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: Unité internationale 
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La toxoplasmose est une parasitose ubiquitaire dont 

l'agent est un protozoaire, Toxoplasma gondii (souche ~Y ). 

Elle présente un grand intérêt en mé dec ine vétérinair e 

et humaine; principalement chez les sujets immunodéprimés 

et chez le foetus qui par voie transplacentaire peut 

contracter la maladie avec des lésions graves. 

La gran de va riété des antigènes toxoplasmiques explique 

la variété des techniques sérologiques utilisé e s en 

laboratoire clinique. Toutes ont leur valeur et l eurs 

limites propres de sorte qu'il est toujours indispensable 

d'associer au minimum deux techniques, complémentaires 

dans leur signification, pour établir un diagnostic de 

toxoplasmose. 

Le but de ce travail consiste en une étude destinée à 

identifier les fractions protéiques du toxoplasme séparées 

par un e éle c tr oph orè s e sur gel en gra d ient d e polyacrylamide 

en milieu SJS (PAGE-S DS ). Après transfert des fractions 

protéiques du gel de polyacrylamide sur nitrocell ul os e 

(électroblotting), nous tentons de caractériser les 

fractions protéiques immunogènes par une techn iqu e 

immunoenzymatique. 

L'interprétation des résultats obt enus par les d ifférent s 

tests renseignera sur la cinétique des anticorps et 

l'évolution d e la maladie. 
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En rai s on de la nature complexe du toxoplasme et de la 

mala die, il s'e s t écoulé 62 ans entre la découverte du 

vecteur et la connaissance de son cycle biologique compl et. 

1908 : Nicolle et Manceaux d écouvrent ch e z un ron g eu r 

d'Afrique du Nord (Cténodactylus gon dii) un p r o

tozoaire ayant une forme en "croissant". Il s l e 

baptisent To xopla s ma gondii, du gre c ta xon (a rc ) 

et plasma (fo r me). 

1 923 

1937 

Janku découvre des kystes rétini e ns ch ez un 

e nfant atteint de toxopla sm ose con génita le . 

Sabin décrit les si gnes cliniques d e la to xo

plasmose humaine. 

1948 : Sabin et Fel dman décrivent le dye test. 

1957 Gol dman et Ke l e n utilisent 1 1 immunofluo res cenc e 

pour ex plorer l'immunité humoral e chez l'h omm e . 

1 ~70 Simultanément, l e s équip es d 1 Hu tc hinson e t de 

Fr e nk e l mettent en évi dence l e cycle sex ué du 

paras ite chez l e chat. 

: es dernièr es années, les parasitologues et l e s im mun o

lo gistes tent e nt de recons tituer le "puzzl e a nti g éniq ue " 

du toxoplasme. 
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III. PARASITOLOGIE 

3.1. Introduction 

- Embranchement 

- Sous-embranchement 

Classe 

Ordre 

Famille 

Genre et espèce 

. Protozoa . 
Apicomplexa 

Sporozoea 
. Coccidiida . 

Eimeriidea 
. Toxoplasm a gon dii . 

Le toxoplasme est un parasite de toutes les cellules 

des animaux homéothermes sauf des globules rouges anucléés. 

Dans les tissus, il vit dans les macrophages du système 

réticulo-histiocytaire qui est le lieu de prédilection de 

la prolifération du toxoplasme. Il peut être isolé des 

nodules lympho1des, du liquide céphalorachidien ou du sang 

par inoculation intrapéritonéale ou intracérébrale d'une 

souris. 

Sept espèces de toxoplasme sont décrites mais, seul le 

Toxoplasma gondii est responsable de la toxoplasmose. Il a 

une forme en croissant hétéropolaire de 4 à 8,fL-m de longueur. 

3.2. Morphologie du toxoplasme 

Le toxoplasme est une coccidie qui existe sous 3 formes: 

- une forme proliférative ou végétative: TROPHOZOITE 

- une forme de résistance dans le milieu intérieur : KYSTE 

- une forme de résistance dans le milieu extérieur OOCY STE 

Le kyste et 1 1 oocyste sont les 2 formes de dissémination 

du toxoplasme. 
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et 3.2.1. Le trophozoite 

10 

Le trophozo1te ou tachyzo1te présente la forme clas s ique 

"en croissant" (longueur 4 à Bfm, largeur 2 à s;im). Dépourvu 

d'organes locomoteurs, il se déplace par contractions 

myofibrillaires. Il possède une formation apicale comprenant 

un complexe membranaire superficiel, un anneau polaire, un 

micropore, un cono1de, des micronèmes et des rhoptrie s qui 

sont les caractéristiques des Apicomplexa. 

Le complexe me mbranaire superficiel : structure constante 

formé e d'une membrane externe et d 1 un complexe membranaire 

interne séparés par un espace de 13 à 20nm d'épaisseur. La 

membrane externe est continue et englobe toute la cellule. 

Elle est conforme au type trilaminé classique. Le complexe 

membranaire interne est formé de 2 membranes interrompues 

dans la partie postérieure. 

L'anneau polaire: est formé par le complexe membranaire 

interne épaissi et interrompu. C1 est une structure auprès 

de laquelle prennent naissance 22 microtubules régulièrement 

distribués. Il semble jouer un rôle dans la contractilité 

et la mobilité. 

Le micropore: est une invagination du complexe membranaire 

qui aurait un rôle nutritionnel. 

Le cono1de: est une structure en forme de cône tronqué 

composée de 6 à 7 microtubules enroulés en spirale. Il 

faciliterait la pénétration du trophozo1te dans la cellule 

hôte; de plus, il est capable de phénomènes secrétaires. 

Les rhoptries:ont une forme de massue. 

Les micronèmes : sont des petits organites situés dans la 

partie antérieure et pourraient faire partie du m~me sy s tème 

f onctionnel que les rhoptries. 

. . / .. 



.. / .. 
Le noyau : assez volumineux, se trouve dans la moitié posté

rieure du toxoplasme. L'appareil de Golgi est logé dans une 

cupule formée par sa partie postérieure. 

Le cytoplasme contient dans la partie postérieure : 

- 1 ou 2 mitochondrie(s) de grande taille 

- des plages de glycogène 

- des globules lipidiques 

- des granules d 1 amylopectine. 

Le réticulum endoplasmique est peu abondant. 

La destruction de la membrane des formes de résistance 

( oocyste ou kyste) libère des trophozoÏtes qui gagnent de 

manière transitoire le torrent circulatoire de 1 1 hÔte inter

médiaire ou définitif. 

La reproduction asexuée des trophozoÏtes se fait dans les 

cellules épithéliales par schizogonie (endodyogenèse)~ Cette 

multiplication par division cellulaire se passe toutes les 

4 à 6 heures. 

* ' Endodyogenese 

3.2.2. Le kyste 

mode de division particulier dans lequel 

les 2 cellules filles se forment dans la 

cellule mère et leur membrane n'apparaît 

qu'au moment de la sortie de la cellule 

mère; elle est constituée par la membrane 

externe de cette dernière. 

