

sérologique. Le dépistage est généralement effectué par radiologie. 

Di-F-Férentes explorationç radiologiques peuvent etre effectuéeç, allant de 

la radioscopie et radiographie après opacification, l'angiographie, la 

scintigraphie. Elles fournissent de multiples renseignements, utiles lors 

de l'établis-nt d'une conduite thérapeutique et/ou chirurgicale. Il leur 

est toutefois généralement associé une étude biologique et tout 

particulièrement sérologique afin de confirmer le diagnostic d'hydati-. 

Un grand nombre de techniques sérologiques sont disponibles. Nous ne 

détaillerons ici que les principales, ainsi que leur principe, et leurs 

possibles applications. 



1 - Réaction d'immwiofluoreçcence indirecte ( ai Indirect Fluorescent 

Antibody Test - IFAT). 

C'est un test muramnent utilisé pour des infections parasitaires 

cwne l'hydatidose (Chrbroise-Thma-1976, Caidert et al.-1967, Capron et 

al.-1970). Cette technique permet de mettre en évidence la présence 

d'anticorps dirigés contre les antigènes hydatiques par deç anticorps 

anti-imnunoglobulines conjugués A la fluarescéine. Les antigènes les plus 

1 couramment utilisés se présentent sous forme lyophilisée et correspondent A 

I 
l &s protoscolex ou &s particules & protosmlex. Il existe aussi des 

l 
l 

préparations d'antigènes immobilisés sur matrice & cellulose (Gore et 

a&.-1970) ou sur bille de sépharoçe (Matossian et al.-1978). C'est une 
t 

technique très sensible, ne nécessitant pas de grosses quantités 

d'antigènes, positive dans 90% des formes hépatiques et 55% des formes 

I pulmonaires. Il existe néanmoins des cas de fausse positivité. Ce test est 

peu utilisé pour le suivi des patients car la réaction reste positive 

longtemps après le traitement. 

2 - Fixation di mnplément. 

Utilisée pour la première fois par Gheâini-1% et Weinberg-1SOB dans 

l'hydatidose, elle est actuellement réaliçée en microplaques. Le liquide 

hydatique lyophilisé est généralement utilisé pour ce test. L'antigène est 

dépoçé au fond & chacun des puits & la plaque dans lesquels on ajoute le 

sérum h tester. Si les anticorps spécifiques sont présents, il se créera 

alors des complexes immunç qui fixeront le complément introduit dans un 

deuxième temps. Si le wmplément n'est pas consommé (pas & réaction 

antigéne-anticorps), il lui sera alors possible & lyser les cellules 



indicatrices (érythrocytes) ajoutées au milieu en mQme temps qu'une dose 

subagglutinante d'anticorps. La réaction est positive dans 78% des kystes 

hépatiques et M% des kystes pulmonaires A E.qranulosus. La réaction 

s'avère également poçitive dans les cas & parasitose E.multilocularis et 

de cysticercose mais elle est négative chez les sujets porteurs de Taenia 

solium et de T.sanimta. On note des réactions croisées avec le 

distomabse. Certains auteurs (Matossian et al.-1978) ont aussi noté une 

fr6quence importante de faux positifç, notamment dans d'autres maladies du 

foie. Il est possible que ce phénomène soit lié A la présence de facteurs 

anti-complément associés A l'antigène hydatique. On la considère tw.teFois 

came une réaction sensible et reproductible. Elle possède l'avantage de ne 

pas nécessiter de quantité d'antigène hydatique importante. Elle apparaît 

aussi ccxmie un outil intéressant pour le suivi post-opératoire des malades 

(Matossian & Araj-1975, Lass et al.-1973). 

Par un principe identique, il est possible & rechercher la présence 

de complexes imuns au sein des sérums de patients atteints d'hydatidoçe, 

par la méthode de fixation du Clq mavqd A l'iode 1X (Zubler et al.-1976, 

Bout et al.-1977b, Pini et al.-1%). 11 semblerait, selon certains autews 

(Pini et al.-1%), qu'en cas de localisation difficilement âétectable par 

les techniques sérologiques classiques (romne le kyste ch poumon), le taux 

de positivité de œ test serait nettement supérieur A celui des autres 

méthodes. Ce procédé possède en outre l'avantage de permettre un suivi 

thérapeutique deç malades tant après chirurgie, qu'après traitement 

chimique. 
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permet de détecter de faibles quantités d'IgG. Ceci, néamins, limite son 

utilisation pour le suivi thérapeutique des malades après traitement. Il a 

été noté l'existence de réactions croisées avec d'autres parasitoses, 

particulièrement avec la schistoçrrniase (Matossian et al.-1978, Varela-Diaz 

et al.-1975b). L'hémagglutination reste utilisée paur le dépistage de 

l'hydatidoçe, notamment dans des études épidémiologiqueç. La réaction 

apparaît comme positive dans W L  des cas d' hydatidose hépatique et des 

localisations pulmonaires. 

4 - Réactions de précipitatim en gel. 

4-1 - C)uchterlony 

Cetta technique n'est plus guère utilisée aujwd'hui A des fins 

diagnostiques. Elle a permis néanmoins l'étude des structures antigéniques 

des extraits hydatiques (Kagan & N~rman-1963a, Biguet et al.-1962). 

4-2 - Inrmnoéle~tvophwèse 

Cette réaction est le test de caractérisation de l'hydatidoçe le 

plus couramnent utilisé. Elle fut mise au point par Capron et al.-1967, 

revue en 1970. Certains auteurs ont parfois amené deç modifications au 

protocole initial (Yarzabal et al.-1974, Coltorti & Varela-Diaz-1975, 

Varela-Diaz et al.-1975b). Néanmoins le principe reste identique : les 

antigènes hydatiques sont soumis A une migration électrophorétique en gel 

d'agarose, puis mis en contact avec un çérum qui pénètre par 

diffuçion. Il se crée alors des arcs de précipitation, signes d'une 

réaction antigène-anticorps spécifique. La formation de certaines 

précipitines et notamment de l'arc 5 (Capvon et al.-1967) est considérée 

comme caractéristique de la maladie. Le test s'avère positif dans 94'A 



des localisatioffi hépatiques et 7 des localisations pulmonaires. Les 

anticorps responsables de la formation de l'arc 5 d'E.qranulosus ont été 

décrits par Capron et al.-1967, 1970 connie spécifiques de l'antigène 

hydatique (fraction 5) et retrouvés de manière précoce et constante dans 

l'hydatidoçe humaine. 

Cette réaction hautement spécifique présente néanmoins des réactions 

croisées avec d'autres parasitoses, en particulier avec les espèces les 

plus proches d'E.uranuloçuç, notamment E.multiloalariç (Vavela-Diaz et 

al.-1977b, Yarzabal et al.-1977a, Rickard et al.-19771, E.voaeli - 

(Vavela-Diaz et al.-1978) et avec les genres voisinç : Taenia hydatiaena, 

T.ovis et T.solium (Vavela-Diaz et al.-1977a, 1978, Yong & Heath-1979, 

Conder et al.-1980, Schantz et al.-1980). Des réactions faussement 

négatives sont obçervées (X)% des cas , souvent 1 iées A la présence d' un 

kyste intact ou des localisations particulières (cervicales, pulmonaires). 

Bien que facile A réaliser, cette technique nécessite de grandes quantités 

d'antigènes et de sérums par rapport aux autres méthodes. Sa sensibilité et 

sa spécificité permettent une large utilisation de ce test pour la 

détection de la maladie ainsi que pwr le suivi post-opératoire des 

patients. 

4-3 - Dauble diffirsion en gel d'-ose (DDS) 

Ce test nécessite un sérum contrôle monospécifique dirigé contre la 

fraction 5 du liquide hydatique. Le sérum testé sera sélectionné sur sa 

capacité A induire en double diffuçion en agarose une réaction d'identité 

avec l'arc 5 obtemt par l'antiçérum contrôle. Cette technique mise au point 

par Mbardieri et al.-1974 fut reprise par Coltorti & Varela-Diaz-1978, 

puis adaptée en microméthode par k t  et al.-1979. La réaction apparaît 

aussi sensible et aussi spkcifique que 1'IEP tout en nécessitant moins 



de matériel biologique, que ce soit en quantité d'antigène ou de sérum. 

De plus, de par sa facilité d'utilisation, elle apparaît cmme un outil 

intéressant pour la détection & l'hydatidoçe humaine en pays d'endémie. 

La réaction d'E.L.1.S.A. (Enzyme Linked ImmunoSorbent Asçay) peut 

aussi être utiliçée pour le diagnoçtic de l'hydatidose et s'inspire de la 

technique de Engvall & Perlmarh9ï2. Elle nécessite au préalable 

l'immobilisation des antigènes hydatiques sur un support tel que tube cm 

microplaque. Les sérums sont ensuite testés. La présence d'une réaction 

antigèm-anticorps spécifique est rév6lée A l'aide d'anti-imminoglobulines 

marquées A la péroxidase. Ce test sensible et spécifique ne nécessite que 

de faibles quantités & matériel biologique. Il permet aussi un dosage 

quantitatif. Il est utilisé tant avec le liquide hydatique total (but et 

al.-1975, Matossian et al.-1979, Farag et al.-1975), qu'avec des antigènes 

purifiés (Farag et al.-1975). Cette dernière possibilité d'utilisation, de 

par ça spéci-ficité en augmente les potentialités diagnostiques (Capron 

a&.-1975, Farag et a1-1975, Iacom et a1.-1980). Des phénomènes de 

réactions croisées avec d'autres parasitoses peuvent se présenter, 

notamnent avec l'échirocaccaçe alvéolaire (Faraq et a1.-1975) et Fasciola, 

éventualités apparaissant surtout lors de l'utilisation d'antigènes totaux 

plutôt que de fractions purifiées komw la fraction 5 ) .  Une autamatiçation 

de la technique est réalisable, très utile en cas d'analyses multiples. 



6 - Tests radioimmurologiques 

Le test de RadioImmwioAssay (RIA) a auçsi été utilisé pour le 

diagnostic de l'hydatidose (Matossiarrl9B1, Musiani et al.-1974, -saint 

et al.-1975) Cette technique nécessite l'immobilisation de l'antigène. 

Après passage des sérums A analyser, l'existence d'une réaction positive 

est révélée par l'emploi d'anticorps anti-imnunoglobulines marqués A l'aide 

d'un composé radioactif. Cette méthode obtient des résultats comparables 2i 

ceux des autres principaux tests, tant en sensibilité qu'en spécificité, 

sans cependant offrir de réels avantages supplémentaireç. Elle est 

réalisable auçsi bien avec & liquide hydatique camplet qu'avec des 

fractions purifiées (Musiani et al.-1974). I l  est auçsi possible d'adapter 

le procédé en une rnicrométho& (Ivlusiarti et al.-1974). 

La présence d'un taux élevé d'immunoglobulines & classe E est une 

caractéristique immunologique importante des maladies parasitaires dont 

l'hydatidaçe fait partie. L'existence d'une réaction de type Arthus ou 

d'hypersensibilité retardée & type IV a pu @tre mise en évidence &nç un 

peu plus de la moitié des cas d'hydatidoçe (Capron et al.-1976). Cette 

réaction n'a malheureusement que peu d'intérêt pour le diagnostic. Par 

contre la présence d'IgE de type anaphylactique a permis les premiers 

essais & détection d'IgE dans l'hydatidose par la réaction 

d'hypersensibilité imnédiate de Casoni. 



7-1 - IntradermcrrBaction de Casoni 

Cette technique, mise au point par Casoni-1911, détecte 

l'hyperçensibilité immédiate de type anaphylactique (type 1 & Gel1 et 

Coombç). Elle met en évidence l'allergie cutanée par injection 

intradermique d'antigène hydatique. Elle est positive dans 71,SA des cas 

d'hydatidoçe mais on constate & nombreux phénomènes de réactions croiçéeç 

avec d'autres parasitoses (notamment d'autres ceçtodes) rendant le test 

ininterprétable. On rote aussi l'existence de cas de faux positifs dûs A 

une réactivit8 immédiate non spécifique (10 A 18% des cas). Du fait de ces 

problèmeç, le test de Caçoni n'est plus guère utilisé A l'heure actuelle. 

7-2 - Recherche des ISE totales et çpécificps 

Environ 7û% des malades possèdent un taux d' IgE supérieur A la 

normale et cette réponse E apparaît être essentiellement tournée vers la 

reconnaisçance de la fraction antigénique 5 du liquide hydatique (Deçsaint 

et al.-1975, Afferni et al.-1984). La méthode comprend généralement une 

détermination quantitative des IgE totales, ainsi qu'une appréciation 

qualitative deç IgE anti-fraction 5. On utilise fréquemment les techniques 

d'ELISC\ ou de W T  (RadiuAllergoSorbent Test). Cette dernière analyse est 

ba&e sur un principe identique A un RIA, si ce n'est l'utilisation 

d'anticorps radiomarqués anti-IgE spécifiques. La détection d' IgE 

spécifiques est observée dans 5% des cas et ne semble pas être soumise .3 

des variations de sensibilité en -Fonction de la localisation du kyste. De 

par sa sensibilité, ce procédé apparaît canne une aide appréciable au 

diagnostic de l'hydatidoçe, surtout dans les cas de séronégativité (AFFerni 

et al.-1984). Il poççède aussi l'avantage de pouvoir être utilisé pour le 



suivi des patients, aprèç chirurgie ou traitement chimique, et pourrait 

aussi permettre l'établissement'de critères d'évolutivité de la maladie 

(Sainte-Laudy et al.-1W). 

IV - DI-TIC : NU=ESSITE DE L'OBTENTICW D'LN M I -  STAMMDIÇE 

SPECIFIWE DE L'HYINTIWSE. 

Le dépistage de maladies parasitaires telles que l'échinomccose 

nécessite & disposer de tests de diagnostic fiables, dont les deux 

critères majeurs sont la sensibilité et la spéci+icité. Si les techniques 

actuel les d' imrrmnodiagnostic de l'hydatidose bénéficient d'une sensibi 1 ité 

suffisante, en réalité, aucune d'entre elles n'est vraiment sûre quant A sa 

spécificité a Echimcmccus. C'est dans la difficulté A standardiser les 

préparations antigéniques que réside la sciurce des problémes rencontrés. 

L'utilisation d'antigènes peu caractérisés, plus ou mins purifi-, 

représente la cause principale des erreurs enregistréeç. La variabilité des 

sources antigénique, tant geographique qu'animale, ainsi que la présence 

de substances contaminantes provenant & l'hôte, engendrent nécessairement 

des modi-Fications biochimiques et imnologiques interférant directement 

au niveau des tests sérologiques. De plus, l'analyse des constituants du 

liquide hydatique a permis de mettre en évidence la préçence de substances 

communes entre E.aranuloçuç et d'autres parasites, ainsi qu'avec les 

mifères-hôtes. L'existence de ceç rommunaut& expliquent donc les 

phénoménes de réactions croisées observées par la plupart des auteurs 

lors des tests sérologiques. L'ensemble de ces événements concourt A 

générer de nombreuses variations responsables des déf-aillances des tests 

d'imnodiagrostic. Le problème actuel est donc de parvenir A éliminer ces 



interférences et donc d'établir une standardisation des antigènes 

parasitaires. Augmenter la spécificité des techniques de diagnostic 

implique d'intervenir A plusieurs niveaux. Tout d'abord, il s'agit de 

caractériser et d'bliminer les constituants non parasitaires, ou tout 

composant exprimant une cammunauté complète ou partielle avec une 

sutstance de l'hôte. E l  faut ensuite identi-fier, isoler et prodiire 

faible coût un ou deç antigènes spécifiques di parasite. 

C'est vers cet objectif que ce sont naturellement tournés la plupart 

des travaux récents sur l'hydatidose. Bien que la présence d'épitopes 

cammuns avec l'hôte soit encore relevée (Russi et al.-1974, Ben Ismail et 

&.-1980), la majorité des substances d'origine non parasitaire a pu Qtre 

éliminée du liquide hydatique grâce b l'utilisation des techniques 

biochimiques. 