Le kyste a une forme sphéroïdale de 15 à 10Dfm• 

Entouré d 1 une membrane très résistante, élaborée par les 

microorganismes eux-mêmes, il renferme une multitude de 

toxoplasmes quiescents (bradyzoÏtes) accolés les uns aux 

autres. 

11 

Les kystes sont intratissulaires et ont une grande 

longévité, comparable à celle des cellules qui les hébergent. 

Ils ne provoquent aucune réaction de défense de 1 1 hÔte. 
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3.2.3. L 1 oocyste 

L1 oocyste est un oeuf diplo1de de 10 à 12.,,wn entouré 

d 1 une coque très résistante; il résulte de la fusion des 2 

types de gamètes lors de la reproduction sexuée (gamogonie). 

Sa formation est l'aboutissement du cycle entéro-épithélial 

se déroulant dans l'intestin de 1 1 hÔte définitif (le chat) . 

Sa maturation n'a jamais lieu dans l'intestin du chat 

car, elle demande des conditions suffisantes d 1 oxygène et 

d'humidité. De plus, elle est dépendante de la température. 

Si l'environnement le permet, 1 1 oocyste est le siège 

d 1 une sporulation conduisant à la forme infestante 

(sporozo1te) qui a la même structure que la forme végétative. 

Les sporocystes conservent leur pouvoir infestant pen dant 

très longtemps car, ils sont résistants aux enzymes, aux 

alcalis, aux acides et aux détergents; par contre, ils 

résistent mal à la dessiccation et à la chaleur. 

3.3. Cycle de vie 

L'évolution de To xoplasma oondii comprend 2 phases : 

une phase proliférative chez des hôtes intermé

diaires non spécifiques (oiseaux, marn~ifère s , y 

compris l'homme). 

une phase de reproduction dans l'intestin du chat 

qui apparaît comme l'hôte définitif (cycle entéro

épithélial). 
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3.3.1. Evolution chez 1 1 hÔte oéfinitif le chat. 

Cycle de reproduction asexué ou schizogonie. 

Le chat s 1 infeste en dévorant des rongeurs ou des oiseau x 

parasités par des kystes ou à partir d 1 oocystes mûrs souillant 

la terre, les herbes ou l'alimentation (légumes, fruits).Les 

stades de la schizogonie apparaissent sept jours après l'in

festation. Dans l'intestin de l'animal, les kystes (ou les 

oocystes mûrs) donnent naissance à des trophozo1tes qui se 

multiplient par division cellulaire. 

Cycle de repro dustion sexué ou gamo gonie. 

Dans les cellules de l'intestin, les trophozo1tes vont se 

"sexuer" et donner naissance à des microgamètes mâles et de s 

macrogamètes femelles dont la fusion con duit à 1 1 oocyste 

éliminé avec les féces du chat. 

L 1 oocyste n'atteint sa maturité que dans le milieu e xtérieu r 

où l'on observe une sporulation, c'est-à-dire que naissent 

à l'intérieur d e 1 1 oocyste deux sporocystes elliptiqu e s qui, 

à leur tour, renferment chacun quatre sporozoÏtes (sporogoni e ). 

3.3.2. Evolution chez les hôtes intermédiaires. 

Les sporozo1tes ingérés sont libérés par destruction d e s 

membranes de 1 1 oocyste mûr. Ils pénètrent dans les c e llul es 

hôtes et se multiplient pour conduire à une phase septicémique ., 
courte sous forme de trophozoites. 

Rapidement, les trophozo1tes gagnent différent s tissu s 

(muscles ou le tissu nerveux), ils s 1 accolent les un s au x 

autres, se multiplient et con duisent à la formation d'un ky s te. 
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IV. PATHOLOGIE HUMAINE 

4.1. Introduction 

La toxoplasmose est souvent asymptomatique. Les sign es 

cliniques, quand ils existent, sont généralement protéiformes 

et, en conséquence, le diagnostic biologique a une valeur 

essentielle. 

Chez l'homme, elle peut résulter de 3 modes de contamination: 

- à partir de kystes, lors de l'ingestion de vian de de 

boucherie (surtout porc et mouton) peu cuite. Ce mode de 

transmission est de loin le plus fréquent dans les pay s 

à haut niveau de vie. 

- à partir d 1 oocystes souillant la terre ou l'alimentation 

(fruits, légumes). 

' ., , - a partir de trophozoites eventuellement contenus dans le 

sang, le lait, la salive, toutes sources d'infestation très 

exceptionnelles. 

La toxoplasmose est variable suivant le pays et la ré gion 

et est fonction du mode de vie, du niveau d'hygiène et de s 

habitu de s alimentaires. 

4.2. Physiopathologie 

L'évolution de la toxoplasmose passe par 3 phases carac

térisées par des phénomènes parasitologiques, cliniqu es et 

biologiques particuliers. 

Elle suit la contamination et correspond à une multiplication 

intracellulaire du parasite; celui-ci fait éclater les cellul e s 

du système réticulo-endothélial dans lesquelles il se réfugie. 

Progressivement, le taux d'anticorps protecteurs augmente, 

réduisant rapidement la parasitémie. 

. . / .. 



.. / .. 
Phase secondaire ----------------

Le sujet, renforçant son immunité humorale, les form es 

végétatives sont rapidement lysées. Seuls, des organes 

pauvres en anticorps (cerveau, oeil) sont le siège de 

multiplication parasitaire. 

Phase tertiaire 

Ou phase de toxoplasmose chronique, elle correspon d à la 

dissémination des formes kystiques dans les muscles et le 

tissu nerveux. Les kystes sont bien tolérés chez l'hôte; 

seule, une rupture de la membrane engendre de s phénomènes 

inflammatoires locaux avec réaction immunologique d'hyper

sensibilité. 

4.3. Les différentes formes cliniques de la toxoplasmose. 

En Europe, principalement en France et en Be lgique, 

la toxoplasmose est une maladie du sujet jeune. Les formes 

bénignes sont, soit de type mononucléose infectieuse, soit 

d e type polyadénopathies non fébriles. La guérison est géné

ralement spontanée. 
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Les formes graves sont rares chez un indivi du sain et 

s'accompagnent d'atteinte hépatique, myocardique, pé r icar diq ue 

e t encéphalique. La choriorétinite est, dans la plupa r t des 

cas, une séquelle tardive d 1 une infection congénitale. 

Biologie clinique : Leucocytose avec neutropénie et 

lymphocytose. 

Eosinophilie élevée mais inconstant e . 

Cas particulier des h~tes irnmunodéprimés : 

Chez les individus présentant un syndrome d 1 immuno dé

pression provoqué ou acquis (SIDA), la toxoplasmose peut être 

gravissirne,voire m~me mortelle; l'infection peut se fair e soit 

en phase primaire, soit en phase tertiaire par réactivation 

d'une infection ancienne. 



La toxoplasmose congénitale résulte du passa ge de s 

trophozo1tes à travers le placenta, cependant : 

une femme immunisée avant sa grossesse ne pourra, en 

aucun cas, donner naissance~ un enfant contaminé; il 

en va d e même d'une infection contemporaine de la 

conception. 

une femme contractant une toxoplasmos e au cou rs de la 

grossesse peut transmettre la maladie au foetu s mai s 

le passage transplacentaire n'est pas systématiqu e . 