Actuellement, le développement des techniques de biologie moléculaire 

offre, dans ce contexte, de nouvelles possibilités d'investigation et 

d'étude, de par leur spécificité et leur sensibilité. Elles permettent non 

seulement d'identifier et de caractériser les produits des gènes, mais 

aussi d'étudier et d'analyser la structure du génome parasitaire et son 

organisation. Ikrç dif33remr;es génétiques ont ainsi été mises en &videme 

entre les génomes d'E.qrawlosus et d'E.multilocularis, voire mgme entre 

les génomes des différentes souches d'E.qranulosus (Mdvlanus et al.-1985, 

Mdvlanus & Simpson-1985). Cette approche moléculaire n'est pas sans 

importance diagnostique. En effet, le développement de sondes ADN 

spécifiques d'espèce peut permettre l'identification et la caractérisation, 

chez l'hôte définitif, des oeufç d'&chirocoqueç, difficilement 

distinguables de ceux des  autres ténias. De récents travaux ont permis 

l'élaboration de telles sondes nucléiques permettant la différenciation 

entre les oeuf% d'E.qrarmlosus et de T.saqinata ainsi que de l'espèce 



voisine E.multilocularis (Bretagne et al.-19901, voire même 

l'identification de souches difFérentes chez E.qranulosus (Rishi & 

McManuç-1987). Ces sondes pourrait conduire A la mise au point de tests 

simples et facilement réalisables ("Çouthern blot" w mieux "dot blot") en 

vue d'une utilisation diagnostique couvante chez l'hôte définitif (Bretagne 

et al.-1990). 

Mais, la mise au point d'un nouveau test de diagnostic chez l'hôte 

intermédiaire (homme au animal) nécessite de disposer, pour les tests 

sérologiques, & quantités importantes d'antigènes aux caractéristiques 

bien définies et toujours stables, que les modalités actuelles de 

préparation des antigènes ne sont pas en mesure & fournir. Dans cette 

optique, la biologie moléculaire canstitue aussi un outil intéressant, de 

grande potentialité par sa capacité A permettre la production d'un 

polypeptide donné en quantité importante et A faible coût. De récents 

travaux réalisés sur l'échinococcose alvéolaire ont permis l'identification 

et l'isolement de clones synthétisant des polypeptides spécifiques 

d'E.multilocularis (Vogel et al.-1988, Hemnings & Mdvlanus-1989). 

L'application de ces molécules recombinantes à des tests sérologiques de 

type E.L.I.S.A. s'est révélée particulièrement intéressante pour une 

application diagnoçtique, tant en sensibilité qu'en spécificité (Miiller & 

a&.-1989). Ceç résultats enccurageants ont incité à entreprendre le 

clonage moléculaire des antigènes d'E.aranulosus, et en particulier celui 

de l'antigène 5. Cet antigène caractérisé par Capron et al.-1967, 1970, 

représente l'antigène majeur du liquide hydatique dont les potentialités 

diagnostiques sont les plus intéressantes. Très immwiogène, il apparaît 

être majoritairement reconnu par les sérums d'animaux et de patients. 

Cette molécule, invariablement retrouvée dans tous les liquides 

hydatiques, quel que soit l'animal parasité ou la localisation du kyste 



dans l'organiçme, indiit chez l'hôte, une réponse anticorps spécifique, 

observée dans la majorité cies cas d'hydatidoçe. Ce sont cette 

immunogBnicité et cette absence de variabilité qui lui conférent une 

réelle valeur diagnostique. De plus, de récents travaux basés sur 

l'utilisation d'anticorps monoclonaux anti-antigène 5, ont permis non 

seulement de caractériser biochimiquement la molécule (Di Felice e2 

a&.-19861, mais encore d'identifier sur celle-ci un épitope protéique 

spécifique d'E.aramlosus (Chamekh et al.-1990). 

C'est dans ce contexte qu'ont été réalisés nos travaux qui ont conduit 

A 1' identification et A 1' isolement d'un clone d'E.aranuloçus (Eg6) , A 

partir d'une banque d7AMUc. La caractérisation & œ clone a permis de 

mettre en évidence l'antigénicité de la protéine de fusion correspondante 

vis A vis des sérwnç de patients atteints d'hydatidoçe, et de l'anticorps 

monoclonal EG 02 154/12 spécifique de l'épitope proMique de l'antigène 5 

d'E. ~ranulosus. 



RESULTATS - DISCUSSION 
- 



1 - EXTRACTIMl D ' W  - TiWlLCTIMl IN VITRO 

1 - Tracktion in vitro d'&Rh extrait & protosmlex d'E.aramlosus 

La technique employée pcur l'extraction d ' W  de protoçcolex 

d'E.qranuloçuç est inspirée de celle décrite par Chirgwin et al.-1979, 

utilisant l'ultracentrifugation sur -sin & chlorure de céçium après 

homogénéisation des cellules en milieu dénaturant (thiocyanate de 

guanidiun 4M). Les protascolex da E.aranuloçus proviennent d'une ponction 

d'un kyste hépatique ovin de souche algérienne. Ils sont préparés par 

sédimentation puis directement congelés en azote liquide afin d'éviter au 

maximum la dégradation enzymatique par les RNases. 

Par cette méthode, nous avons obtenu 800 ug d'MN total A partir d'une 

quantité d'environ lg & parasites. 

Afin de tester l'intégrité & l'ARN, des essais de traduction in vitro 

ont été effectués. Dans un premier temps, mus avons utilisé le lyçat de 

rétimlocytes de lapin connu pour son efficacité en modèle eucaryote. M i n  

de standardiser le système avec 1'AWV d'E.qramlosw, différents rapports 

en ions K+ et Mg2+ ont été testés, variant & 9 W  2i 225 mM pour les ions 

potassium et & 0,67nuM A 2,6 mM pour les ions magnésium. Cependant, les 

taux d'incorporation de méthionine 35s restaient toujcurç très faibles 

(au maximum un facteur 4 de stimulation) m@me pour des valeurs optimales 

d'AM (2ûû ng/ul final), par rapport aux taux obtemiç avec 1 ' W  témoin, 

ARN di virus de la mosaïque du tabac (facteur de stimulation variant entre 

110 et 150). La modification de diWérents facteurs pouvant agir sur le 

pwrcentage d' i nmrporation & méthionine (quanti té d' acides ami nés 

froids, quantité d'acide aminé radioactif) n'a pas apporté d'amélioration 



notable.. Une analyse en gel de polyacrylamide-SE des produits de 

traduction ainsi préparéç a été réalis& et n'a visualisé que des 

polypeptides de très faibles masses moléailaires. Au vu de ces résultats, 

un autre système de traduction in vitro a été sélectiont-6. La traduction a 

été réalisée dans un système constitué d'un extrait de germes de blé et 

généralement utilisé pour les modèles procaryotes et parfois parasitaires. 

Ce modèle possède l'avantage de ne pas wntenir d' ions K+ et une 

concentration en ions Mg2+ trèç faible, permettant ainsi de pouvoir 

ajuster le rapport K+/Mg2+ pour chaque type d'Am étudié. Deç 

concentrations non optimales en ions potassium peuvent induire des 

perturbations au niveau de la synthèse de la chaîne peptidique et amener 

une terminaison pr8matur&. C'est pourquoi une standardisation a &té 

réalisée afin d'optimiser les résultats avec 1'- & protosmlex. 

DifFérentes concentrations en ions potassium et magnésium ont été testées 

(K+ : 31,s mM, 65 mM, 158 rrtîl, î20 rriM ; MgZ+ : 0,9 mM, 1,s mM, 1,7 dl). Il 

s'est avéré que pour une quantité moyenne de 150ng/ul final d'ARN total, 

un rapport de 158 rriM de potassium pour 0,9 mM de magnésium (concentrations 

finales) est défini comme optimal et permet d'obtenir les meilleurs 

rendements & tradiction de l'Am d'E.qranuloçus (cf figure 5). Dans ces 

conditions, le t a u x  de stimulation d'incorporation de méthionine marquée 

au soufre 35 est de 6 pour l'MN d' E.qramloçuç A rapporter au taux de 

18,l pour l'Am témoin (ARN messager du virus de la moçaique du tabac 1 .  

Une cinétique réalisée dans ces conditions a permis de définir un temps 

optimal de réaction de 6û mirutes au terme duquel le taux de synthèse 

protéique atteint son maximwn (résultat non montré). 

Les produits de traduction totaux ont été analysés sur gel de 

polyacrylamide-SDS, en conditions réductrices (cf figure 6 - bande 1). Le 

profil @&val montre des polypeptides de tailles variant de 100 kDa 



FIGURE 5 : Tradction in vitro d ' W  d'E.qranuloçuç en extrait de 
germes de blé - Détermination des conditions optimales : K+/Mg2+. 

cpmlpl d'extrait 

36000 7 

Dans les conditions optimales (158 mM K+ - 0,9 Wl Mg2+) le taux de 
stimulation d'incorporation de méthionine marquée au soufre 35 et de : 

6 p a r  1'ARNd7E.qranulcsuç 
18,1 pov 1 ' W  témoin 

Le taux de stimulation correspond au rapport &I taux d'incorporation de 
l'échantillon considéré suv celui d'un échantillon ne contenant pas d ' W .  



moins de 18 kDa. Une bande majeure est remarqu&e A 45 kDa. 11 apparaît 

qu'une partie du matériel marqué par la méthionine 3 5 ~  ne pénètre pas dans 

le gel, probablement gêné durant sa migration par des molécules & fortes 

masses moléculaires. 

2 - Immuroprécipitation des produits de traduction in vitro 

Avant d'envisager le clonage d e  antigènes d'E.qranulosus, nous avons 

v&rifié, au sein de 17AWV extrait, la présence d'MN messager codant pour 

des peptides possédant effectivement des propriétés antigéniques. Pour 

cela, les produits de traduction vitro ont été testés par 

immprécipitation vis & vis de différents sérums avant d'être m i s  à 

une électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS. 

2-1 - Imnuioprécipitation par les sérums humains d'infection 

DifFérents sérums & patients atteints d'hydatidoçe confirmée ont 

été choisis. Fiprès caractérisation par imnoélectrophorèse (IEP), trois 

types de sérums sont sélectionnés : des sérums de malades possédant entre 

3 et 6 arcs en IEP, dont l'arc 5; des sévums ne veconnaissant que l'arc 5; 

et un autre type de sérum caractérisant 1 arc en IEP qui ne correspond pas 

& l'arc 5. Les sérums du premier groupe reconnaissent deç polypeptides de 

tailles variant entre moins de 15 kDa et 40 kDa. Les bandes majeures se 

situent A 33, 17,5, 20 et 15,s kDa (cf figure 6 - bandes 3 et 4). Les 

sérums humains spécifiques de l'arc 5 (graupe 2) imnumprécipitent quant h 

eux deux polypeptides de 33 et X) kDa (fig. 6 - bandes 6 et 7). Le sérum 



FICURE 6 : Imnunoprécipitation des produits de tracktion in vitro d'WN 
d'E.oramlosus par différents sérums de patients hydatiqueç et analyse 
électrophorétique en gel de polyacrylarniôe-SE en conditions réductrices. 

1 : Produits de trahction totaux m n  imninoprécipités 
2 : Sérum humain témoin 

3 et 4 : Sérums de patients infestés par E.aranultrsuç 
(IEP : bar-, arc 5+) 

5 : Sérum de patients hydatiques, IEP : 1 arc, pas d'arc 5 
6 et 7 : Sérum de patients hydatiques, IEP : 1 arc, arc 5 



humain ne répondant pas vis -3 vis de l'arc 5 en IEP (groupe 3) réagit 

faiblement avec des produits de traduction de faibles masses moléculaires 

(17,5 kDa et moins), (figure 6 -bande 5). Un sérum humain témoin, analysé 

1 

dans les mifimes conditions, ne réagit vis A vis d'aucun d e s  produits de 

tracLction de 1 ' W  d' E.qramloçus. 

Ces réçultats démontrent donc que l'MN de protoscolex code pour 

1 certains antigènes d'E.qranuloçuç qui correspondent A des structures 
1 
1 peptidiqueç reconrmeç par le système immunitaire humain lors d'une - 

1 infestation et dont le clonage moléculaire peut être envisagé. 

2-2 - Ifmunoprécipitation a l'ai& & l'antimrps monoclonal EG 02 

154/12, spécifique de l'antigène 5. 

L'anticorps monoclonal EG 02 13/12 décrit par Chamekh et al.-1990 

est dirigé wntre l'antigène 5 d'E.~ranulosus, plus particulièrement 

contre un épitope spécifique d'E,~ramiloçuç, répétitif et également cible 

des sérums de patients. L'observation selon laquelle aucune modification 

de reconnaissance de 1 'antigène par I 'anticorps monoclonal n'était induite 

par la déglycoçylation et par la délipidation était en faveur de la nature 

protéique de l'épitope et nous a donc incité A utiliser l'anticorps 

momclonal EG 02 154/12 pour innunoprécipiter les produits de traduction 

in vitro de 1'ARN extrait d e s  protoçcolex. Dans les m ê m  conditions - -  

d'immprécipitation et d'électrophorèçe que précédemnent, l'anticorps 

monoclonal EG 02 13/12 reconnaît une nmléaile de 33 kDa, ainsi que 

d'autres polypeptides de masses moléculaires plus faibles, essentiellwnent 



FIGLlRE 7 : Inmuwprécipitation des prodiits de traduction in vitro d'/YaV 
d'E.qramilosus par l'anticbrps monoclonal EG02 154/12 et analyse 
électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS en conditions rédictrices. 

1 : Produits de traduction totaux non imnunoprécipités. 
2 : Sérum humain témoin. 

3 et 4 : Sérums & patients hydatiques spécifiques de l'arc 5 
(IEP : 1 arc = arc 5 ) .  

5 : Anticorps monoclonal EG 02 154/12 spécifique de l'antighne 5. 
6 : Ascite témoin (SPM).  



situées entre 18 et 14 kDa (cf figure 7 - bandes 5 et 6 ) .  Une ascite 

t&noin testée de maniére identique ne réagit pas vis A vis deç probiits de 

traduction. 

Il apparaît ainsi clairement que l'épitope cible de l'anticorps 

monoclonal est de nature protéique. Le fait qu'un peptide de 33 kDa soit 21 

la fais imnunoprécipité par l'ensemble deç sérums humains (hormis par ceux 

qui ne réagissent pas vis A vis de l'arc 5) et par l'anticorps monoclonal 

spécifique de l'antigène 5, suggère que ce polypeptide puisse correspondre 

A la partie peptidique de l'une des sous-unités de l'antigéne 5, d'autant 

plus que cette observation peut etre rapprochée des résultats de Chamekh 

et al.-1990 montrant la composition de l'antigéne 5 en deux sous-unités de 

37 et 22 kûa, ou e m r e  aux résultats de Shepherd & Md%krus1987 décrivant 

l'antigène 5 comme l'association non covalente de 2 molécules de 38 et îû 

kDa. 

Considérant l'ensemble de ces observations, le clonage des antigènes 

d'E.qranulosus a été entrepris et a constitué l'étape suivante de ce 

travai 1. 

1 - Construction de la banque d' AMVc. 

La technique choisie pour la construction de l'Am complémentaire 

utilise l'action de plusieurs enzymes de modification. La transcriptase 

reverse (RT) permet la synthèse du premier brin de l'Am complémentaire de 

l'AWV, utilisant comme initiateur un oligonucléotide de synthèse 



(oligodT). La ribonucléase perfore ensuite 1'ARN. Les morceaux restants 

serviront d'amorce A l'&MU polymérase 1 qui fabrique le second brin de 

17&DN. L'utilisation en phase finale de l'ADN polymérase T4 permet de 

digérer les parties encore simple brin afin de créer des bouts francs. 

Une quantité égale A environ 3ûû ~g d'&RN total d' E.uranuloçus a été 

utili- pour la synthèse de 1'AûNc selon ce protocole. Une quantité 

estimée A 550 ng d'ADN double brin A bouts francs a pu ainsi être 

synthétisée. La moitié seulement de cet ADNc a été utilisée pour la 

comtruction de la banque en vecteur phagique. 

La banque a été réalisée en vecteur d'expveçsion lambda gtll afin de 

pouvoir sélectionner les clones recumbinants A l'aide d'anticorps. 

Le site d'insertion est choisi pour permettre l'expression & la protéine 

Btrangère sous forme d'une protéine de fuçion avec la fl-galactoçidase 

dont la synthèse peut @tre induite par adjonction d71PTG 

(Içopropyl-PD-Thiogalacbpyranoçide). L'AïNc est intégré dans le site 

unique EwRI du phage gtll qui se situe A l'intérieur du gène lacZ codant 

pour la &galactoçidaçe. Pour cela, cles adaptateurs de synthèse de 

séquence 5' -GGCIATTCC-3' sont 1 iés aux extrémités franches de 1 ' AûNc A 

l'aide d'une ligase, permettant ainsi la création de bouts collants E d I  

et l'insertion de l'ADN dans le génome du phage. 

Après avoir protégé les sites EcoRI internes par méthylation, 1'AûNc 

d7E.sranulosuç est intégré dans le site EwRI & phage lambda gtll. 

Grâce aux propriétés ai vecteur dgtll, les individs génotype parental 

peuvent être différenciés des individuç recombinants. Les premiers 

produisent une p-galactosidase complète, active, qui peut réagir avec 

son substrat (le X-gal : 5-bromo-4-chloro-3-indoly1-/3-D-galactoçide), 

créant ainsi une coloration bleue caractéristique. Les phages 

recombinants expriment une p-galactosidase sous forme modifiée par sa 



fusion avec un polypeptide étranger. Il s'ensuit pour l'enzyme, une perte 

de réactivité et les plages de lyse apparaissent alors sans coloration. 

Le titre & la banque est alors aisément estimé et nous avons pu évaluer 

dans notre expérience A environ 1,6. 106 le nombre de rembinants obtenis 

a partir d'une quantité initiale de 225 ng &MVc (équivalant A 2-3 ug 

d ' A M  estimés). 

2 - Sélection des clones 

Pcur tester la réactivité âes clones avec les anticorps, la banque est 

étalée sur cies boîtes de Pétri A raison de 1 0  A 2ûûOû phages par boîte. 

Une empreinte de chaque étalement est réalisée sur une feuille de 

nitrocellulose où sont adsorbées les pvotéines de fusion induites par 

1' IPTG. Les sérums sont mis en contact avec les filtres puis la présence 

d'une réaction antigène-anticorps est révélée par l'utilisation d'un 

deuxième anticorps anti-imxlmglobulineç humaines marqué par la 

péroxidase. Malgré la sensibilité de la technique, des art&facts peuvent 

apparaître, responsables de l'isolement & clones apparemment positifs. 

C'est pourquoi un second criblage est généralement réalis& avant la 

purification complète des phages sélectionnés. 

Cinq sérums & patients atteints d'hydatidoçe confirmée ont été 

sélectionnés sur leurs caractéristiques imnoélectrophorétiques (de 3 A 6 

arcs en IEP, dont l'arc 5) et utilisés en mélange afin d'augmenter la 

probabilité de réaction avec les différents antigènes expriméç. Lors d'un 

premier criblage effectué sur 5.10~ phages, 43 clones ont été re@rés. 

Fifin & confirmer leur positivité, un second criblage a été réalisé. Pour 

cela, une purification partielle a été faite pour chacun d'eux et un 



sélection, los clones chiais ewit i nawau testés v i s  v i s  d'un &lange 
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nouveau test a été pratiqué sur les clones isolés. Cette seconde sélection 

a permis de cofiirmer 13 des 43 clones sélectionn& initialement, pour 

leur capacité a exprimer une protéine de #usion par les anticorps humains 

d'infection (cf figure 8). 

3 - Analyse des  clones obtenus. 

Les treize clones recombinants ont été purifiés puis l'ADN phagique a 

été extrait pour chacun d'entre eux. Aprh digestion par EcoRI, une 

analyse électrophorétique en gel d'agaroçe-TBE a été réalisée, afin de 

mettre en évidence les différents inserts (résultats m n  montrés). Une 

estimation de leurs tailles a été réalisée, révélant un insert de 130 pb 

pour le clone 1, de 138 pb pour le clone 2, de 216 pb pour le clone 3 et 

de 456 pb pour les dix autres. La présence d'insertç de tailles égales 

dans 10 cas sur 13, nous a amené A soupçonner l'existence d'une identité 

entre ces clones. Des tests d'hybridation ont donc été effectués, 

utilisant camme sonde l'insert & l'un de ces dix clones, en l'occurrence 

le clone Eg6. La technique choisie permet une analyse des clones 

recombinants directement après empreinte sur nitrocellulose. Les 

différentes cultures phagiques sont réalisées sur boîte de Pétri, chaque 

clone étant individualisé sous forme d'une goutte. Afin d'éviter tout 

risque d'hybridation croisée entre l'ADN phagique et l'insert du clone Eg6 

extrait A partir ai lambda gtll, un mus-clonage ch clone Eg6 (456pb) a 

été réalisé antérieurement en vecteur M13. La sonde utilisée par la suite 

a été préparée partir de l'ADN de l'insert 6 d'un clone Ml3 recambinant. 

La figure 9 montre les résultats de l'hybridation de cette sonde avec 



FIGURE 9 : Test d'hybridation entre les clones recombinants AEg et l'ADN 
de l'insert & clone Eg6. La sonde radiomarquée AüN 6 est testée vis a 
vis des 13 clones Agtll sélectionnés par les sérums de patients hydatiqueç 
( 1  A 13). Le lambda sauvage (Cl), le lambda gtll (C2) et un clone 
exprimant un antigène de Schistoçoma mansoni (C3) ou de Toxoplasma gondii 
(C4) ont été utilisés comme contrôles. 



les 13 clones lambda gtll rembinants sélectionnés par les sérums 

hwnains. Aucun signal n'est mis en évidence vis A vis d e s  clones 1 (130 

pb), 2 (138 pb), 3 (216 pb), permettant de penser que ces derniers 

poçsédent des séquences différentes de celle de l'insert 6. Par contre, 

les clones 4 A 13 paraissent s'hybrider avec la sonde considérée suggérant 

des séquences similaires. L'utilisation de conditions strictes lors de la 

réaction d'hybridation nous renforce dans l'idée d'une identité entre ces 

séquences. 

L'existence au sein de la banque non amplifiée d7GDNc d'E.qranulosus 

de 10 clones identiques sur les 13 initialement çélectionnés par les 

sérums de patients, indique nécessairement une grande représentativité du 

message au sein de l ' W  qui a permis la cocxitruction de 1'ADNc. En effet, 

ces 10 clones constituent en réalité les diff&rentç représentants d'un 

même message présent dans 17AW\I extrait des pvotoscolex d'E.qranulows. 

ûes expériences réalisées sur l'&EN messager n'ont pu mettre en évidence 

ni la taille, ni la fréquence de ce message. Néanmoins, considérant A la 

fois sa grande représentativité dans la banque, ainsi que les propriétés 

antigéniques de la protéine de fusion correspondante avec les sérums de 

patients atteints d'hydatidose, l'analyse de l'un de ces 10 clones a été 

poursuivie. Les résultats suivants concernent plus particulièrement 

l'étude du clone ADNc 6 d' E.qranulosus (Eg 6 - 456 pb). 



III - ElUDE W CLMUE Eg 6 D'EîXINM=OMXIS  OSU US 

1 - Spécificité parasitaire 

L'AüN de l'insert du clone 6 d'E.qranulosus a été préparé afin 

d'obtenir une sonde radioactive permettant de rechercher au sein du génome 

d'autres organismes des çéquences similaires. 

Le hareng et le mollusque Biomphalaria qlabrata ont été choisis comme 

témoins négatifç, car çuffiçamment éloignés dans l'échelle phylogénique. 

La son& a été testée vis A vis de 1'AûN & parasites plus ou moins 

proches. La figure 10 montre les résultats de cette hybridation. En dehors 

d'une réaction positive avec l'ADN d'E.qrawlosus, aucun signal n'est mis 

en évidence contre l'ADN des témoins négatifç, ni contre celui des 

autres parasites tels que Toxoplasma qondii (protozoaire), et Schistoçcxna 

mansoni (tuématode). Si aucune homologie ne semble exister entre le clone 

Egb et l'ADN de ces parasites, il ne nous est pourtant pas permis 

d'affirmer que la séquence clonée est spécifique d'Echinococcus 

granuloçus. Une confirmation serait nécessaire, notamnent par hybridation 

avec l'ADN d'E.multilocularis ou d'autres cestodes proches cwnme le 

Taenia. 

2 - Séquençage nucléotidique du clone Eg 6 

Afin de déterminer la séquence nucléotidique de l'inçert d'ADNc du 

clone Eg 6, un sous-clonage a été effectué en vecteur M13. Un grand 

nombre de vecteurs M l 3  existent, tous dérivés du M l 3  sauvage et qui se 



FIGUE 10 : Spécificité parasitaire & clone remmbi~nt Egb. La sonde 
radiomarquée ADNc 6 est testée par hybridation vis A vis de l 'ADN de 
divers organismes. 

1 : ADN de hareng. 
2 : ADN de Biomphalaria alabrata. 
3 : ADN d'E.aranulosus. 
4 : FiDN de Toxoulasma qondii. 
5 : AMV de Schistosma mansoni . 



FIGURE 1 1  : Sais-clonage du clone Eg6 en vecteur Ml3 avant séquençage 
nucléotidique. 

CLONE 6 

sens de  synthese de I'ADN - 
matricea monobrinr 

iA13rnpte M13-Eg6 

deux tena dlnrertlon 

sens de synthese de I'ADN - 
motdcea monobrinr 
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différencient les uns des autres par leur çéquence "polylinker" 

(rassemblement de plusieurs sites de restriction enzymatique). Ils sont en 

général construits par paire, l'un possédant l'ordre inverse des sites de 

restriction du polylinker de l'autre. Ceci permet l'insertion de .fragments 

d'ADN A terminaisons asymétriques et favorise le clonage directionnel. Le 

séquençage est alors réalisé simultanément sur chaauis des deux brins. 

Pour le clone Eg 6, la petite taille de l'iffiert (456 pb) n'a pas 

nécessité d'envisager la coupure enzymatique de l'ADN pour effectuer 

l'analyse de la séquence. Le clonage directionnel était inutile. L'insert 

a été extrait de l'ADN phagique du vecteurAgtl1 recombinant par coupure A 

l'aide de l'enzyme de restriction EcoRI. Après purification, il a été 

intégré dans le site correspondant du phage Ml3 mp19. L'orientation de 

l'insert lors de cette intégration s'est faite de manière aléatoire. Il 

s'est avéré que, parmi les clones Ml3 recombinants obtenus, les deux 

orientations de l'insert étaient représentées, permettant un séquençage de 

chacun des brins complémentaires (voir figure 11). Eéant donné que 

l'utilisation du séquenceur automatique 37W (Applied Biosystem), 

permettait alors la lecture d'environ 50C, pb par essai, nous avons pu 

séquencer l'insert 6 dans sa totalité en un seul temps. L'analyse a permis 

de déterminer une séquence nucléotidique de 456 pb pour le clone 6 (cf 

figure 12). Afin de confirmer les lectures, l'analyse a été e-f-fectuée au 

moins deux fois, sur chacun des brins complémentaires, en utilisant A 

chaque essai des matrices provenant de clones Ml3 recombinants 

différents. 



1 GAA TTC GTA GAC ATC AAC ATT GCA TCT AAA GTC GCG GAT GCT T T C  CAG AAG 

E F V D I N I A S K V A D A F Q K 1 7  

52 AAT AAG GAG AAG ATT ACT ACT ACC GAC AAA CTG GGT ACT GCT CTC G A G  CAG 

N K E K I T T T D K L G T A L E Q M  

103 GTT GCT TCC CAA TCA GAA AAG GCA GCT CCC CAA C T T  TCT AAA ATG CTG ACG 

V A S Q S E K A A P O L S K M L T 5 1  

154 GAA GCT T C T  GAT GTC CAT CAG CGT ATG GCC ACT GCC AGA AAG A A T  T T C  AAT 

E A S D V H Q R M A T A R K N F N 6 8  

205 AGT GAG GTT AAT ACC ACC TTC A T T  GAA GAT T T G  AAA AAC TTC T T G  AAC ACC 

S E V N T T F I E D L K N F L N T 8 5  

256 ACG C T T  AGC GAG GCC CAG AAA GCA AAG ACC AAG CTG GAG GAG G T T  CGA CTA 

T L S E A Q K A K T K L E E V  R L 1 0 2  

307 GAT TTG GAC T C T  GAC AAG ACT AAA TTG AAG AAT GCT AAG ACT GCG G A A  CAG 

D L D S D K T K L K N A K T A  E Q 1 1 9  

358 AAG GCC 'AAG TGG GAG GCC GAG G T G  CGA AAA GAC GAA AGT GAC TTC G A T  CGA 

K A K W E A E V R K D E S D F D R 1 3 6  

409 GTG CAC CAA GAA T C T  CTT ACT ATC T T T  GAG AAG A C T  TGC AAA GAA T T C  

V H Q E S L T  l F E K T C K E  F 152 

FIGURE 12 : w n c e  nucléotidique et séquence peptidique mrrespondante 
dr clone Eg6. Les sites EcoRI (çoulign&ç) font partie de la séquence qui 
contient 456 pb codant pour 152 acides aminés. La masse moléculaire 
calail&e du peptide est évaluée A 17,3 küa.  



Les résultats ont montré que la séquence des adaptateurs de 1'ADNc 

n'est pas retrouvée, ni A l'extrémité 5', ni A l'extrémité 3' de la 

séquence de l'insert (d figure 12). Les sites EcoRI obtenus apparaissent 

donc comme des sites de restriction internes de l'AM\Iç, non protégés 

durant la réaction de méthylation qui précède l'intégration dans le phage 

gtll. De toute évidence, l'insert Eg6 ne constitue qu'une partie interne 

ch géne codant pour l'antigéne parasitaire. 

3 - Séquence de la protéine mdée par l'insert Eg 6. 

Un seul cadre de lecture ouvert est retrouvé sur la séquence 

micléotidique de l'insert Eg 6 (cf figure 12). Il apparaît en phase avec 

celui du phage lambda, permettant ainsi l'expression du polypeptide 

correspondant sais la forme voulue d'une protéine de fusion avec la 

p-galactoçidase. Ce polypeptide est constitué de 152 acides aminés dont la 

masse moléculaire calculée est évaluée A 17,3kDa (cf figure 13). 

Une étude théorique de cette çéquence protéique est réalisée A l'aide 

du logiciel PC Gene (Genofit). L'analyse de la structure secondaire a 

défini une structwe majoritairement a-hélicoidale, pour plus de W A  (CS: 

figure 14). 

ûes sites potentiels de glycoçylation ont été retrouvés sur les acides 

aminés 72 et 84, ainsi que 5 sites potentiels de phoçphorylation, sur les 

acides aminés X, 39, 62, 106 et 148 (cf figure 13). 

Une prédiction des déterminants antigéniques a été faite selon la 

méthode de Hopp-& Woo&-1981. Elle a permis de &finir 6 zoneç de -Forte 

antigénicité (& A A F, cf figure 15), établies selon le prof-il 

d'hydrophi 1 icité. 



FI- 13 : Analyse de la séquence protéique déduite du clone Eg6. 