Indiscutablement, le risque existe et comport e des 

conséquences graves pour l'enfant; la surveillanc e 

biologique d 'une femme séronégative s'impos e donc au 

cours de sa grossesse. Des tests sérologiques sont 

réalisés le premier, le deuxième, le troisièm e , l e 

cinquième, l e septième et le neuvième mois. 

Sur le plan immunitaire, 2 situations s e pré se nt ent 

soit l e passage tra nsplacentaire d e s IgG mate rne ll e s 

précè d e celui éventuel des trophozo1tes et peut re 

tar der la réponse humorale du foetus. 

17 

s oit le passag e transplacentaire des trophozo1t es 

précè d e celui des IgG spécifiques maternelles. La 

réponse immunitaire du foetus (au-delà d e la Besemai ne ) 

semble plus complète dans ce dernier cas. 

Ainsi, la gravité, la localisation et la dat e □ 'appa

rition des lésions chez le nouveau-né sont étroitement dépen

dantes des réponses immunitaires de la mère et de l'enfant. 
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1 
Risque de transmission materna-foetal 

Gravité de l'atteinte chez le foetus 1 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 MOIS 

âge de la grossesse 
lors de l'infestation 
maternelle 

Fréquence et conséquences de la transmission 

materna-foetale dans la toxoplasmose contractée 

en cours de grossesse. 

D'une manière générale, plus la grossesse est évoluée, 

plus la transmission est fréquente et moins l'atteinte est 

grave (à l'exception des infections généralisées). La 

combinaison de ces 2 facteurs entraîne une période de risque 

maximal se situant entre la I0 8 et la 24e semaine, avec un 

maximum vers la 14e semaine. 

Il est classique de décrire 3 stades selon l'ancien

neté de l'infestation de la mère au moment de l'accouchement • 

. . / .. 



.. / .. 

Stade_erimaire stade septicémique 

L'infestation a eu lieu après le 6e mois de la 

grossesse. Il est caractérisé chez le foetus par: 

- des troubles viscéraux · ! lésions hépatiques 
lésions cutanées 

- une anémie et une érythroblastose sanguine. 

Stade secondaire stade de production des anticorps 

L'infestation a eu lieu au cours du 3e au 6e mois 

de la grossesse. L'immunité humorale empêche le maintien 
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de l'état septicémique. Par contre, les organes pauvres en 

anticorps constituent des cibles privilégiées, d 1 où la 

possibilité d 1 encéphalopathies avec hypotonies, contractures, 

crises convulsives et calcification cérébrale. 

Stade tertiaire stade kystique 

L'infestation a eu lieu dans les 3 premiers mois 

de la grossesse . La totalité de la maladie s'est déroulé e 

in utéro. A la naissanc e , ne subsistent que les signes de 

la phase tertiaire; l'atteinte foetale est grave et pe ut 

provoquer la mort in uté ro . 

Les sé que lles sont des hydrocéphalies, des cris es 

convulsives, des retards psychomoteurs, des encéphalopathies 

et des choriorétinites. 



4.4. Traitement et prévention de la toxoplasmose. 

Les mesures prophylactiques restent le plus sû r moyen 

de lutter contre la toxoplasmose chez les sujets à risque, 

comme la femme enceinte séronégative : 
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- prophylaxie quotidienne impliquant la cuisson rapide 

de tous les végétaux (oocystes détruits en 30 secondes 

à 90°c), la cuisson prolongée des viandes et le lavage 

de fruits. Les aliments congelés ne sont pas contaminants. 

- prophylaxie sérologique impliquant une sérologi e 

prénuptiale obligatoire, toute femme séronégative 

étant surveillée ensuite mensuellement pendant sa 

grossesse. 

- la vaccination est toujours au stade expérimental. 

le traitement des sujets à risque est à ba se d 'anti

biotiques. 

Traitement de la femme enceinte présentant une toxoplasmose 

évolutive: - Spiramycine (3g/jour) pendant 3 semaines 

traitement répété tout au long de la 

grossesse avec 2 semaines d'arrêt entre 

chaque cure. 

Traitement de la toxoplasmose congénitale: 3 à 4 foi s 20jo urs 

Pyriméthamine (0,5 à 1mg/kg) et 
Sulfadiazine (50 à 100mg/kg tou s l e s 2 

à 4 jours 

injection intramusculaire d'acide folinique 

(5mg) tous les 2 à 4 jours 

Entre les 2 cures: Spiramycine (100mg/kg)pendant 35 à 45 jours 

Le traitement est en général stoppé à la fin de la pre mière 

année de vie, car, l'enfant possède alors une immunité cellu

laire suffisamment développée pour se défendre contre l e 

toxoplasme. 



5.1. Toxoplasma gondii une mosaique antigénique. 

Le toxoplasme présente de nombreux antigènes de nature 

membranaire, cytoplasmique et métabolique qui ont été mis en 

évidence grâce à l'emploi d'anticorps monoclonaux. 

La destruction du complexe membranaire par sonication 
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a permis l'accessibilité aux antigènes solubles et des centri

fugations différentielles permettent de les séparer des anti

gènes insolubles (membranaires). 

La fraction 5110: contient les antigènes solubles, 

principalement de nature cytoplasmique 

et métabolique. 

La fraction P110: contient les antigènes insolubles et 

solubles. 

La fraction P1 : contient les antigènes insolubles 

(membranaires) 

5.2. L'immunité cellulaire. 

L'immunité cellulaire joue un r~le majeur parmi les 

moyens de défense de l'organisme contre le toxoplasme. Elle 

apparait entre 1 et 3 mois après 1 1 infestation, et est 

ensuite entretenue par les toxoplasmes quiescents des kystes. 

Elle peut ~tre mise en évidence par le "skin test" ou 

intradermo. 



Elle n'est pas réalisée en pratique courante. 

L'intradermo-réaction à la toxoplasmine, le test de trans

formation lymphoblastique (TTL) et le test d'inhibition de 

migration des macrophages (MIF) peuvent être utilisés. Les 

interp r étations de ces tests sont délicates. 

5.3. L'immunité humorale. 

L'immunité humorale joue un r~le moins important mai s 

les anticorps sont un témoin plus précoce de l'infection, 

puisqu'ils sont décelés dès la fin de la première s em aine 

suivant la contamination. 

Les méthodes de routine biologique sont toutes ba s ées 

sur la recherche d'une immunité humorale contre To xopl as mq 

gondii; elles reposent sur la mise en contact in vitro 

d'antigène toxoplasmique et du sérum humain à tester de 

manièr e à mettre en évidence la présence d'anticorps 

spécifiques. 

Pour bien comprendre l'intérêt et la signification 

d'un sérodiagnostic toxoplasmique, il est nécessaire de 

conna!tre trois points fondamentaux : 
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L'homme infesté par les trophozo1tes élabore, e n premi er 

lieu, des anticorps spécifiques dirigés contr e la membrane 

ensuite seulement, contre les constituants cytoplasmiques 

du parasite. 