1 Glu Phe Val Açp Ile Asn Ile Ala Ser Lys Val Ala Açp Ala Phe 

16 Gln Lys Asn Lys Glu Lys Ile Thr Thr Thr Asp Lys Leu Gly Thr 

31 Ala Leu Glu Gln Val Ala Çer Gln Çer Glu Lys Ala Ala Pro Gln 

46 Leu Çer Lys Met Leu Thr Glu Ala Ser Açp Val His Gln Avg Met 

61 Ala Thr Ala Arg Lys Açn Phe Asn Çer Glu Val Açn Thv Thr Phe 

76 Ile Glu Açp Leu Lys Asn Phe Leu Asn Thr Thr Leu Çer Glu Ala 

91 Gln Lys Ala Lys Thr Lys Leu Glu glu Val Arg Leu Açp Leu Açp 

106 Ser asp Lys Thr Lys Leu Lys Asn Ala Lys Thr Ala Glu Gln Lys 

121 fila Lys Trp Glu Ala Glu Val Avg Lys Asp Glu Ser Açp Phe Asp 

136 Arg Val His Gln Glu Ser Leu Thr Ile Phe Glu Lys Thr Cys Lys 

151 Glu Phe 

Composition en acides ami& : 

Ala (A) : 16 Cys (C) : 1 His (H) : 2 Met (M) : 2 Thr (Tl : 15 
Arg ( R )  : 5  Gln(Q) : 8  Ile(1) : 5  Phe(F) : 8  Trp(W): 1 
Açn (N) : 8 Glu (E)  : 17 Leu (L) : 12 Pro (P) : 1 Tyr ( Y )  : 0 
Açp (D) : 11 Gly (G) : 1 Lys (K I  : 21 Çer (SI : 10 Val (V )  : 8  

Nombre de réçidus : 152 acideç aminés. 

Masse moléculaire calculée : 17 288 Da. 

Sites potentiels de N-glycosylation : 2 sites 
1 : Acide aminé 72 : FNSEV N TTFIE. 
2 : Acide aminé 84 : M L  N TTLSE. 

Sites potentiels & phoçphorylation (protéine kinase C )  : 5 sites 
1 : Acide aminé 25 : EKITT T DKLGT. 
2 : Acide aminé 39 : W W  S W P .  
3 : Acide aminé 62 : HG)RMA T A R W .  
4 : Acide ami& 106 : RLûLD S KM. 
5 : Acide aminé 148 : TIF= T W. 



FIGURE 14 : Analyse de la structure secondaire de la protéine déchite de 
la séquence nucléotidique al clone Egb. 

X : hélice 
S : enroulement 
- : extension 



FI- 15 : Prédiction des déterminants antigéniques présents sur la 
protéine déduite de la séquence nucléotidique & clone Egb (152 acides 
aminés) par analyse du profil d'hydvophilicité. 

Profil d'hydrophilicité de la séquence peptidique déduite du clone Egb. 

Les trois moyennes d'hydr-ophilicité les plus importantes sont situëes aux 
points (selon Hopp & Woods-1981) : 

A : de l'acide aminé 128 133 : Ar-g-Lyç-Açp-Glu-Çer-Açp. 
B : de l'acide aminé 126 A 131 : Glu-Val-Arg-Lys-Asp-Glu. 
C : de l'acide aminé 16 à 21 : Gln-Lys-kn-iyç-Glu-iys. 



La recherche d'homologie de séquence avec des molécules d é j A  

caractérisées a été effectuée par consultation des banques de données 

Swissprot et NBRF. Fkiaine hmlogie significative n'a été retrouvée. Les 

scores les plus importants enregistrés (20% d'homologie) ont été obtenus 

en comparant la séquence protéique du clone Eg 6 (résidus 10 A 126) avec 

la chaîne lourde de la myosine de lapin di muscle squelettique (résidus 

100 21 216) ou du muscle cardiaque (résidus 508 h 620). 

1 - Prohction de la protéine de -ion PF6 

A partir di clone recombinant Agtll-Eg6, une construction lysogénique 

a été réalisée afin de prodiire la protéine de fuçion en quantité 

suffisante pour permettre une analyse par les sérums. Après sélection des 

colonies Y1089 lysogèneç recombinantes, la culture est effectuée juçqu'a 

une densité optique de 0,s h MX> m. La production de la protéine de 

fuçion est induite par addition d'IPTG au milieu et la culture est 

poursuivie h 37°C. Cette dernière phase s'est révélée très délicate p w v  

les colonies lysogènes recombinante du clone 6. Une lyse complète se 

produisait 20 a 30 minutes après induction. En général, la présence d'une 

mutation ambre (Çam 100) chez le phage permet d'éviter la lyse en fin de 

cycle chez les bactéries syp F- comme celles de la m c h e  Y1089. 

Néanmoins, le phémxnène de lyse peut se prochire en cas de mutation 

déficiente ou lors d'une forte accumulation de protéine étrangère dans la 



FIGURE 16 : Caractérisation & la protéine de fusion PF6. Electrophorèse 
en gel de polyacrylamide-SDS en conditions réductrices et coloration au 
bleu & Coomassie de la protéine recombinante PF6 (flêchée - bande n02) et 
d'un extrait lysogénique d'une colonie exprimant la B-galactosidase 
(flêchée - bande nal). 



bactérie, la rendant aimi plus fragile. Les cultures lysogéniques ont 

donc toutes été limitées A îû mirutes après induction afin d'éviter la 

lyse et les phénomènes de protéolyse sur la protéine de fuçion. 

Des extraits bruts ont été préparés dans ces conditions et analysés 

par électrophorèse en conditions réductrices en gel de polyacrylamide-SDS. 

La figure 16 montre les profils obtenus après coloration du gel au bleu de 

Coomassie. La bande 1 met en évidence la fl-galactosidase au sein d'un 

extrait lysogénique de phages A g t l l  sans insert, préparé et analysé dans 

le même temps. La protéine de +usion FP6 (figure 16 - bande 2) apparaît 2î 

une masse moléculaire relative de 133 kDa. Ce poids correspond 

effectivement A l'association de la B-galactosidase avec un polypeptide de 

152 acides aminés. 

2 - Reconnaissance de PF 6 par les çévumS humains 

Une analyse de la reconnaissance de PF6 par des sérwnç de patients a 

été réalisée. Pour cela, un extrait lysogénique contenant la protéine de 

fuçion est m i s  A une électrophorèse en gel & polyacrylamide-SDS en 

conditions réductrices avant transfert sur feuille & nitrocellulose. 

Diffét-ents-sérums de patients atteints d'hydatidoçe sont test& vis A vis 

de cette préparation. Les sérums sont préalablement analys% par 

imnunoélectrophovèse et caractérisent tous l'arc 5. Sur les 12 sérums 

humains d'infestation par E.qranulosus, 11 reconnaissent avec deç 

intensités variables, la molécule de 133 kDa correspondant PF6 (cf 

figure 17). Testés vis 2î vis de la même préparation lysogénique, des 

sérums de patients infestés par E.multilocularis reconnaissent aussi la 

protéine clonée mais de maniére moins marquée (cf figure 17). 





L'échinococcose alvéolaire a été confirmée chez tous ceç patients. 

Analysés en IEP, ces sérums réagissent avec les antigènes d'E.~ramilosuç 

en créant de 1 A plusieurs arcs de précipitation, dont, notamnent, l'arc 

5. 

A titre de contrôle, des sérums humains atteints par d'autres 

parasitoses sont testés dans les memes conditions (d figure 18). Les 

résultats montrent une très faible reconnaissance de la moléaile clonée 

par 1 des 2 sérums antifasciola he~atica (figure 18 - bandes 2 et 3) 

ainsi que par 2 sérums anti-Schiçtosoma mansoni (figure 18 - bandes 4 et 

5 ) .  D'autre part, des sérums d'infeçtation par d'autres cestodes (Taenia 

çaciinata) réagissent variablement vis A vis de la protéine PF6. Sur les 4 

sérums testés, deux la reconnaissent faiblement et un seul d'un manière 

plus intense (figure 18 - bandes 6 A 9 ) .  

D e s  incubations contrôles ont été réalisées dans les m&mes conditions 

afin de tester la réactivité de ces sérwns vis A vis de la p-galactoçidase 

et d'un extrait brut d7E.coli de souche Y1089. La fl-galactosidase n'a pas 

été reconnue par les sérums, ni aucune molécule & même poids moléculaire 

que PF6 parmi les ccmiposants du lysat bactérien. 

D'après ces résultats, les sérums de patients atteints d'hydatidose 

reconnaissent & manière significative la protéine de fusion mettant en 

évidence la présence sur cette molécule & déterminants antigéniques 

cibles du système immunitaire humain lors d'une infeçtation par 

E-qranulosus. La présence sur la molécule clonée & déterminants 

antigéniques comnuns A d'autres parasites proches peut expliquer la 

reconnaissance par des sérums de patients atteints d'autres parasitoses. 

Néanmoins, l'intérêt diagnostic de la protéine recombinante n'en est pas 



FIGURE 18 : Etude de la recon~issance de la protéine de fusion PF6 par 
différents sérums & patients atteints de distamatose, de bilharziose et 
de cysticermse. L'analyse est réalisée après électrophorése en gel de 
polyacrylamide-SDS (conditions réductrices) et transfert sur feuille de 
nitrocellulose. 

1 : Sérum humain témoin. 
2 et 3 : Çérums de patients infestés par Fasciola hepatica. 
4 et 5 : Ç e r m  de patients infestés par Schistoçcxna mansoni. 

6, 7, 8, et 9 : M r m  de patients infesta par Taenia çaqinata. 



diminué. La préçence d'épitopeç romnuns n'exclut nullement la possibilité 

de l'existence d'un déterminant antigénique spécifique d'Echinowcuis, 

voire même d' Echinococcus qranuloçuç. 

Au cours de cette expérience, une dégradation protéolytique de la 

molécule recombinante s'est produite malgré l'utilisation d'inhibiteurs 

de protéases. Les produits de dégradation ont également été mis en 

Bvidence par les sérums testés camme en témoigne la reconnaissance de 

bandes de poidç moléculaires inférieurs 2i la protéine de 133 kDa, plus 

particulièrement aux masses moléculaires relatives de 104 et 81 kDa. Ce 

phénomène couramment observé lors de clonage en vecteur lambda, pourrait 

être dû, dans ce cas particulier A un artéfact au cours de la phase de 

production de f f 6 ,  induisant une lyse rapide des bactéries et une 

dégradation enzymatique. Une préparation réalisée ultérieurement n'a pas 

rencontrée les rn&-nes problèmes lors de la culture des bactéries lysogèneç 

recombinantes (provenant de la même souche). L'extrait brut obtenu n'a 

montré aucun phBnomène de protéolyse de la protéine clonée (M.Chamekh, 

cwmtunication personnelle). 

3 - Reconnaissance de PF6 par l'antimrps monoclonal EG 02 154/12. 

Considérant les résultats obtenus lors de l'analyse par 

in-ununoprécipitation des produits de traduction d' AWV d' E. nramiloçuç A 

l'aide de l'anticorps mor~~lonal EG 02 154/12, la rhctivité de la 

molécule clonée a été testée vis 2i vis de cet anticorps monoclonal 

spécifique de l'antigéne 5 d'E.aranuloçuç. L'expérience a été réalisée 

avec la mame préparation lysogénique et dans les m @ m  conditions que pour 



les anticorps humains. La figure 19 (ligne 5) montre la reconnaissance de 

la molécule de 133 kDa par les anticorps EG 02 154/12. Cornne précédemnent, 

lors de l'analyse de la reconnaissance par les sérums humains, des 

molécules de 104 et 81 kDa, produits & dégradation majeurs de PF6, sont 

aussi révélées par l'anticorps monoclonal, complémentairement A celle de 

133 kDa. 

Une ascite myélomateuse SP20 a été utiliçée cxmnie témoin (figure 19 - 

bande 3) .  Les anticorps spécifiques de l'antigène 5 EG 02 154/12 étant de 

classe G1, des anticorps monoclonaux & m@me classe ont Bté analysés comme 

contrôle (figure 19 - bandes 1 et 2). Aucun de ces témoins ne reconnaît ni 

la molécule clonée de 133 kDa, ni les produits de dégradation aux poids 

moléculaires & 104 et 81 kDa. 

La spécificité de l'anticorps monoclonal EG 02 154/12 a été définie 

c m  restreinte A un épitope spécifique d'E.aranulosus. Il apparaît donc 

qu'en dehors deç déterminants antigéniquesà cammuns A d'autres parasites, 

FP6 possède aussi l'épitope cible du monoclonal. D'après les résultats de 

M.MMmekh-1990, ce déterminant antigénique apparaissait spécifique de 

l'antigéne 5 et semblait Btre lié, voire identique, A celui reconnu par 

les sérums humains spécifiques de l'arc 5. Il semble donc qu'une 

corrélation puisse être Btablie entre l'arc 5 et la protéim! recombinante. 

Cependant, si les sérums humains anti-E.svamiloçuç teste précédament vis 

A vis de f f 6  caractérisent tous l'arc 5 en IEP, nos résultats 

n'établissent pas clairement la liaison entre la réponse humaine 

spécifique de l'antigène 5 et la reconnaisçance de la protéine clonée. Une 

sélection des anticorps humains spécifiques de PF6 a donc été réalisée 

afin de mettre en évidence la corrélation entre la présence d'anticorps 

spécifiques de l'arc 5 et la reconnaissance de la fraction antigénique 

clonée. 



FIaRE 19 : Reconnaissance de la proteine de fusion R b  par l'anticorps 
monoclonal EG02 154/12. L'analyse est réalisée après électrophorèse en 
gel & polyacrylamide-SûS en conditions rédictrices et transCert sur 
feuille & nitrocelluloçe. 

1 : Anticorps momclonal anti-Toxoplauna gondii (sas-classe Gl). 
2 : Cellules myélomateuses SPM. 
3 : Anticorps momclonal anti-Try~aarpscma cruzi (sous-classe G1). 
4 : Anticorps momclonal anti-E.uranuloçus EGû2 154/12 

(sous-classe Gl). 
5 : Anticorps hwnains sélectionnés sur le clone rembinant Eg6 

exprimant la protéine & *ion Wb. 



4 - Sélection d'anticorps humains sur le clone 6. 

D e s  sérums de patients infestés par E.~ranuloçus, réagissant fortement 

contre la molécule clonée f f6, ont été choisis pour réaliser une sélection 

d' anticorps spécifiques au clone 6. Ces sérums sont caractérisés en 

immunoélectrophorèse et reconnaissent au moins 4 arcs, dont l'arc 5. Les 

clones dgtll reumibinants pour le clone 6 çont altivés sur boîte de Pétri 

jusqu'a confluence. La production de la protéine de h ion est induite par 

le dépôt d'un filtre & nitrocellulose imbibé d'IPTG. Les sérums sont 

directement incubés avec les filtres sur lesquels est adsorbée la 

protéine recombinante. Flprès lavages, les anticorps spéci+iqueç & FP6 

çont élués. 

Afin de vérifier leur spécificité pour la molécule clonée, l e s  

anticorps sont testés vis A vis des pvéparatioi?ç lysogéniques analysées 

précédemment par les sérums humains et le monoclonal. La protéine de 

133kDa est mise en évidence par les anticorps sélectionnés sur le clone 

Egb, tout romne des bandes de masse moléailaireç inférieures (104 et 81 

km), (d: figure 19, bande 6 ) .  La reconnaissance de ces deux dernières 

molécules, cmpl&mentairement A FP6 confirme l'existence d'un ph&-ne de 

dégradation protéolytique dans leç extraits lysogéniques testés 

précédemnent. 

Ces antimrps humains spécifiques de f f 6  sont ensuite incubés avec les 

antigènes totaux du liquide hydatique préalablement soumis une 

électrophorèse en gel & polyacrylamide-SE, en conditions réductrices, et 

transférés sur feuille de nitrocellulose. La révélation d'une bande au 

poids moléculaire de 37 kDa (cf figure 208 - bande 2 )  identifie l'antigéne 

natif parmi les composants du liquide hydatique. 
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Testé dans les mêmes conditions de réaction, un sérum humain 

spécifique de l'arc 5 (IEP : un arc = arc 5) identifie au sein deç mêmes 

antigènes une molécule de m@me masse moléculaire (figure % - bande 2). 

Au cours & cette expérience, une sélection d'anticorps contrôle a été 

réalisée A partir des m h e s  sérums humains sur un clone lambda gtll sans 

insert. Aucune interaction n'a &té enregistrée, ni contre la molécule 

clonée, ni contre les antigènes hydatiques (cf figure 208 - bande 1). 

Lors de cette. expérience, les sérums humains spécifiques de l'arc 5, 

test& vis A vis des constituants du liquide hydatique, mettent en 

évidence une des sous-unités de l'antigène 5 au poids moléculaire de 37 

kûa .  Le fait que les anticorps humains sélectionnés sur la molécule clonée 

reconnaissent au sein des antigènes hydatiqueç une molécule de même masse 

moléculaire, semble confirmer l'hypothèse de l'existence d'une relation 

entre l'antigène 5 et ff6. Il ne nouç est cependant pas permis d'affirmer 

que la protéine recombinante représente la partie clonée d'une des 

sous-unités de l'antigène 5. Seule la comparaison d e s  séquences protéiques 

de l'antigène 5 natif et du produit du gène complet correspondant A la 

partie clonée en Eg6, permettrait de confirmer cette identité. Néanmoins, 

si l'on rapproche ces réçultats de ceux obtenuç lors des tests 

d'imnunopr&ipitation des produits de traduction in vitro d'FIWV 

d'E.qrarmlosus, de fortes présomptions demeurent quant A la relation 

existant entre l'antigène 5 et le polypeptide cloné. 





L'ensemble des techniques d'immunodiagnostic de l'hydatidose vise h 

mettre en évidence l'existence, au sein des sérums de patients, d'anticorps 

dirigés contre les constituants parasitaires. Parmi les antigènes 

échinococciques, l'antigène 5 représente le composant majeur cJu liquide 

hydatique contre lequel la réponse imnunitaire est principalement dirigée 

(Capron et al.-1967). Parmi ces techniques, l'imnoélectrophorèse reste le 

test le plus couramment pratiqué pour la détection des anticorps 

anti-antigéne 5 et la présenœ & l'arc 5 constitue le critère le plus 

important pour le diagmtic de la maladie (Capron et al.-1970, Wattre & 

al. -1980) . 
L'analyse moléculaire de cet antigène a permis d'identifier celui-ci 

cornne une lipoprotéine aux propriétés antigéniques intéressantes mais 

complexes. Ce composé généralement décrit comme une molécule de 60 kDa 

(Oriol et al.-1971, Bout et al.-19741, se dissocie, en conditions 

rébictrices, en deux souç-unités de 37 et 22 kDa (Di Feliœ 

&.-1986, Chamekh et al.-1989). Bien que généralement considéré comne 

spécifique d'E.aramlosus, l'antigène 5 peut présenter des réactions 

croisées avec des espèces proches cornne E.multilocularis (Yarzabal & 

&.-1977, Varela-Diaz et a1 .-1977b) ou avec d'autres helminthes 

(Vavela-Diaz et al.-1977a, 1978, Yong & Heath-1979, Conder et al.-1980, 

Schantz et al.-lm, çhepherd & Mc Manus-1987). Il semblerait cependant que 

ce type de phéroméne soit dû, en grande partie, A la présenœ d'épitopes 

phosphoryl choline (çhepherd & Mc Manus-1987). 

La présence de structures moléculaires c m n e s  entre parasites, ainsi 

que de composants provenant de l'hôte au sein des antigènes hydatiques 

amène par-fois une fausse poçitivité des tests d'immdiagnostic. Les 

conséquences thérapeutiques d'un tel phénomène sont trop importantes pour 

que ce problème soit négligé. Une standardisation des préparations 



antigénique5 utilisées pour le sérodiagnostic de l'hydatidose s'impose 

donc. De mmibreux travaux sont menés dans cette optique depuis plusieurs 

années. De nouvelles stratégies sont élaborées, profitant, A la fois, de 

l'acquis des études antérieures et des potentialités deç nouvelles 

techniques. 

Les recherches sur l'hydatidoçe ont bénéficié, comme tant d'autres 

domaines, de l'apport des travaux menés en immunologie. Des anticorps 

monoclonaux dirigés contre les antigènes du liquide hydatique ont été 

produits dans notre laboratoire. L'un d'entre eux, EG 02 154/12, a été 

sélectionné sur sa spécificité pour l'antigène 5 d'E.qraruloçus. Sa 

caractérisation par Chamekh et al.-1990 a permis de définir la nature 

protéique de l'épitope mis en jeu, épitope porté par l'antigène 5 et 

apparaissant identique ou tout au moins lié au(x) déterminant(s) 

antigénique(s) reconnu(s) par les sérums de patients infeçtés par 

E.qra+loçus. L'importance de l'imnogénicité de l'antigène 5 d a m  

l'infection humaine suggérait donc une participation deç structures 

moléculaires reconnues par l'anticorps monoclonal, .3 l'amélioration des 

processus de détection sérologique de l'hydatidose. 

Dans ce contexte, les capacités technologiques de la biologie 

moléculaire s'avéraient particulièrement intéressantes par exploiter les 

propriétés imnunologiques de la fraction protéique de l'antigène 5. Nous 

avons donc entrepris le clonage et le séquençage de cet antigène et plus 

particulièrement de la portion protéique reconnue par l'anticorps 

monoclonal EG 02 154/12. A partir de 1'AWV extrait des protoçcolex 

d'E.crranulosus, une banque d'AMVc a été construite en vecteur d'expression 

lambda gtll. Le criblage a été réalisé A l'aide d'anticorps humains 

d'infection et 13 clones ont été sélectionnés. Dix de ces clones se sont 

avérés être les différents représentants du même ADNc. L'un de ceux-ci 



(Eg6) a été plus particulièrement étudié, d'une part pour la grande 

représentativité de l'inçert au sein de l'ADNc, et d'autre part pour ses 

propriétés antigéniques vis A vis des sérums d'infection. L'AM inséré est 

constitué de 456 pb codant pour une chaîne polypeptidique de 152 acides 

aminés, essentiellement de structure confor~tionnelle a-hélicoidale. La 

nature de l'antigène correspondant n'a pas pu être définie par la recherche 

d'homologies avec d'autres molécules déjA caractérisées présentées dans les 

banques de données actuelles, ni par comparaison avec les séquences des 

autres protéines clonées chez E.qranulosus présentées dans des travaux 

récents (Lightowlevs et al.-1989, Shepherd et al.-1991). Une étude des 

caractéristiques antigéniques de la protéine de fusion synthétisée par le 

clone Eg6 (PF6) a été entreprise afin de W i n i r  le potentiel imnunologique 

de la molécule recombinante. L'identification de ff6 par les sérums de 

patients atteints d'hydatidose confirmée constitue une cies caractéristiques 

du clone Eg6. Mais c'est surtout dans la reconnaissance par l'anticorps 

monoclonal EG 02 154/12 que réside l'originalité de ce recombinant. La 

molécule clonée apparaît non seulement porter un ou des déterminants 

antigéniques cibles ch système immunitaire humain lors d'une infestation 

par E.aranuloçus, mais aussi posséder un épitope spécifique d'E.nranuloçuç. 

Sachant que cet épitope est présent sur l'antigène 5 et que les anticorps 

testés (sérums humains d' infect ion et anticorps monoclonaux ) 

immunoprécipitent ce même antigène parmi les constituants du liquide 

hydatique (Chamekh et al.-IWO), il semble donc qu'un lien puisse être 

établi entre l'antigène 5 et le polypeptide cloné. De plus, il ressort des 

expériences de sélection d'anticorps sur la protéine de fusion, que les 

immunoglobulines humaines spécifiques de ff6 reconnaissent en 

imnumtransfert une cies sous-uni* de 37 kDa de l'aritigéne 5. La 

connaissance de la composition en amino-acides de la fraction protéique de 



la sous-unité de 37 kDa de l'antigène 5 nous manque pour prouver, sans 

équivoque, l'identité de la molécule correspondant A la partie clonée. Il 

n'en reste pas moins que la protéine recombinante possède un ou plusieurs 

épitopes portés par l'antigène 5 natif, reconnus par les sérums de patients 

hydatiques et liés A la reconnaissance de l'antigène 5 par le monoclonal 

spécifique d'E.qranulosus (Chamekh et al.-1990). 

Il semble cependant que l'utilisation de f f 6  sous une forme 

recombinante apparaisse limitée dans une application diagnostique. Bien que 

des travaux récents aient mentionné avec succès l'utilisation de protéines 

parasitaires clonées dans des tests de type E.L.I.S.A. pour le 

sérodiagnostic de l'échinococcose (fvliller et al.-1989, Hemmings & 

McMam-19911 ,  il apparaît difficile d'utiliser f f 6  dans un système 

identique du fait de la présence de déterminants antigénique5 communs .3 

d'autres parasites proches, mise en évidence lors des tests de 

reconnaissance de la protéine de fusion par des sérums de patients atteints 

par diverses paraçitoses. Dans ce contexte, il apparaît donc nécessaire 

de caractériser le ou les épitopes spécifiques d'E.sranuloçus présent sur 

la protéine de fusion. Ceci implique d'entreprendre l'analyse épitopique de 

PF6. Pour ce faire, et au vu des résultats précédents, l'utilisation de 

peptides de synthèse semble la technique la mieux adaptée. La taille 

relativement faible du polypeptide cloné constitue, pour ce type d'analyse, 

un avantage non négligeable. Cette stratégie peptidique apparaît, pour le 

cas considéré, particulièrement intéressante pour définir la structure 

moléculaire de 1'15pitope réagissant avec l'anticorps monoclonal EG 02 

154/12 et avec les sérums de patients hydatiques, d'autant que nous 

disposons d'un outil supplémentaire d'investigation qui pourrait constituer 

un atout important dans la caractérisation de cet épitope. 



En effet, un second criblage réalisé sur une partie amplifiée de la 

banque initiale a permis d'identi+ier un nouveau clone recombinant (Eg14) 

.A l'aide d'un mélange de sérums de patients hydatiques. La protéine de 

fusion correspondante (ff14) est apparue posséder les mêmes propriétés 

antigéniques que PF6 vis à vis de l'anticorps monoclonal EG 02 154/12. La 

détermination de la séquence nucléotidique de l'ADN a mis en évidence un 

insert de 137 pb. Un cadre de lecture a été trouvé en phase avec le 

vecteur phagique, ouvert suv 111 pb. La çéquence peptidique correspondante 

se mmpoçe de 37 acides aminés et est présentée page 98. Ce polypeptide de 

très petite taille (4,3 kûa) constitue un élément nwveau exploitable dans 

le cadre d'une recherche épitopique. LTintér&t réside dans la possibilité 

de pouvoir rechercher au sein des deux chaînes peptidiques (PF6 et W14) 

une homologie moléculaire pouvant posséder des propriétés antigéniques. Une 

comparaison linéaire des deux polypeptides a permis de définir une partie 

partiellement ccxnmune aux deux séquences d'acides aminés (cf page 98). 

Cette portion de la protéine de fusion f f 6  a été définie par analyse du 

profil d'hydrophilicité romne une zone potentiellement antigénique. Elle 

correspond aux sections E, D et F présentées sur la figure 15. A partir de 

cette analyse préliminaire, l'étude épitopique de f f 6  se trouve facilitée. 

Mais, il ne faut cependant pas exclure la possibilité d'un phémmiène 

conformationne1 dans la reconnaissance antigénique. D'après les résultats 

de Chamekh et al.-1990, l'identification de l'antigéne 5 par l'anticorps 

monoclonal semble &tre lié .A la présence de ponts disulfure sur la 

molécule. D'autre part, la structure même des deux polypeptides clonés 

(majoritairement a-hélicoidale dans les deux cas), nous incite à ne pas 

négliger cette éventualité. L'Bpitope peut se dé-finir sur les deux 

molécules recombinantes de manière corrformationnelle plutôt que linéaire. 

Une analyse informatique plus poussée pourrait faciliter la comparaison -des 



FIGURE 21 : Séquences protéiclueç déduites de l'ADN des clones Eg6 et 

Eg14 et mmparaiçon linéaire. Les identités sont encadrées. L'ai 

indique une identité par groupe d'acides aminés (i-KR), (LIVM), 

(EST) ,  (YFM) , (EW) , (Pl et (Cl. 
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deux antigènes et limiter ainsi l'étude épitopique A la synthèçe de 

quelques peptides, définis par ce procédé, romme potentiellemnt 

antigéniques. L'analyse peptidique de la protéine de fusion f f 6  bénéficie 

d'un avantage considérable en la connaissance de la séquence peptidique de 

la protéine & fusion ff14. L'orientation du travail s'efFectuera de 

manière A déterminer les caractéristiques antigéniques des différents 

peptides et d'en évaluer les possibles applications diagnostiques. 

Mais il ne faut pas non plus écarter l'aspect fondamental. Bien que 

très étudié, la mture et le rôle biologique de l'antigène 5 chez 

Echinococniç n'ont toujours pas été définis. Une recherche du gène cqmplet 

à l'aide de l'insert du clone Egb faciliterait la caractériçation 

biochimique et biologique de la molécule. La connaissance du rôle 

fonctionnel de l'antigène 5 chez la larve pourrait alors déboucher sur de 

nouvelles stratégies, tant dans le clcinaine thérapeutique que vaccinal. En 

effet, les propriétés immumgéniques de l'antigéne 5 le définissent, parmi 

les antigènes hydatiques, came la cible majeure du système imnitaire, 

dont les potentialités protectrices doivent être évaluées. Une étude 

pourrait être envisagée, par des tests d'immunisation , dans un premier 

temps, A l'aide de la protéine clonée. L'analyse du rôle biologique et 

immurologique de l'antigène par le biais d'une étude 2i l'aide de la 

molécule clonée pourrait s'avérer particulièrement intéressante, tant du 

point de vue strictement fondamental, que du domaine de la recherche 

app 1 i quée . 
La caractérisation de clones recombinants synthétiçant des antigènes 

échinococciques constitue la base d'une nouvel le étude dont le 

développement ouvrira de nouvelles voies d'investigation. L'identification 

de l'épitope reconnu A la fois par des sérums humains d'infection et par 

l'anticorps monoclonal EG 02 154/12, identifié sur la protéine de h i o n  



PF6, représente assurément un des éléments primordiaux du développement des 

techniques d'immunodiagnostic de l'hydatidoçe. Les conséquences et les 

applications de ce travail concernent tout A la fois les domaines 

diagnostiques et thérapeutiques. Par ailleurs, il ne faut pas oublier que 

la participation de ce travail aux rechercheç menées sur l'hydatidoçe 

possède, en dehors du contexte médical lui-même très étendu, des 

implications vétérinaires dont l'impact économique s'avère considérable. 



MATERIEL ET METHODES 



A - PRIEPARATICIN DES ANTIGEES PAFSSITAIES 

Les kystes hydatiques sont prélev8ç en abattoir chez le mouton (poumon 

ou foie). Le liquide hydatique est ponctionné aseptiquement. Les fractions 

sont groupées puis centrifugées A 40000g pendant 1 heure. Le surnageant 

est repris puis dialysé contre 100 fois son volume d'eau distillée, 

pendant 48 heures. Flprès lyophilisation, il est utilisé comme source 

d' antigènes. 

Les protoçcolex çont préparés par décantation du liquide hydatique 

fraîchement ponctionné. Le culot de sédimentation eçt repris, lavé 

plusieurs fois avec du liquide physiologique. Leç scolex sont A chaque 

fois récupévés après sédimentation. Ils sont ensuite directement congelés 

en azote liquide dans un volume minimal. 

B - SWRCES D' ANTICORPS 

1 - L E S  E M S  HUMAINS 

Les sérums humains proviennent major-itaivement du service de 

diagnostic de l'Institut Pasteur de Lille. Ils ont été swunis aux tests 

classiques de détection de l'échinococcose, l'immunoélectrophor~ en 

double diffusion (IEP) et l'hémagglutination. Ils çont caractérisés vis a 

vis d'Echinococniç qranuloçuç et d'E.multilocularis. La présence de l'arc 

5 est déterminante pour le diagnostic. 