- Les premières immuglobulines secrétées sont de type 

Ig M, suivies d'immunoglobulines de type IgG. Ces dernières 

subsisteront à vie dans le sang. 

- Le toxoplasme est une véritable mosaique antigénique. 

Dans cette mosaique, certains antigènes hétérogéniques 

sont ubiquitaires et reconnus par des anticorps "natur e ls" 

de type IgM. Cette réaction peut donner des résultats 

faussement positifs. 
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Les tests réalisés en laboratoire contrôlent l'immunité 

toxoplasmique acquise et les diagnostics reposent essentiellement 

sur des méthodes immunologiques détectant les anticorps ci r cu

lants de différentes classes. Certaines techniques utilisent 

des antigènes constitués par la cellule parasitaire entièr e 

( Oye test, immunofluorescence, agglutination) et d 1 autres, 

des antigènes extraits par lyse du toxoplasme (ELISA -

hémagglutination - fixation du complément). Le choi x des 

techniques doit tenir compte de leur spécificité, de leur 

sensibilité qui conditionne d'ailleurs la précocité de la 

d étection des anticorps à taux faible et de leur repro ductibilité. 

Le profil sérologique résultant de l'exploration de 

l'immunité humorale est différent d'une étape à l'autre d e 

l'infection chez un même sujet, mais il peut l'être aussi, 

d 1 un sujet à l'autre, au mêmestade de leur infection. 

Cette méthode ancienne reste la techniqu e de 

référence du fait de sa spécificité et de sa sensibilité. 

Pr incipe: Des toxoplasmes vivants sont mis en contact av e c du 

"facteur accessoire" et des dilutions du sé r um 

décomplémenté. La présence d'anticorps comple xés 

à la surface du toxoplasme active le complément 

qui lyse la membrane cellulaire et tue les parasites. 

L'observation se fait : 

soit en microscopie classique en présence de 

bleu de méthylène. Le toxoplasme altéré devi e nt 

non colorable (Oye test: test tinctorial). 

soit en microscopie à contraste de phase où 

le toxoplasme mort perd sa réfringence • 

. . / .. 
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Antigènes utilisés : Toxoplasmes intacts, vivants. 

Anticorps détectés : Ce sont principalement les Ig sériques 

qui apparaissent lors de la période courte 

de prolifération des trophozoites et 

qui sont dirigées contre les antigènes 

membranaires. 

Cinétique des anticorps 

détectés : La réponse détectée est très précoce 

( 8 à 20 jours après le début de l'infection) 

Elle est maximale au bout de 1 à 2 mois, 

décroît lentement mais se maintient à vie. 

CONTAMINA TI ON 
1 
1 stimulation antigénique 

1 semaine 2 1 mois 2 3 4 5 6 8 tan 2 3 10 ans 

Seuil de spécificité: 2 à 5 UI/ml 

limites : nécessité d'entretenir une souche de toxoplasmes 

la difficulté du choix du "facteur accessoire" 

( sérum de cobaye) 

- le coth 

- ledanger lors des manipulations 

détecte seulement les Ig globales 

- ce test ne tient pas compte des Ig des 

classes IgA et IgG 4. 



5.3.1.2. La réaction de fixation du complément ( RFC) 

de Warren et Sabin. --------------------------------------------
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Cette méthode prend toute sa valeur dans le diagnostic 

d'une toxoplasmose évolutive. 

Principe: Lors du premier temps de la réaction, la mise 

en présence d'anticorps spécifiques et de l'antigène 

détermine la formation d'un complexe qui fixe la 

quantité précisément déterminée de complément (c') 

introduite dans la réaction. Le mélange hémolytique 

( globules rouges de mouton+ anticorps anti-globules 

rouges de mouton), introduit dans un deuxième 

temps, visualise cette réaction : 

il n'y a pas d'hémolyse si le c' est fixé lors du 

premier temps. Inversément, si le c 1 est resté 

libre lors du premier temps (absence d'anticorps), 

il y a une hémolyse. 

rùclion positive 

l'Mdionnévatlw 

.. / .. 
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Antigènes utilisés : Ce sont des antigènes cytoplasmiques 

solubles obtenus par des procédés 

physico-chimiques. 

Anticorps détectés : IgG (sauf sous-classe IgG4) et IgM 

qui fixent le complément. 

Cinétique des anticorps 

détectés : La réponse détectée est retardée par 

rapport au Oye test. Cette méthode peut 

être utile pour suivre une séroconversion. 

J,_~_=-g --=--IgG_-_DT-

Seuil de spécificité Dilutions de 1/8 à 1/32 suivant 

l'antigène utilisé. 

Lecture : 

Limites : 

réaction positive 

réaction négative 

Ce test ne révèle pas la présence d'antico r ps 

n'activant pas le complément (IgA, IgE, IgG4) 

- Il n'est pas significatif lorsque le sérum 

à titrer possède un effet anti-complémentaire 

( immunoglobulines agrégées: présence d 1 IC C, 

sérums contaminés, sérums lipémiques, sé r ums 

vieillis), _le rendant positif de maniè r e 

non spécifique. 



5.3.1.3. Immunofluorescence indirecte ( !FI ) 

de Goldman. -----------------------------------
Ce test est le plus utilisé dans les laboratoires 

car la technique est aisée, économique, spécifique et les 

résultats sont reproductibles. 
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Principe On met en présence, sur lame, l'antigène taxa

plasmique et le sérum humain contenant les anticorps 

puis on révèle les anticorps fixés sur cet antigène 

par une globuline anti-humaine marquée à 1 1 isothio

cyanate de fluorescéine ( FITC) 

An~igènes utilisés : Ce sont des antigènes complets av e c une 

prédominance des antigènes membranaires. 

Anticorps détectés : Ig totales, IgG ou Ig M selon 

l'anti-immunoglobuline utilisée • 

. . / .. 
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Cinétique des anticorps 

détectés : La courbe d'évolution des I gG est 

superposable à celle rencontrée dans l e 

Oye test. Ce test permet la détection 

précoce des anticorps membranair e s et 

la mise en évidence de l'immunité 

protectrice d 1 un sujet. 

Seuil de spécificité: IgG : 10 UI/ml 

Lectur e : Réactions positives les sérums qui d onn ent une 

fluorescence de toute la 

paroi du parasite. 

Réactions négatives: les sérums qui ne donn e nt 

pas une fluorescenc e de toute 

la paroi du parasit e ou une 

fluorescence polaire (mo no ou 

bipolaire). 

Ce test utilise le même principe que 1 1 immuno

fluoresc e nce mais il met en évidence les IgM avec un seuil 

de spécificité de 40 à 50 (inverse de dilution). 

Limites : - défaut de sensibilité lorsque les IgM sont pe u 

élevées. 

négativation trop précoce lorsque les Ig G sont 

en quantité suffisante pour bloqu e r la fi xation 

des IgM moins avides (compétition I gG - I gM). 

(voir 1 □ .9.) 
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C1 est une technique très utilisée parce qu'elle est 

complémentaire de 1 1 immunofluorescence. Des particules telles 

que des globules rouges d'animaux stabilisés (ou des billes 

de latex) sont sensibilisées avec des antigènes toxoplasmiques. 

Principe Des globules rouges d 1 animaux stabilisés et sensi

bilisés avec des antigènes toxoplasmiques sont mis 

en contact avec un échantillon sérique. La présence 

d'anticorps se traduit par un phénomène d 1 hémag

glutination • 

• Mmatie 
~ 

réaction -ltlft 

Antigènes utilisés : Ce sont des antigènes solubles mixtes, 

c 1 est-à-dire des antigènes membranair e s 

et cytoplasmiques. 

Anticorps détectés : Ce sont surtout des IgG. 

Cependant, il est possible de mettre 

en évidence indirectement la présence 

d 1 IgM antitoxoplasmiques après traitement 

de l'échantillon au 2 mercaptoéthanol 

( 2ME) qui dépolymérise les IgM • 

. . / .. 
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Cinétique des anticorps 

détectés : Elle est étroitement liée à la compo

sition de la préparation antigénique : -

- Lorsque cette dernière ne comprend que des 

éléments cytoplasmiques, les anticorps révélés 

seront ceux produits plus tardivement après 

le début de l'infection. Ce type de méthode 

est un bon reflet d'une immunité plus ancienne. 

- La présence d'antigènes membranaires permet 

une détection plus précoce mais, dans ce 

dernier cas, la technique est plus sensible 

aux anticorps naturels. 

, IgG-DT l
lgM-HAI 

~ 

Seuil de spécificité IgG : 1/40 

Lecture : 

Limite 

Réaction positive □ 
Réaction négative 

Les anticorps naturels peuvent réagir avec certains 

constituants des hématies. 



Cette technique est simple, d'une grande sensibilité 

et spécifique pour les examens de dépistage des IgG. Les 

r ésultats sont comparables à ceux du test de lyse. 

Le test av e c ou sans traitement des sérums au 2ME 

situe le stade évolutif de la maladie. 
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Principe: Des toxoplasmes entiers formolés sont agglutinés 

lorsqu'ils sont mis en présence de sérums contenant 

des anticorps spécifiques. 

L'emploi d 1 un tampon de dilution au 2 mercaptoéthanol 

permet d 'affirmer la présence d 1 IgG spécifiques 

si 1 1 on constate une réaction positive. La reche rche 

des Ig M spécifiques devra s'effectuer par une 

autre technique ( immunofluorescence, ELISA). 

ruc:tlonpasitlw 
amigone 

rùclion néptl .. 

. ./ .. 
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Antigènes utilisés 

Anticorps détectés 

Comparables à ceux utilisés en 

immunofluorescence, ils correspondent 
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au toxoplasme entier avec une prédominance 

des antigènes membranaires. 

Détection des IgG spécifiques dirigées 

essentiellement contre la membrane. 

Cinétique des anticorps 

détectés Méthode très proche du Oye test. 

La haute sensibilité de ce test aux Ig M 

en fait une méthode de choix dans l'ex

ploration de la toxoplasmose congénitale 

acquise évolutive. Le traitement de 

l'échantillon sérique au 2 ME permet la 

mise en évidence des IgG spécifiques 

seules. 

antigène sensibilisé antigène formolé 

Seuil de spécificité 

Lecture : 

Réaction positive 

Réaction négative 

dilution 1/8 (stable au 2 ME) 

sédimentation en "voile" 
si présence d 1 anticorps 
toxoplasmiques 

sédimentation en"bouton" 
si absence d'anticorps 
toxoplasmiques 



.. / .. 

Limites Sensible aux anticorps naturels; ce qui provoque 

des réactions non spécifiques. 
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Après traitement au 2 ME, certains sérums cont enant 

des IgG agrégées peuvent donner des titres erronés. 

Cette technique est très spécifique et plus s e nsible 

que l'immunofluorescence. La comparaison des 3 taux (IgG totales, 

IgG, Ig M) définit l'état sérologique du mala d e. 

Elle est exposée à moins de risques d'erreurs par 

défaut. Par ailleurs, comme la technique est finalement un e 

méthode de "sandwich" comme 1 1 immunofluorescence indirecte, 

le test ELISA devrait être exposé à des risques d'erreurs par 

excès liés à la présence du facteur rhumato1de. En pratique, 

ce phénomène intervient très peu en raison, soit de la très 

grande sensibilité de la méthode, soit du pH acide auquel 

une partie de la réaction est réalisée. 

Principe: Les antigènes toxoplasmiques, fixés sur un support 

solide, sont incubés avec le sérum. Les anticorps 

spécifiques présents se fixent sur la préparation 

antigénique et sont mis en évi d ence par des 

anti-IgG ou anti-IgM humaines marqué es av e c 

une enzyme et révélées à leur tour par hy dr olyse 

d 1 un substrat chimique. 

Antigènes utilisés : Ce sont des antigènes solubles proch es 

de ceux utilisés pour les réactions 

d 1 hémagglutination, riches en anti gènes 

cytoplasmiques et renfermant des quantités 

variables d'antigènes membranair es • 

.. / .. 
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Anticorps détectés: IgG ou Ig M selon les conjugués 

enzymatiques utilisés. 

Cinétique des anticorps 
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détectés : L'utilisation d'antigènes solubles 

cytoplasmiques entraîne une détection 

retardée des IgG par rapport au Oye test. 

Les IgM sont généralement détectées 

précocement en raison de la sensibilité 

de la technique. 

L'utilisation d'antigènes membranaires 

purifiés permettrait une détection 

plus précoce des IgG. 

: lgG-DT l
lgM-ELISA 

i?( .. ~ 

Limite: Les résultats varient en fonction de l'antigèn e 

utilisé. 

Parmi les techniques décrites, à l'exception de la 

technique de référence, il peut exister des difficultés 

analytiques de type : 

- faux-négatifs IgM par compétition de fixation entre les 

IgG et les Ig M spécifiques. 

- faux-positifs Ig M par interférence possible du facteur 

rhumatoi.d e. 

../ .. 
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Il existe des risques d 1 erreurs par excès de par la 

présence dans le sérum à étudier de facteurs rhumato1des 

et d 1 anticorps anti-nucléaires. Il convient de rechercher 

systématiquement la présence de facteurs rhumato1des dans 

tout sérum trouvé positif en Ig M par immunofluorescence. 
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Si cette recherche est positive, le sérum est absorbé 

sur des particules de latex sensibilisées par des IgG humaines 

ou animales qui éliminent les facteurs rhumatoïdes, puis 

on répète le test d 1 IF (IgM) dont l'éventuelle positiv ité 

traduit alors la présence d 1 Ig M spécifiques du toxoplasme. 

ù es risques d'erreurs par défaut sont possibles. Une 

inhibition due à la compétition avec les IgG présentes dans 

les sérums de titres élevés en IgG (>1280 UI/ml) explique 

la négativation très rapide de 1 1 IF IgM chez des sujets inf estés 

depuis moins de 3 mois. 

Une technique de précipitation des IgG par un antisérum 

(origine de lapin) en présence de PEG, permet une sensibili

sation de la technique pour les IgM tout en éliminant le 

facteur rhumatoïde. 