Deç sérumç provenant du Niger ont été four-nis par le Dr Aucbin 

(Médecine militaire, Niamey - Niger). 

Les sérums d'infection A Taenia çaainata ont été donnés par- 

l'infirmerie de l'hôpital militaire de Lille. 



2 - ANTICORE MMVOCLCUWIL EG 02 154/12 

La préparation des hybrides et des anticorps dirigés contre les 

antigènes hydatiques est réalisée selon un protocole décrit par Chamekh et 

&. - 1990. Les anticorps monoclonaux EG 02 154/12, spécifiques de 

l'antigène 5 ont été préparés et gracieusement fournis par M. Chamekh. 

II - TECHNIWEç SE WPPORTCYVT A L'ANCY-YEE DES PROTEINES 

A - ELECTROPHOREÇE EN GEL DE PûLYACRYUlMIDE EN PREÇENCE DE SODIUVl 

WDECYL ÇUÇATE (SE-PAGE). 

L'électrophorèse est réalisée selon les conditions décrites par 

Laemmli - 1970. Des gels de 1,5 mn d'épaisseur çont utiliçés. Les 

mlécules çont séparées en gel de 7,5% ou de 13% selon le type d'analyse 

(acrylamide 13%, bisacrylamide 0,3577, Tris-HC1 375rrsl pi-!û,8, SDS 0,1%), 

aprës une concentration en gel de Y7 ou 5% (acrylamide S A ,  bisacrylamide 

0,13%, Tris-HCl 1XmM pH6,8, SDS 0,1%). Les échantillons sont préparés en 

tampon Tris-t#=l 62,s mM, pH 6,8, S E  2%, saccharose IO%, bleu de 

bromophénol 0,005%, avec ajout de 5% de 2-mercaptoéthanol quand l'analyse 

doit être réalisée en conditions réductrices. Les témoins de masse 

moléculaire ( B R )  sont analysés dans les mêmes conditions. Le tampon 

d'électrode se constitue de Tris-HC1 25 mM, SE3 0,1%, glycine 0,19 M, 

pendant environ 16 heures à 7 mA. 

Les gels peuvent être colovés par une solution de méthanol-acide 

acétique (50%-10%) A laquelle on ajoute clu bleu de Cownasçie (0,085%). La 

coloration s'effectue 21 température ambiante, sous agitation, pendant une 



cfurée d'environ 2 heures. Ils sont ensuite plongés dans une solution de 

décoloration (méthanol-acide acétique, X)%-8%) jusqu'à une visualisation 

nette des protéines colorées. 

Pour obtenir une autoradiographie, les gels sont séchés sous vide 

(sécheur WB) puis mis en contact avec un film autoradiographique Kodak 

X-ûmat AR ou B@ta Max (Eastman Kodak Co, W) avec ou sans écran 

ren-forçateur selon le type de rayonnement (Lightning Plus - Dupont de 

Nemour-s, France) et dépoçt-ç -70°C. 

B - IMVMVOPFiECIPITATIoN 

L'immunoprécipitation est réaliçée selon la technique décrite par 

Dissous et al.-1981. Les antigènes çont placés en tampon d'adsorption TNEN 

(Tris-HC1 10mM-pH7,4, NaCl 150mM, EDTA 2mM, Nonidet P40 0,1%) lorsqu'il 

s'agit de produits de traduction. Il faut compter 200 à 500000 cpm de 

produits de tt-aduction marques à la méthionine 3SS par test. L'immunsérwn 

est ajouté à chaque préparation (environ 2 0 ~ 1 )  puis l'ensemble est incubé 

4°C durant 18 heures, sous agitation constante. Une quantité équivalente 

à lûmg (poids sec) & protéine FI-sépharoçe (CL 4B, Pharmacia, Suède) est 

ajoutée à chaque échantillon, après équilibvation dans  le même tampon. Les 

tubes çont placés sous agitation durant 2 heures A température ambiante. 

Dix lavages sont ensuite effectués en tampon d'adsorption. Le dernier 

lavage est réaliçé en tampon Tris-1 5mM-pH7,4, NaCl 1 M .  Les 

complexes immuns sont élu& par 40ul de Tris-HC1 62,5mM-pH6,8, S E  3%, 

saccharose l m ,  A 100°C pendant 3 mimites puis déposés sur gel de 

polyacrylamide-SE. 



C - TRANSFERT ELECTROPHORETIQE SUR WIUE DE NITiXlELLU-OÇE 

("WESTERN BLOTTING") ET REVELATIMV A L 'A IDE D'ANTICORPS PWF?WES 

( " IMMUW3BLOTTING" ) . 
Les mnditions expérimentales du transfert Blectrophorétique sont 

décrites par T o w b i n  et al.-1979. Les protéines sont tout d'abord &parées 

par électrophorèse en gel de polyacrylamide-SE. Celui-ci est mis en 

contact avec une feuille de nitrocellulose humidifiée en tampon de 
- 

transfert (Tris-Base 20mM, glycine 15Ofd"i, méthanol X ) % ) .  L'ensemble est 

placé entre deux feuilles de papier Whatman n03 et deux épaisseurs de 

scochtbrite également équilibrées en tampon. Le transfert est réalisé A 

,'ZSOmF, durant 4 heures à 4°C. La détection deç antigènes par des anticorps 

marqués par la péroxydase est effectuée selon la technique décrite par 

Tsang et al.-1983. La feuille de nitrocellulose est saturée en PBS-lait 

3 .  Elle est ensuite découpee puis incubée avec les immunçérums A tester 

en PBS-lait 1%, 2 heures A température ambiante ou 18 heures à 4"C, sous 

agitation. Les sérums humains sont dilués au 1/100 et une quantim 

équivalente à 10ug d'immunoglobulines purifiées est &cessaire par test 

pour l'anticorps monoclonal anti-antigène 5 EG 02 154/12. Deux lavages 

sont effectués en PB-Tween 20 0,01%, puis deux autres en PBÇ, durant 10 

minutes à la température de la pièce et sous agitation. Les seconds 

anticorps marqués A la péroxidaçe sont incubés avec la nitrocellulose : 

des anti-Ig humaines (G, A, M) pour les sérums de patients testés et des 

anti-IgG murines pour l'anticorps monoclonal (Diagnostics Pasteur, 

France). Trois lavages en PBÇ sont effectués. Les complexes immuns fbrmés 

sont ensuite révélés par incubation avec une solution contenant le 

substrat : 4-chloro-1-naphtol 0 , W  (P/V), méthanol (ln), H2+ 0,1%, 



Na2XW 10ITJY1, N ~ P O  lm, NaCl 150mM. La révélation est pwrsuivie 

jusqu'a complète apparition des bandes puis stoppée par immersion dans de 

l'eau. 

D - SELECTION D'MI- SUR CUNE REMmBINPJVT E X P R I M  UUE PRûTEINE 

DE FUÇIW. 

Pour isoler les anticorps dirigéç contre la protéine & fuçion, une 

culture sur boîte du clone phagique rembinant est effectuée, à 

confluence des plages de lyse. La production de la protéine est induite 

par dépôt de filtres & nitrocellulose (Schleicher and Schuell) imbibés 

d' IPTG lOmM ( IsoPropy 1-p-D-ThioGalactopyranosi de) . L' expression est 

poursuivie A 37°C pendant 18 Heures (cf protocole détaillé : Préparation 

de la protéine de fieion). Les filtres sont retirés puis saturés en 

Pm-lait 3%. Ils sont ensuite incubés avec l'imnunsérum A dilution voulue 

(environ 5 0 ~ 1  par filtre) en PB-Tween 20 0,01%, 18h A 4°C w 2h A 

température ambiante. Après lavages (2 lavages Pffi-Tween X) 0,01% - 2 

lavages PBS), 3 A 4ml par filtre d'une solution de KSCN 3,XI sont ajoutés. 

L'ensemble est agité vivement pendant 10 secondes. Après adjonction de 

sérum albumine bovine ( S B )  O,1%, NaCl 2OmM, Tris base 25mM-pH8,3, le 

liquide repris est dialysé contre du TBSxl (TBS : NaCl 100mM, Tris base 

-,3) pendant 48 heures a 4°C. Le dialysat est ensuite concentré 2 x  

par aquacyde A 4°C. 



III - TECMlIWES SE RwFmTANT A L ' m E  DEÇ ACIDES FUCLEIQJES 

1 - Répertoires des souches bactériennes utilisées 
Les colonies bactériennes utilisées pour le clonage sont différentes 

souches modifiées d'Escherichia coli. Leurs noms et caractéristiques sont 

répertoriés dans le tableau suivant. Les souches Y1089 et Y1090 (Young & 

Davieç-1983b) ont été faurnies par Fhiersham International (England). La 

souche TG1 a été gracieusement oFferte par le laboratoire du Dr Stehelin 

(Institut Pasteur Lille). 

2 - Répertoire cies vecteurs utilisés 

Deux  types de vecteurs ont été utilisés. Un vecteur d'expression, le 

phage lambda gtll (Young & Davies-1983a) et un vecteur de clonage, le 

phage Ml3 (Messirtg - 1983, Meçsing et al.-19ï7). Leurs caractéristiques 

sont résumées dans le tableau suivant. 11s ont été fournis par Fhiersham 

International (England). 

B - EXTRACTION D'ARN 

La méthode utilisée est une modification de celle décrite par Chirgwin 

et al.-1979. Les préparations & protoscolex d'E.aranuloçus stock- en 

azote liquicb sont broyéeç mamiellement avant d'ltre reprises dans une 

solution de thiocyanate de guanidium 4,2M, N-lauroyl sarcoçine Z/., EDTA 

pH8-lOmM, 2lnercapto-éthanol 5% et acétate de sodium pH4,5-2ûmM. Cette 



FIGURE 22 : Répertoire d e s  souches bactériennes et cies vecteurs phagiqua 
utilisés. 

Souches 
bactériennes 

Génotype Réceptrices des vecteurs 
phag i w =  

- - -- - - - - - - - 

y1089 (r-) E. m l i  Aiac U169 pro& Alon lamîxh gtiî 
ATCC n037196 ara 0139 strA hflA15û L a d  (shindIII 2-31 sri h3" 

(chr: :TnlO) (pMc9) CI= sr1 h4' nifi sr1 ho 
Çam100 

Y1090 (Y-) E.col i d a c  U169 pro& Aion lambda gtll 
ATM: n037197 ara Dl39 strA supF (trpC22:: 

TnlO) (pMC9). 

E.mli KI2 lacpro supE thi Ml3 
hsd DS/F'tra û36 pr&B+ lacZ Amp+ pMB1+ 
lacIq lacZ Ml5 



préparation est homogénéisée par mixage A l'ultraturrax avant d'être 

sownise aux ultrasons et centrifugée A lOOOOrpm durant 2û minutes (Sorvall 

- rotor HB-4). Le surnageant est ensuite déposé sur un couçsin de Sn1 

d'une solution de chlorure de césium (CS1 d=1,72, EDTA p H - l M ,  acétate 

de sodium pH5,5-!3mM) en tube de polypropyl&ne de 1-1. La centrifugation 

a lieu durant 20 heures A 20°C, A 28000rpm en rotor -41 

(ultracentrifugeuse Beckman). Le culot d'MN est repris dans & l'eau puis 

pr6cipité A l'éthanol absolu A -2û°C. 

C - TRAWCTION I N  VITRO 

La traduction in vitro s'effectue en extrait de germes de blB selon la 

méthode décrite par Marcu & aidock-1974, en utilisant un système 

commercialisé par BRL (Bethesda Research Labovatories - Gaithersburg). Les 

réactions sont réalisées dans une solution d'extrait de germes de b16 A 

50% contenant 35uM d'acideç aminés (sans méthionine). L'acétate de 

potassium et l'acétate de magnésium sont ajoutés jusqu'A des 

concentrations finales respectives de 15&nM et 0,9mM. La méthionine 

marquée au çoufre 35 est additionnée au milieu (lmCi/ml final) ainsi que 

1'ARN A traduire (13û - 16û ng/~1 final, conditions optimales). L'ensemble 

est incubé 1 heure A 25°C. Deç contrôles (échantillon çarm AFW - 

échantillon avec AWV témoin du virus de la mosaïque du tabac) sont 

réalisés en mgme temps, dans les m0mes conditions. 

Le protocole et les réactifs proviennent du kit "CM çynthesis 

system" d'hersham International. La technique initiale a Bté décrite par 

Gubler & HoHman-1983. 



S W Ç E  W -PREMIER BRIN : une quantité égale .A W u g  d'ARN total de 

protascolex d'E.qranuloçus a été utilisé pour l'expérience. A celui-ci, 

ont été ajoutés l'amorce oligo-dT, les nucléotides froids (10 nmoles), 

l'enzyme transcriptase reverse (20 U/ug d'AWV polyA+, ici évalué A environ 

5ug soit 1 à T/. de 1'AWV btal), ainsi qu'un nucléotide marqué au 

phosphore 32 ( a - 3 2 ~  dCTP - 2ûuCi) afin de suivre la réaction. L'ensemble 

est placé dans les conditions de tampon optimales pour le fonctionnement 

de l'enzyme. Le mélange est placé lh A 42°C. 

SYNTHESE W SECOND BRIN : Les enzymes ribonucléase H (0,8U/ug d'Am poly 

A+) et ADN polymérase 1 (23 U/ug d'Am polyA+) sont additionnnées à la 

pr&paration précédente, dans de nouvelles conditionç de tampon. Une valeur 

de 2OuCi d' a - 3 2 ~ d C ~ ~  est .A naiveau a joutée A 1 ' ensemble. Le mxlveau 

mélange est incubé lh A 12°C. Les enzymes sont inhibées par chauffage A 

70°C pendant 10 minutes. L'Am polymérase T4 est amenée A raison & 2 U/ug 

d'Am polyW initial. Après une incubation de 10 minutes A 37"C, la 

réaction est stoppée par L'EDTA ZM-pHû final et le S E  (1% final). 

L'ADNc est purifié par extraction au phénol-chlorofovme, puis précipité à 

l'éthanol absolu. Une part aliquote de la préparation est prélevée .A la 

fin de chaque réaction de synthèse afin d'évaluer le taux d'incorporation 

grâce aux nucléotides mavquéç et d'en déduire le rendement et la quantité 

d' ADNc synthétisé. 

E - CONSTRUCTION D ' W  BCYWXIE D' AMUc EN b€CTEUR D'EXPRESSIMU AGTll 

La technique utilisée ici (Hiynh et al.-1985) permet le clonage de 

1'ADNc dans le site EcoRI du vecteur phagique lambda gtll (Xgtll). Elle 

nécessite pour cela, dans un premier temps, la protection des sites 

internes & l'AN. Par la suite, des polylinkers de synthèçe, comportant 

le site de restriction choisi pour l'insertion sont collés aux extrémitéç 



franches de 1'AûNc A l'aide d'une ligase. L'EmRI agit ensuite afin de 

libérer les extrémités cohésives des adaptateurs. L'excès de linkers est 

éliminé afin & ne pas gêner l'intégration de 1'ADNc dans les bras du 

phage Xgtl 1, pr6alablement coupé par la même enzyme de restriction. 

Le site d'insertion EwRI du phage lambda gtll est localisé a 

l'intérieur du gène lacZ, 53 pb avant le codon de terminaison. Cette 

situation permet A 1'AMV étranger intégré dans ce site d'&tre exprimé sous 

forme d'une protéine de fision avec la a-galactosidase, produit du gène 

lacZ. Le contrôle de l'expression est sous la direction du gène bactérien 

1x1. Le prodiit de ce gène constitue un répresseur du lacZ et peut Qtre 

inhibé par simple ajout d' IPTG (içopropylf3-il-galactopyranoside) 

L'expression de la protéine de fusion peut donc être induite A volonté. 