Aussi, certains auteurs ont-ils cherché à s 'affranchir 

de ce problème en proposant des solutions diverses pour la 

détection des IgM spécifiques. Le principe de ces tests repose 

sur la fixation d 1 anti-IgM humaines sur un support solide 

permettant la capture des IgM éventuellement contenues dans 

l'échantillon sérique analysé. Les tests sont différents selon 

le procédé de révélation des IgM toxoplasmiques. 
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Principe Immunocaptation des Ig M 

anti-Ig M humaine. Après 

du patient par un sérum 

l'addition de l'antigène, 

l'aspect de la sédimentation diffère voile, 

en présence d 1 anticorps spécifiques; bouton, en 

leur absence. La révélation se fait avec l'anti

gène sensibilisé de l'agglutination directe. 

Limite Nécessité d 1 un étalonnage très précis: la réaction 

n 1 est spécifique qu'au-delà du seuil d 1 immuno

adsorption des anticorps "naturels". 

5.3.1.6 .3. Reverse ELISA et double sandwich ELISA. --------------------------------------

La révélation se fait, soit directement par un 

antigène toxoplasmique marqué par une enzyme, soit in dir ec 

tement par un couple antigène toxoplasmique/anticorps toxo

plasmique marqué par une enzyme. 

u bd 
F1xat1on d 'an11-lgM hu - Con1ac1 avec le sérum 
maincs sur les puits de la é1ud1é F1xa11on des lgM 
plaque de m1cro11tr/t1on pré se ntes (notamment 

Lavage des lgM an11 -
1oxoplasmcs) Lavage 

~ /~ 
Addilion d 'an1igènes 
Toxoplasma gondii . Fixa
tion uniquemen t sur les 
IgM an1i -1oxoplasmes. 
Lavage . 

Fixa1ion sur l'anligène 
d 'un conugué an1i-
10xoplasmes marqué par 
une enzyme . Lavage . 

Addi1ion d 'un subs1ra1 
chromogè ne . Lcc1ure à 
l'cril nu ou au spee1ropho-
1om~uc . 

SrMma du 1,s1 ELISA • doublr sandM-ir/i •. 

LJ bJ 
Fixa1ion d 'an1 i- lgM hu - Con1ac1 avec le sérum 
maines (anti -mu ) su1/les éludié . Fixa1ion des lgM 
puilS de la plaque de préscnles (no1am men1 
microli1ra1ion . Lavage . des lgM an1i

toxoplasmes). Lavage . 

~ - ;gJ 
Addi1ion d 'anligèncs 
To,oplasma ROndii mar
qu~s par une enzyme . 
Fixation uniquement sur 
les JgM an1i-10xoplasmcs . 
Lavage . 

Add i1ion d 'un suhstral 
chromogène. Lcc1urc à 
l'œil nu ou au spcctropho
tom ~trc . 

Sd,lma du 1,s1 ELISA inv,r,I . 



5.4. Cinétique des anticorps toxoplasmiques. 

La stimulation antigénique (SA) s 1 accroît pendant la 

phase de latence (invasion parasitaire), puis se stabilis e e t 

régresse au fur à mesure que l'hôte s'immunise. 

Cette phase de latence, d'environ une semaine, suit 

l'infestation. L'immunité est entretenue par la persi s tan ce 

des ~arasites au stade chronique. Les premiers anticorps, 

de la classe IgM (195) apparaissent et leur taux att e int 
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un maximum vers la 2e ou 3e semaine d'infection, puis régresse. 

Ils persistent en moyenne moins de 4 mois; mais, il y a 

d'importantes variations individuelles : de 2 semaines à 2 an s 1/ 2. 

Les Ig M naturelles sont toujours présentes. 

L t . I G t ci' l' le 14 e es an icorps g ne son ece es que v ers jour 

après l'infestation. Leur taux atteint un maximum vers la 

fin du 2e mois, reste en plateau (300 à 3000 UI/ml) que lque s 

mois, puis régressent jusqu'à un taux résiduel de 15 à 200 

UI/ml persistant de nombreuses années, sinon toute la vi e . 

Dans certains cas, des IgE spécifiqu es sont détectées 

lors de la phase aiguë de la mala die. De plus, cett e pha se 

es t caractérisée par une chute du c3 et du c4 par rapport 

aux valeurs normales. 

infection 
aiguë 

infection 
chronique 

.............. 3000= 
. . . 

C 
300 G) 

G) .. . . -10 -
10 

Evolution des anticorps toxoplasmiques 
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5.5. Interprétation sérologique de la toxoplasmose acquise. 

Une demande de sérologie traduit le besoin de savoir 

s'il y a ou non une toxoplasmose, mais surtout si l'infection 

est actuelle ou passée, c'est-à-dire si elle nécessite ou non 

un traitement. Les anticorps, pouvant persister presque toute 

la vie, un seul titrage ne permet que de répondre à la première 

question, mais en aucun cas de juger de 1 1 évolutivité de 

l'affection, excepté dans le cas d'une présence simultanée 

d'anticorps IgG et IgM. Un deuxième test 15 à 20 jours plus 

tard le permettra. 

Les résultats sérologiques sont exprimés en unités 

internationales (UI/ml) par rapport à un sérum étalon de 

1 1 0MS. 



I.F. HtMAGGLUTINATION AGGLIITINA TION TIIAITEMEHT 
I.F. REMINGTON ...__, ..... ..,_., .... --- --· R.F.C. SIGNIACATION 

RISOUi! DE LA FEMME 
(antlglobullne, enll-lgM) Nllil.l. .. , .... FŒTAL EHCBNTE 

1 / SI I• lemme n'HI pee enceinte NON NON 
S 1 < 10U1 Négalif <1140 < 1140 < 1/8 < 118 < 1/8 1 n·y a pas d-mmunilé acQVtse. 2/ SI le lemme Nt enceinte : 

1er CAS Cest-à-àire aul n·y a pas eu de contanw,ation. a/ Veiller à ce aue la vtande lngé<ée sol bien cuile. 
La lemme r:>etA contracter la maladie. neidire rngeston de crudités (végétaux). POTENTIEL NON 

S2 < 10UI Négalif < 1140 < 1140 <118 < 1/8 < 1/8 
En effet. 1 n·y a ni lgG ni lgM Eloogner les chats de son raye,. 

bl Redemande< des sérologtes périodiQUemenl 
au COUIS de la grossesse (une r01s par mois). 

S 1 
De !OUI Négall Ou 1140 T"re Ou 1/8 Tkre Négatl 

2eCAS 
à 330 UI au 112560 ident ..... au 1164 identin"' au 1132 lmmunilé ancienne · En elle! le 1ault des lgG est élevé I n·y a oluS d·lgM. NON NON 

S2 
De 10 UI Négalif Ou 1140 lllre Ou 1/8 T"re Négall Condulle à teoir : Aocune précaution f)8rloculiére. La lemme ne coun aucoo risque pour ele ou pour son ~ 
à 330 UI au 112560 idenlJQUe au 1164 identiaue lU 1132 

1/ SI le lemme n'H1 pee enceinte NON NON 

S1 10 U1 Positl > 1/40 >1140 Négatf >.1132 Négatl 1132 2/ SI le lemme eet enceint• : 
Se oose ators le proolème de la date de suvenue de finfec!ion OUI OUI 

3eCAS Toxoplasmose récente toxoplasm,aue par rappo,1 à la date de déb<A de grossesse 
en COUIS d. évoll.r11011. La comparaf!on des deux sérologies s·avére très inté<esSan1e. 

S 1 < S 2 en rmmunolluofescence : présence des lgM OUI 
S2 165 U1 Posll > 1140 11640 1140 11250 1/16 11128 S 1 <S2 :augmentationdestauxcfhémagg1utinatio eld. -= POOSABlE 

Par Spi am)1:ine 
Donc sé<Ologle • évolutive - - contamnation récente Cure mensuelle 
datant d. enwondeux m01s ouisoue les IQM sonc encore présentes it1"0.ià faccouchemenl 

1 / le lemme n'NI pee enceinte : NON NON 
S 1 330Ut Négalif 112560 9able 1/128 Slable 1/64 Pas de OSC1JI!. La lemme es1 en ,11111 d.acc,.,érir ur,e bonne immur1lté 

T oxoiilasmose diniQUe. 2/ le lemme H1 encel,,te : OUI 

4eCAS Maladie évorutive dont le début remonte S 1 - S 2 · Pour IOUies les méthodeS Spiramycine 

à aueraues mois (plus de 3 mois). Les taux sont imponants avec IOUies les mélhodes. NON 
en 2 etrres 

S2 JJOUI Négatl 112560 Slable 1/128 Slable 1/64 Pa< ailleurs. les lgM ont déjà dispa<u : de 3 sernanes 
donc i s·ag,r cfur,e conlamination remontant à plusieurs fflOtS. espacées par 
Pas de nsoue fœtar. 8 in•s de reoos 

S 1 150 Ut Négatl 1/320 11320 1/16 1/16 1/8 La femme a ur,e bome immunité ecauise depuis fonglemps 
SeCAS S2 150 UI Négatl 1/320 11320 1/16 1116 1/8 

lmmunilé ancienne NON NON Cene ITYllUfll1é est réadivée par la libération d·anligénes 

S3 750 U1 Négatl 1/10240 1/10240 1/1024 111024 1132 Rebond pt,ysiologiQue (grossesse) O<ystes rompus dans le muscle utérin). 

interprétation sérologique de la toxoplasmose acquise 



REMINGTON HtMAGGLUTINATlON AGGLUTINATION· 
I.F. (anl'91obU0ne, antl-lgM) ....,.._.t,attt ---· --· ..,_,,... . R.F.C. SIGNIACATION CONDUITE A TENIR 

.. :IM.L -2 ... 1. 

:a Sang du cordon 165 UI 1/80 11160 1/80 1164 1116 1132 En effet. le iaux des lgG augmen1e encre la naissance 
u Sérologie 1 mois 165 UI 1/80 1/160 1/80 1164 1116 1132 ToxOl)lasmose congénilele évolullYe el le '1Jllll'ième mols avec les lgM POSilives. TRAITEMENT + 
• Sérologie 4 mois 300UI N 1/320 11320 1164 116'1 1116 A pan;, ru ~lème mols. les lgM on1 disparu_ -
:a Sana <lu cordon 165 UI N 11160 11160 1/64 116'1 1/32 
u Sérologie 1 mois 300 Ut N 1/00 1/00 176'1 116'1 118 ToxOl)lasmose congénilale ~ 

EnefellelaulrdeslgGatqnerte-elllneissanceelle<µriJrne mois. TRAITEMENT + 
G> Les lgM sont abSerles. car e1es on1 déjà dispanJ_ 
N Sérologie 4 mois 1000 UI N 11320 11320 1164 116'1 1/16 

"' Sang <lu cordon :xJOUI N 111280 1/1280 1/128 1/128 118 En elee. le 1auX des lgG drrirlJe ne ta nalsS8lce el le~ mols "' u Sérologie 1 mois 300 UI N 11640 11640 1164 11&4 118 Pas de toxoplasmose congénilale 1 s·agil donc des lgG d"origine malemelle kansmlses passivement PAS DE TRAITEMENT 
c9! Sérologie 4 mois 10 UI N 1180 1/40 118 114 N au lœtu5 par voie ranwacen1aire. 

3- S tn c01.o de g,ossesse (3 • • mcws IOftsJ 

5.6. interprétation sérologique de la toxoplasmose chez le nouveau-né (dans le cas d'une sércxonversion durant la grossesse). 
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En plus du transfert passif d 1 IgG maternelles, il existe 

une production d 1 Ig propres au foetus, qui sont importantes 

dans le diagnostic d 1 une toxoplasmose congénitale. 

Parmi les 3 groupes essentiels d 1 Ig (IgA, IgM, IgG), 

seules les IgG traversent la barrière placentaire. On les 

retrouve dès le 3 8 mois de la vie foetale. Leur taux, fonction 

du taux d 1 IgG maternelles, augmente progressivement au cours 

de la gestation pour atteindre et parfois dépasser à la 

naissance celui de la mère. 

Il est prouvé actuellemen~ de manière indiscutabl~ 

que le foetus est capable de synthétiser ses propres anticorps. 

Il produit des IgG, des IgM et même des IgA. Cette preuv e de 

la synthèse a été apportée par la mise en évidence d 1 IgG dont 

les groupes Gm étaient identiques à ceux du père et absents 

chez la mère. 

Dans la toxoplasmose congénitale, des anticorps spéci

fiques de la classe des IgM sont retrouvés chez le foetus dès 

le 5 8 mois de la gestation. Les Ig M ne traversant pas la 

barrière placentaire, ces anticorps ne peuvent être que d 1 

origine foetale. Leur prés en c e dans le sérum du nouveau-né 

doit donc être considérée comme signe d 1 une toxoplasmose 

congénitale et doit faire établir immédiatement un trait eme nt 

spécifique, sans attendre l'évolution sérologique dans le temps. 



42 

VI. RESOLUTION DE L'A NTIGENE TOXOPLASMIQUE EN PAGE SOS ---------------------------------------------------

L'électrophorèse sur gel de polyacrylamide SOS (S OS-PA GE) 

a été introduite par Shapiro, Vinuela et Maizel comm e une 

technique de détermination des poids moléculaires de protéines. 

Cette technique est devenue une des plus utilisées dans les 

méthodes de séparation des molécules biologiques. 

Cette électrophorèse est : 

d 1 une grande maniabilité 

d 1 une bonne résolution 

d'une bonne reproductibilité. 

Le gel de polyacrylamide: 

- est transparent aux concentrations en acry

lamide les plus utilisées. 

est flexible et résistant à la fois. 

- présente un bon pouvoir de séparation. 

- présente un phénomène d 1 électroendosmose 

négligeable. 

Pour cette raison, la préférence est accordé e au gel 

de polyacrylamide; en effet, le gel d 1 agarose sépare 

seulement les protéines suivant leur charge. 