Cette localisation permet aussi de pouvoir différencier rapidement les 

individus recambinants ou parentaux. Utilisé chez une ache-hôte 

déficiente en expression de la p-galactoçidase (Alac U169), les phages de 

type parental possèdent un gène lacZ intact qui produira une protéine 

fonctionnellement normale. Celle-ci mise en présence de son substrat 

chromogénique X-gal (5-bramo-4-chloro-3-in&lyl-~galactoç, le 

déwmpoçera en un composé bleuté caractéristique. Par contre, les phages 

ayant incorporé un ADN étranger produisent une B-galactosidase non 

fonctionnelle incapable de dégrader le substrat. La plage de lyse appavaît 

alors incolore permettant ainsi la reconnaissance des  recombinants. 

Les enzymes de modification, les polylinkers, les souches bactériennes 

et les réactifç proviennent du kit " c W  cloning system, Xgtllu d'FLnersham 

International. L'enzyme de restriction EcoRI provient des laboratoires 

Appligene. Le vecteurlgtll ainsi que le système d'encapsidation clu phage 



sont faurnis par Promega Biotec ("Protoclone TM.GT system" et "Packagene 

in vitro packaging system"). Le protocole suivi est décrit par Amersham -- 

International (England). 

1 - Intégration dans le vecteur phagique. 

Méthylation des sites EmRI de 1'AMVc : 

L'ADNc double brin est repris dans l'eau puis mis dans des conditions 

de tampon optimales pour l'enzyme EcoRI méthylaçe. Celle-ci est ajoutée A 

la préparatirti~ h raison & îû U/ug d'AûNc. Le tube est incubé au 

bain-marie durant 1 heure 21 37°C. La réaction est stoppée par chauffage h 

70°C pendant 10 minutes. 

Ajout des hexanucléotides : 

L . e s  hexanucléotides de synthèse utilisés sont déphosphorylés et 

intègrent le site de restriction EcoRI. Leur séquence est la suivante : 

S'-GGWTTCC-3'. La T4-AiIV ligase permet leur attachement aux extrémités 

franches de l'AN. Après l'arrêt de la réaction de méthylation, les 

hexanucléotides sont ajoutés A la préparation précédente (1 ug/ug d'AMVc 

syntMtisé). Après avoir ajusté les conditions de tampon ( c f  Milieux et 

tampons - appendice ) ,  l'enzyme est incorporée au milieu h raison de 5 

U/ug d'Am. L'ensemble est mainterm 2I 15°C pendant toute la mit. 

L'enzyme est inhibée par chauffage 2I 70°C pendant 10 minutes. 

Diciestion Eco RI : 

La préparation précédente est soumise A une digestion par l'enzyme de 

restriction EmRI. Les conditions de tampon sont optimaliçéeç (cf Milieux 

et tampons - appendice 1 .  100 U d'enzyme sont apportées au milieu, par ug 



d' ADNc. L' incubation a 1 ieu durant 5 heures, 2i 37°C. La réaction est 

stoppée par chauffage A 70°C pendant 10 minutes. Les acides nucléiq- 

çont ensuite précipitéç par de l'éthanol absolu, avec adjonction de sels 

d'amnonium acétate 5M (0.4 VI ,  A -2û°C pendant 2 heures. 

Elimination de l'excès d'adaptateurs : 

L'ADNc est repris dan 100 ul d'eau. Dans le m@me temps, la colonne 

(ACA 34 Ultrogel) est rincée et équilibrée en tampon STE (NaCl 10rriM, Tris 

X)mF1-pH7,4, EDTA 0,lmM). L'échantillon est passé sur la colonne. L'éluat 

est récupéré sous forme de fractions de 100 ul. Chacune d'entre elles est 

analysée au cmpteur de radioactivité (mptage par effet Cerenkov). La 

présence de 1'ADNc est détecté par un pic de cpm, situé dans les premières 

fractions. Les deux fractions pffiçédant les taux les plus élevés sont 

réunies puis 1'AMVc est précipité par 2,5V d'éthanol absolu, 0,4V 

d'acétate d'ammonium 5 M ,  A -20°C pendant au moins 2 heures. M i n  de 

visualiser 1'AMVc dans les fractions et de contrôler la taille deç 

fragments, une partie aliquote de chacune d'elles (1 A Sul) est pr8levée 

puis analysée par électrophorèçe en gel d'agarose 1,4% en tampon TBE. 

Aprèç migration, le gel est mis en contact avec un film autoradiographique 

durant une nuit A -20°C. 

Réaction de liaation avec le phaae : 

L' AMVc est repris dans un petit volume d' eau. Les bras du phage lgtl 1 

coupés par E w R I  et déphosphorylés çont ajoutés A raison de 1 ug-pour 

500ng d'AMVc environ. Les conditions de tampon (c f  Milieux et tampons - 
appendice) sont optimaliséeç pour l'enzyme T4-AMV ligase dont 1 U est 



incorporée au milieu. Le tube est placé A 4°C toute la nuit. La réaction 

est arratée par précipitation éthanolique en présence de sels d'acétate 

d'amronium S V  (0,4V), A -20°C pendant 2 A 3 heures. 

Réaction d'encapsidation : 

Le protocole suivi est celui donné par le fournisseur (Promega Biotec, 

USA). L'FSDN du phage est repris dans un volume minimal, auquel on ajoute 

l'extrait de protéines d'encapsidation. L'ensemble est incubé A 22°C 

pendant 2 heures. Le milieu est ensuite dilué par l'ajout de 500 ul de 

çolution ÇM (cf Milieux et tampons - appendice ). 

2 - Titre & la banque. 

Les bactéries-hôtes Y1090 sont sensibilisées afin de faciliter le 

développement phagique. Une colonie bactérienne est mise en culture A 37°C 

en milieu LB (cf Milieux et tampons - appendice contenant 50 ug/rnl 

d'ampicilline, jusqu'A une densité optique (D.0.) de 0,7 (6ûû mi). Après 

centrifugation douce, les cellules çont reprises dans une solution de 

magnésium A 0,OlM puis incubéeç de nouveau 37°C pendant une heure. 

Pour titrer la banque, différentes dilutions de la pr&paration 

phagique sont réalisées en tampon SM. Les cellules Y 1090 rendues 

comp8tentes çont ajout& A chacune &ç préparations. Une çolution 

d'agaroçe molle est préparée en milieu LB contenant 0,WL d'agar, 10 nJ'1 de 

MgCl* , 3ul/ml de X-gal lm, 3ul d'IPTG lûûmM, chauffee et maintemie A 

55°C. Chaque dilution de phages est diluée dans 2,s  ml d'agarose molle 

puis déposée sur boîte de Pétri sur milieu LE gélosé (15 mg/ml, antenant 

35-50 ug/ml d'ampicilline). Les cultures çont incubées A 37°C Avant toute 

la nuit. Utilisant les caractéristiques du phage Xgtll (cf III - E - 

Construction d'une banque d'ADNc), le pourcentage d'indivicbs recombinants 



est évalué selon le m b r e  de plages blanches présentes. Le taux de 

rembinaison est calculé d'après le rapport : m b r e  de colonies bleues 

non recombinantes / nombre de colonies blanches recombinantes. 

F - CRIBLAGE DE LA BcywuE ET !BICTIûN DES REWMBINFJVTS. 

Les bactéries Y1090 rendues compétentes çont utilisées pour le 

criblage de la banque A raison de 8 A 1OOûû phages par boîte de Pétri de 

90 mm de diamètre. Les phages sont tout d'abord dilués en solution SM et 

mis en contact avec les bactéries durant 2û minutes, puis incorporés A 2,s 

ml d'une solution d'agaroçe molle en milieu LB (O,S'/. d'agaroçe molle, 

MgC12 100mM). La préparation est étalée sur milieu LB gélosé. Les boîtes 

de Pétri sont incubées 2 heures A 42°C. Un filtre de nitvocellulose 

(Schleicher & Schuell) imprégnés d'IPTG est déposé sur les cultures 

qui sont ensuite replacées en étuve A 37°C pouv quelques heures. Aprèç 

avoir repéré la position des filtres sur les boîtes, ceux-ci çont enlevés 

puis saturés par immersion dans un bain de PB-lait SA. Les sérums humains 

dilués au 1/100 en PB-lait 1% sont incubés avec les filtres A 4°C durant 

toute une nuit. Un lavage est effectué en PB-Tween 2û 0,01%, suivi par 3 

autres lavages en PBS. Les anticorps +ix& çont détectés par un second 

anticorps anti-imrmnoglobulines humaines marquéç par la péroxydase 

(Pasteur Productions - 1/500), révélB 21 l'aide du réactif 

4-chloro-1-naphtol (Biovad). Grâce aux marques faites sur le filtre et la 

boîte de Pétri correspondante, l'identification deç clones est possible et 

permet un isolement et une purification des clones rembinants. 



G - CMIÇTRJCTIMI LYSOGENIQUE ET PREPAFidTIaU DE LA PROTEIRE DE FUSION. 

1 - Construction de colonies lysogbes recombinantes. 
Les bactéries de la souche Y1089 çont ailtivées en milieu LB en 

présence d'ampicilline (50 ug/ml) jusqu'h une densité optique de 0,7 

(MX)m). Après centrifugation, les cellules çont reprises dans 1/3 de 

volume d'une solution de Mgç04 10 mM et incubées une heure A 37°C. Les 

cellules bactériennes ainsi préparées sont mises en contact avec les 

phages recombinants dans un rapport de 5/1 (phages/bactéries), en milieu 

LB, MgC12 10 M. L'ensemble est étalé sur milieu LB gelosé de manigre A 

obtenir des colonies isoléeç. Celles-ci seront ensuite repiquées en 

double, sur deux boîtes différentes, l'une étant incubée A 42"C, l'autre 

A 32°C. Les clones se développant A 32°C mais pas A 42°C sont les colonies 

lysogènes recombinantes. 

2 - Expression et préparation de la protéine recombinante. 

Une colonie lysogène recombinante eçt mi- en culture en milieu LB 

contenant 50 ug/ml d'ampicilline jusqu'A une D.O. de 0,5 21 MX) m. La 

température est alors brutalement élevée A 42-45°C et mainterme pendant 20 

mirutes. La culture est ensuite incubée A 37°C pendant 20 A 30 minutes, 

après addition d'IPTG jusqu'A une concentration finale de 10mM. Une 

centrifugation douce perniettra de réaq2rer les cellules bactériennes, 

celle-ci sera effectuée entre 24-37°C afin de minimiser les chocs et de 

limiter la lyse. Le culot est repris dans 1/50 du volume initial en Tris 

lOmM pH8, NaCl O,9%, Aprotinine m / m l  puis rapidement congelé en azote 

liquide. Après traitement par les ultrasons, l'extrait est ajusté en 

tampon d'échantillon deux fois concentré avant analyse électrophorétique. 



1 - Préparation de 1'AMV phagique total. 

Une culture liquide & la souche Y1090 est réalisée sur la nuit A 37°C 

en milieu LB, MgCi2 1CWl. Après dilution au 1/10OO, les phages sont 

inoculés h raison d'une plage de lyse / 4 - 5 1  de la solution bactérienne 

diluée. L'incubation est réalisée h =OC, çouç vive agitation constante et 

dans de bonnes conditions d'aération. A u  bout de 6 h 7 heures, on ajoute 

quelques gouttes de chloroforme puis on soumet au vortex. Les tubes sont 

centrifugés 10 minutes h 5000 rpm (Çorval). La Wse 1 est ajoutée au 

surnageant (5 ug/ml & culture) et l'ensemble est inaib8 1 heure 37°C. 

Un volume identique de PEG 20%, NaCl 2,5M est ajouté et les tubes sont 

maintenuç A 0°C pendant au moins 30 minutes. Une centrifugation de 10 

minutes A 5000 rpm (Çorvall - HB4) permet de récupérer les phages en 

culot, qui sont repris en tampon TE, Sffi 0,1% (cf Milieux et tampons - 

appendice 1. Le m@me volume de phénol-chloroforme (1/1) est ajouté. Le 

mélange est soumis au vortex pendant 5 mimites puis centrifugé A 

temp&rature ambiante pendant 10 mimites en microcentrifugeuse (10000rpm). 

Plusieurç extractions par le phénol-chloroforme sont réaliçées. Au dernier 

surnageant récupéré sont ajoutés 2,W d'éthanol pur et 1/10 de volume 

d'acétate de sodium 3M pH7. L'Am sera précipité de cette manière deux 

fois puis repris en 50 ~1 de TE. Une incubation avec & la RNase A (1 

ug/ul) sera réalide en mOme temps que la digestion par EcoRI a+in 

d'el iminer 1'FSRN bactérien restant. 



2 - Préparations d'inserts. 

Une digestion est effectuée par l'enzyme de restriction EcoRI 

(Boehringer, RFA) A raison de 10 U/ug d'ADN. La réaction est stoppée par 

addition d'EDTA pH7,S jusqu'A une concentration finale de lOrrM et ajusté 

en tampon d'échantillon (TBExl, sucrose 4%, bleu & bromophénol 0,025/.). 

L'électrophorèse est réalisée en tampon TBE (cf Mi lieux et tampons - 

appendice ), en gel d'agarose A faible foint de h i o n  (agarose "lm 

melting point", BW-, UÇCS). L'ADN est visualisé grâce au bromure d'éthidiwn 

( E T )  ajouté dans le gel (0,s ug/ml). Le fragment d'ADN correspondant A 

l'insert est extrait par démupe puis immergé en TE pH8. Le tube est 

placé A 60°C jusqu'A dissolution complète & l'agaroçe. Une première 

extraction est réalisée au phénol chaud saturé en Tris O,lM-pHB, une 

autre au phénol A 2û0c saturé en Tris 0,lM pH8, puis une nouvelle au 

phénol-choroforme 1 Le BET est éliminé par une extraction au 

N-butaml saturé en eau. L'ADN est précipité par de l'éthanol absolu, en 

présence de 1/10 V d'acétate de sodium SM pH7. une partie aliquote est 

analysée par électrophorèse en gel d'agaroçe. 

1 - Préparation de la sonde. 

Une sonde est préparée A partir de l'ADN & l'insert extrait du clone 

recombinant M13, préalablement amplifié et purifié. Le marquage est 

réalisé A l'aide de a- 3 2 ~  dCTP (111 TBq/mnol - Amershm International, 

USFi). La technique utiliçée est basée sur l'utilisation d'hexaméres de 

synthèse cornne initiateur de la réaction de marquage ("hexamer random 

priming"), Feinberg & Vogelstein - 1983. La réaction s'effectue A 

température ambiante pendant au moins trois heures, 21 partir d'une 



quantité équivalente 21 au moins 25 ng d'ADN purifié et préalablement 

dénaturé par la chaleur (2  minutes 2I 100°C). Les nucléotides marqués çont 

ajoutés A raison de 1,ûS.106 Bq, ainsi que 2U d'enzyme, fragment Klenow de 

l'ADN polymérase. Une précipitation A l'éthanol est ensuite effectuée A 

-70°C pendant 2û minutes. Afin d'kliminer les nucléotides libres marq&, 

après précipitation éthanolique, le tube est réchauffé 21 37°C puis 

centrifugé. Le surnageant contenant les nucléotides marqués est éliminé et 

le culot est lavé deux fois, par l'&han01 70% et W A .  Après sêchage, 

l'Am est repris dans un petit volwne de TE pH8 et est directement utilisé 

comme sonde. 

2 - Préparation des échantillons. 

Deux types de préparation d'ADN sont réalisées pour l'analyse par 

hybridation. 

- "W dot blot" : les différents ADN à tester çont déposés sur la 

même feuille de nitrocellulose sous forme de goutte. L'Am est préparé en 

TE pH8 puis dénaturé par chauffage (95°C - Srninutes). Une quantité 

équivalente a 1-2 ug est prélevée et mise en conditions de tampon X ) x  SSC. 

(Milieux et tampons - appendice . Les différents échantillons sont 

déposés sur la feuille de nitrocellulose qui est ensuite placée entre deux 

morceaux de papier Whatman 3MV1. L'ensemble est placé en étuve sous vide A 

80°C pendant 2 heures. Le filtre est ensuite directement utilisable pour 

la réaction d'hybridation. 

- "Colony blot" ( Maçon & Williams- 1985) : les différents phages 

recombinants a tester sont cultivés sur la même boîte de Pétri en 

individualisant chacun des clones sous la forme d'une goutte d'agar molle 

(50 ul en milieu LB, MgSû4 1 M ,  3ul/ml d'IPTG 100mM) sur laquelle se 

développent les dif-férents représentantç du même clone. Après culture A 



42°C fusqu'A si-confluence une empreinte est réalisée A l'aide d'un 

filtre de nitrocellulose. Celui-ci est placé sur une feuille de papier 

Whatman 3MM saturée par une solution de dénaturation (NaCl 1,5M, NaM-l 

0,5M), puis transféré successivement en un bain de neutralisation (NaCl 

1 ,  Tris 1M pH7,5) et sur une feuille de Whatman saturée en 4x SET (SET 

x20 : NaCl 3M, EDTA X)niM, Tris 0,4M pH7,8). Après séchage, la 

nitrocellulose est placée entre deux morceaux de Whatman 3MM puis déposés 

en étuve sous vide A 80°C pendant 2 heures. Comme précédemment, i 1 est 

ensuite directement utilisé pour les tests d'hybridation. 

3 - Réaction d'hybridation. 

La sonde radiomarquée est reprise en tampon d'hybridation-N (51) (6: 

Milieux et tampons - appendice ) ,  contenant 1 mg/ml d'ADN de sperme de 

hareng, A raison de 10 - 50 millions de cpm par essai. Après dénaturation 

a 100°C pendant 5 minutes, le tube est placé dans de la glace jusqu'A 

utilisation. L'hybridation est réalisée A 42°C sur la nuit. Les filtres 

sont rincés dans un grand volume d'une solution de 2x SSC, 0,1% S E  A 

température ambiante (ÇÇC : cf milieux et tampons - appendice). Trois 

lavages de 20 minutes sont ensuite réalisés A la température de la piece A 

l'aide du m&me tampon. Deux autres lavages sont effectués a 6S°C, de 30 

minutes chacun, grâce A une solution de O,lxççC, 0,1% SDS. Les filtres 

sont séchés puis mis en exposition, A -7092, avec un film Kodak XAR-5 avec 

écran (-nt de Nemours, France). 



J - ÇWS-CLQWGE EN VECTEUR Ml3 ET SEgENCCWSE NUCLEOTIDIQUE. 

Le vecteur Ml3 (Mec;E;ing et al.-1977) est un bactériophage A ADN 

circulaire et filamenteux de 7,2kb. Il infecte essentiellement les 

baceries E.wli mâles (F' 1 .  Après entrée dans la bactérie, 1'Ai.N simple 

brin est converti en une forme réplicative double brin qui donnera 

naissance 21 de nouvelles particules simple brin. Après encapsidation, 

ce1 les-ci seront excrétéeç hors de la bactérie sans qu' i 1 y ait phénomène 

de lyse. Un grand m b r e  de vecteurs de clonage existent Messing-1983), 

issus du Ml3 sauvage, et possédant des sites de restriction regroupés en 

une séquence "polylinker" située A la fin du gène lac Z. La sélection des 

recombinants se fait de la mgme manière que pour le kgtll : l'insertion 

en un site de restriction du "polylinker" amène l'expreçsion d'une 

f3-galactosidase inactive, incapable de réagir avec son substrat. A 

l'inverse, les indivickiç non recombinants possèdevont un phgnotype gal+ 

qui se traduira par une dégradation du X-gal et une coloration bleue. 

L'Am A cloner eçt intégré en un site de restriction du polylinker de la 

forme réplicative double brin ; une orientation est possible selon le 

vecteur utilisé. La préparation & matrices simple brin est utilisée pour 

la réaction de Sanger et al.-1977 (terminaison des chaînes par des didEsoxy 

nucléotides) pcur la determination des séquences nucléotidiques. 

1 - Çauç-clonage dans le vecteur Ml3 

Cette étape nécessite une préparation des cellules bactériennes TG1. 

Une préculture de la souche TG1 est réalisée sur la mit, a 37"C, en 

milieu 2TY. Après dilution au 1/100 dans le même milieu, une mvelle 

incubation est faite juçqu7A obtention d'une D.O. de 0,3. Le culot 

bactérien est resuspendu, apréç centrifugation (2500 rpm - Çorval), dans 



SOml d'une solution & CaC12 SOrrEil et maintenu îû minutes dans de la glace. 

Après centrifugation, les bactéries çont reprises dans 3ml de CaC12 50mM 

puis conçervées dans la glace au moins une heure et jusqu'A leur 

uti 1 isation. 

La forme double brin du vecteur Ml3 choisi (M13mp19) est saumise h une 

digestion enzymatique par l'enzyme de restriction correspondante (EcoRI). 

A 2ûng de ce vecteur ainsi préparés sont ajoutés lOOng de l'insert purifié 

en tampon de 1 igation (cf Appendices - Mi 1 ieux et tampons) et en présence 

d'ATP ImM et de Dithiothreitol W. Pour ces quantités, une valeur 

équivalente a 1U d'enzyme T4 ADN ligase est ajoutée au milieu. La réaction 

de ligation s'e-f-Fectue 21 15°C pendant une nuit (4 A 16 heures). La 

transformation des cellules bactériennes TG1 rendues compétentes (3ûOul) 

est ensuite réalisée h partir d'une fraction aliquote (5~1) de la solution 

de ligation. Le contact est maintemi durant 50 minutes au minimum, A 0°C. 

Un choc thermique de 2 minutes est effectué A 45°C. Le tube est replacé 

dans la glace. On y ajoute ensuite m u 1  d'une culture fraîche de TG1 et 

3 m l  d'une solution d'agar molle en milieu LB contenant 20~1 d'IPTG 20mg/ml 

et 50 ~1 de X-gal 2ûmg/ml. La préparation est étalée sur boîte de Petri en 

milieu LB gélosé et incubé toute la nuit A 37°C. Les plages non colorées 

repréçentent les bactéries recombinantes transformées qui sont 

sélectionnées. (Ml3 Cloning /Dideoxy Sequencing : Instruction Manual. 

&thes& Research Laborabries, Gaitherburg, Md., 1980). 

2 - Préparation de la arme monobrin. 

Une dilution au 1/100 en milieu 2TY est faite A partir d'une culture 

bactériennes TG1 réalisée sw la nuit. Cinq ml de cette dilution çont 

ensemencés par une plage blanche recombinante Ml3 A l'ai& d'un cure-dent 

stérile. L'ensemble est incubé A 37°C sous agitation constante pendant 



4,5 heures. Plusieurs centrifugations sont effectuées afin d'éliminer 

compl&tement toutes les cellules bactériennes. Le surnageant est réparti 

en tubes épendorf, en fractions de lm1 auxquelles on ajoute 100ul d'une 

solution de PolyEthylène Glycol (PEG) X>%, NaCl 2,W.  Les tubes çont 

laissés à température de la pièce pendant 15 minutes, en mélangeant 

vivement de temps en temps. Après une centrifugation de 10 minutes A 

10000rpm (Sigma), le culot de phages est repris dans lOul de tampon TE. Le 

tube est rincé et les différentes fractions de chaque clone çont réunies. 

Une première extraction est réalisée & la manière suivante : 1/îV de 

phénol saturé en TE est ajouté au surnageant et l'ensemble est soumis au 

vortex puis laissé à température ambiante durant 5 minutes. Un demi volume 

de chloroforme saturé en eau est alors ajouté et la préparation est 

çownise au même traitement que précédemment avant d'&tre centrifugée. 

Plusieurs extractions sont ensuite effectuées au phénol-chloroforme (l/l), 

jusqu'a disparition complète de protéines dénaturées A l'interphase. Une 

dernihre extraction au chloroforme saturé en eau est eff-ectué avant la 

précipitation éthanolique en présence d'acétate de sodium 3M pK7 (l/lW). 

Après centrifugation, le culot est lavé deux fois par l'éthanol 70% puis 

par l'&han01 absolu. L'AMV simple brin est séché et repris dans lOul & 

TE. Une estimation de la quantité d'acides nucléiques extraite est 

effectuée par mesure de la densité optique à 260nm. 

3 - Réactions de séquence. 

Leç diff-érents tampons et réactifç utilisés lors des réactions de 

séquençage çont présentés en appendice afin de ne pas gêner le détail du 

pvotoco 1 e. 



Réaction d'hybridation : une quantité équivalente a 2ug d'ADN simple brin 

est incorporée A 8 ~ 1  de tampon S-Sx, quantité suffisante pour 24ul d'eau 

bidistillée. P o w  chacun des clones, 4 réactions sont effectuéeç : 

Réaction A : 3ul & la préparation d'ADN + 2ul d'amorce JE. 

Réaction C : 3ul de la préparation d'ADN + 2~1 d'amorce FMI. 

Réaction G : 9ul de la préparation d'ADN + bu1 d'amorce TFYVIRA. 

Réaction T : 9ul & la préparation d'ADN + bu1 d'amorce ROX. 

La réaction çe fait A l'abri de la lumière. Les tubes sont incubés 5 

minutes A 5SaC, puis laissés A température ambiante durant 30 minutes. 

Réaction d'élongation : A chaque préparation précédente, on ajoute les 

mélanges de ~ x y n u c l ~ t i & s / d i d é o x y n u c l é o t i d e s  et la solution enzymatique 

contenant la séquenase (solution Y). Le principe de la réaction s'inspire 

du protocole décrit par Sanger et al.-1977. 

Réaction A : 1,Sul dNTP/ddATP + lu1 de solution Y. 

Réaction C : 1,Sul dNTP/dcCTP + lu1 de solution Y. 

Réaction G : 4,Sul dVTP/ddGTP + 3ul & solution Y. 

Réaction T : 4,5111 dVTP/ddTTP + 3111 & solution Y. 

Les tubes sont incubéç 7 minutes A 3ï°C puis la réaction est inhibée par 

10 minutes a 65°C. Pour chacun des clones, les 4 tubes (A - C - G - T) 

sont mélangés. Après précipitation éthanolique, les culots sont lavés a 

l'éthanol 75X puis 95%, séchés et conservés A l'abri de la lumière. Les 

échantillons sont ensuite repris dans 5~1 de formamide déionisée et lu1 

d'EDTA 50mM et dénaturés par la chaleur (90°C - 2 minutes). Ils sont 

ensuite rdvoidis dans & la glace puis rapidement déposés sur le gel de 

séquence. 



4 - Elei=trophor&se et analyse. 

L'électrophèse est réalisée en gel de polyacrylamide - urée constitué 

de la manière suivante : 9ml d'acrylamide 40% (Acrylamide/bisacrylamide : 

1 9 1  3ûg d'urée, hl & TBExlO, complétéç A 67,259 par de l'eau 

bidistillée. La solution est filtrée avant d'ajouter 3ûûul de persulfate 

1 et 3ûul de TUVED. Une pré-migration du gel est faite durant X) 

minutes. Après dépot deç échantillons, l'électrophorèse est effectuée A 

29W (14W - 22rrA), A une température de 50°C. 

L'analyse est permise par l'utilisation du séquenceur 37W (Applied 

Bioçystem, W). La technique utilisée a été décrite par Çmith & 

al.-1986. Les amorces fluorescentes sont stimulées par le laser, - 
permettant ainsi de repérer les différents fragments d'ADN séparés selon 

leur taille lors de la migration électrophorétique. L'émission d'un signal 

par les amorces est captée et enregistrée par l'ordinateur associé au 

laser. La superposition des résultats obtenus pour les 4 fluorophores d'un 

même clone permet de reconstituer la séquence nucléotidique de l'ADN 

analysé. 



FIGURE 23 : Séquençage rucléotidique basé sur l'utilisation de 
didéoxynucléotides (Sanger et al.-1977) et d'amorces fluorophores (Smith 
et al.-1986). S c h h  tiré de Biofutur - octobre 1986. 
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MILIEUX ET TAMP(Wç 

Milieux de culture 

Milieu LB (Luria-Bertani) 
bacto-tryptone 109 
extrait de levure log 
NaCl log 
ajusté A pH 7,4 avec NaOH IN - qsp 11 

Milieu 2TY 
bacto-tryptone 169 
extrait de levure log 
NaCl 5g 
qsp 11 

Tampons 

PBS "Phosphate Bu-ff-er Saline" 
NapH PO4 lOmM 
NaH2 PO4 10mM 
NaC 1 O, 15M 

SET x29 
NaCl X1 
EDTA X>mM 
Tris 0,W pH7,8 

ÇÇC x20  
NaCl 3M 
Citrate de sodium 0,3M 
Ajusté & pH7 avec HCllM 

TBE 
Tris base 89mM 
Ac i de borique 89mM 
EDTA 2mM 

TE 
Tris lOmM pH8 
EDTA ImM 

Tampon d'hybridation-N (pour environ 800ml) 
Sulfate de dextran : 809 

ho : 300ml 
Formamide désionisée : 320ml 
ÇSC x20 : 16Oml 
Tris î M  pH 7,4 : 8ml 
Solution Denhardt : h l  
ADN de sperme de hareng (2mg/ml) : &nl 



Formamide désionisée : A 5ûml de formamide ajouter 5g de billes de 
résine (Bio-Rad AG 501-X8). Agiter doucement 4°C et filtrer- suv 
papier Whatman 1. 

Çolution knhardt xlOO : polyvinylpyrrolidone (WP) log 
sérum albumine bovine 109 
ficoll 400 log 
qsp 

Tampon ÇM : 
NaCl : 5,8g 
Mgso, .7H O : 2g 
Tris.Cl 1M pH7,S : 5ûml 
gélatine TA : Sm1 
quantités pour 11 de solution. Ckitoclavev. 

TNEN 
Tris-HCl lamM pH7,4 
NaCl lm 
EDTA 2mM 
Nonidet P4û O,1% 

Tampon de réaction des enzymes 

Tampon de la Reverse transcriptase x5 
Tris-HC1 0,25M pH8,l 
Di thiothrei ta1 DTT 10mM 
MgCl2 ;r#nM 

KC1 0,2M 

Tampon de Polyméraçe x10 
Tris 70rrdv1 pH7,4 
NaCl 500mM 
MgCl2 7OmM 

Tampon de ligation x10 (pour T4 ADN ligaçe) 
Tris 0,5M pH7,4 
MgCl2 0,lm 
DTT O,2M 
ATP 1Odl 
SAB 5ûug/ml 

Tampon "High Salt" (EcoRI) 
Tris 90niM pH7,S 
NaCl 50mM 
MgCl;! lOmM 
ÇAB 100ug/ml 



Milieux et tampons pour les réactions de séquence 

Tampon de réaction 5x 
Tris-HCl 50mM pH7,5 
MgCl2 so"lM 
NaC 1 5oomM 

Amorces 
La poudre lyophilisée est dissoute en TE pour obtenir une 
concentration finale de 0,4pmol/ul. Elles sont conservées A l'abri de 
la lumière. 
Fluorophore de la réaction A (JE) : fluorescéine 
Fluorophore de la réaction C (FM) : 4-chloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1- 
diazole (NDB) 
Fluorophore de la réaction G (TWRA) : tétramethylrhodamine 
Fluorophore de la réaction T (ROX) : rouge Texas 

Solutions de déoxynucléotides 
Le déoxy-7-déazaguanosine triphosphate (6c7GTP) est substitué au dGTP 
afin de diminuer l'effet de cmpression des bandes. 

&TP, &TP, dTTP : îmM 
d-c7GTP : 3 d v )  
çolutions de didéoxynucléotideç ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP : 50mM 

çolutions de mélange déoxyrmcléotides et didéoxynucléotides : mélange 
NP/ddX : V/V. 

Solution Y (tampon de séquenase) : 12,Sü/clone 
DTT 0,lM : 4,Sul 
Triç 1ûmM pH 8 : 3,5ul 
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