6.1. Les antigènes. 

6.1.1. Multielication_de_la_souche. 

Les trophozo1tes sont obtenus à partir d 1 un exsu dat 

péritonéal d 1 une souris infectée 4 jours auparavant av e c une 

souche de Toxoplasma gondii par inoculation intrapéritonéale. 

Cet exsudat est centrifugé pendant 20 min à 2000 x g et les 
., , ,.A 

trophozoites sont laves 3 fois avec une solution de Na Cl 0,9~ . 

Le culot est resuspendu dans du PBS et est passé aux ultra

sons pendant 5 min; il est conservé à -70°c. La rupture mem

branaire permet l'accessibilité aux antigènes cytoplasmiques 

et métaboliques. 
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6.1.2.1. L'ultracentrifugation. 

Les trophozo1tes soniqués sont soumis à des ultra

centrifugations différentielles afin de séparer les antigènes 

solubles des antigènes membranaires selon le schéma suivant : 

"so.nicat 

Surnageant 

(534) 

Surnageant 

(511 D) 

1 7 h 

11 0000 X g 

Sédiment 

(P110) 

2 h 

34000 X g 

Sédiment 

(P34) 

SOS+ C)OC 

( NH4)2SD4 

- centrifugation 

Sédiment 

( Pi ) 

1 Omin à 1 OOOOxg 

.. / .. 



Le sédiment (P 34) obtenu après centrifugation à 34000 x g 

est solubilisé dans une solution de 0,5mg 505 et 2 mg de 

déoxycholate (DOC) par mg de protéines, dialysé contre du 

PBS et est soumis à une précipitation au sulfate d'am monium 

à 45%. 

Après une centrifugation pendant 10 min à 10000 x g, l e 

sédiment (P1) est récupéré et mis en solution dans le tampon 

TRIS pH B,35 SOS 0,2% (2oo _f"l) 

6.1.2.2. Préparation pour la migration. 

Les antigènes des trophozo1tes sont dilués au 1/3 dans 

du sucrase 10% et du SOS 2%. Nous ajoutons 2S_p.l de bleu de 

bromophénol pour suivre le front de la migration. 

La solution est chauffée à 45°c pendant 10 min afin que 

toutes les protéines soient enrobées de charges négatives 

du SOS. Nous déposons 1 ,5 ml sur le gel afin d'obtenir un e 

quantité suffisante d'antigènes. 

6.2. Préparation du gel de polyacrylami de SOS 
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Nous utilisons un "gradient former" qui permet de couler 

des gels en gradient linéaire, concave ou conve xe. Les prin

cipales qualités de ce matériel sont une utilisation aisée et 

une bonne reproductibilité des gels. 

Il présente une chambre de mélange et une chambre rés ervoir 

de volume identique qui peuvent être mises en communication. 

Un "tubing" amène le polyacrylamide dans l'interstice entr e 

les 2 plaques de verre limitées aux extrémités latérale s par 

des intercalaires. 

L'étanchéité du "sandwich" est le critère nécessaire pour 

réussir un gel. 

. ./ .. 
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1 
3 

7 

" Gradient " former 

1 Piston 

2 Chambre de mélang e contenant la solution d'acrylami de à 20% 

3 Chambre réservoir contenant la solution d'acrylami de à 4% 

4 Système perm ettant l'ouverture et la fer meture de la 
communication entre les 2 chambres 

5 Robinet de sortie 

6 Tuyau amenant l'acrylamide dan s l'int ers tice en tr e l ~s 
2 p l aq ues en ver ï:: 

7 Plaques en v e rre 



Dans certains cas, l'observation permet de d écel er 

un gran d nombre de protéines dans une zone du gel linéai re . 

Nou s observions un grand nombre de ban d e s protéiques au 

somm et du gel, c'est pourquoi un gel en gradient expon e nti e l 

se ju s tifie. No us avons utilisé un gel en gra dient con cav e , 

c 1 est-à-dire un gel dans lequel nous avons ré duit le s 

conc en tratio ns élevées en acryla mi de dan s la parti e 

infér i e ur e d u gel et nous avon s augmenté les concentrations 

faibles en acrylami de dans la partie su périeu re du ge l. 

L'ava nt a ge de ce gel en gradient concave est une 

meilleure séparation des protéines de poi ds mol écul aire 

élevé vis-à-vis des molécul es de poids moléculair e faibl e 

e t la r ésolution d 1 un plus gr an d nombr e de fraction s 

anti g éniques. 

Cette de rnière propriété est aus si le ré s ult at de 

l'utili s ation d'un ge l d e hauteur accru e (16c m) qui permet 

une durée de migration plu s gran de . 

L 1 acrylami de es t coulé pa r l e somm et. 

Le volu me de la solution lo ur de dans la cha mbre de 

mélan ge (2) es t l e 1/4 du volume total du gel et l e vo lume 

de la so lution légère dans la chambre "réser voi r " ( 3 ) es t 

l'entièreté du volum e du gel, c 1 est-à-dire 4/4 . 

Quan d le "sandwich" est rempli, il rest e 1/4 du 

volum e d u gel dans la chambre de mélang e car son vol u~ e 

es t fixé. 

.. / .. 
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% en acrylamide 

20-

15-

10_ 25 50 75 1 0 

quantité d 1 acrylamide 
délivrée (%) 

le gradient concave est décrit par l'équation : 

et= C ( C - C ) e - Vt/VM 
R - R M 

Ct i concentration du gra dient au temps t 

CR concentration dans le réservoir 

CM concentration initiale dans la chambre de mélan ge 

Vt: volume délivré au temps t 

VM : volume d 1 acrylamide dans la chambre de mélange 

47 
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6.3. Résolution de l'antigène par électrophorèse. 

Nous devions disposer de protéines de poids moléculaire 

déterminé afin d'identifier les différents antigènes toxo

plasmiques. La détermination des poids moléculaires des 

fractions protéiques séparées par électrophorèse s'est faite 

graphiquement. En effet, en mettant sur papier semi-loga

rithmique la mobilité relative (%) en ordonnée et le poi ds 

moléculaire en abscisse, nous obtenons une "droite" qui es t 

repro ductible lors des différentes migrations des standard s . 

Pour déterminer le poids moléculaire d 1 une fraction 

protéique du toxoplasme, il suffit de mesurer la distance de 

migration, de calculer la mobilité relative et, en la reportant 

sur l e graphe, il est aisé de lire le poids moléculaire. 

La mobilité relative est calculée par rappo r t au fro nt 

de migration du lysozyme (standar d de PM l e plus fai bl e ) • 

. . / .. 
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Avant d'utiliser le gel, les alvéoles sont lavées 

trois fois avec du tampon TRIS pH 8,35 505 0,2%. Afin 

d'équilibrer le gel et d'empêcher le contact de l'antigène 

avec le persulfate d'ammonium, nous réalisons une pré-él e ctro

phorèse dans le tampon TRIS pH 8,35 SOS D,2%. Après le 

dépôt de l'échantillon, nous réalisons une électrophorèse 

dans le même tampon. 

La migration des protéines s'effectue de la catho d e 

vers l'anode car elles présentent une charge totale négative 

de par la présence du SOS dans les tampons. En effet, le 50 5 

est un détergent anionique qui substitue les charges électriques 

propres à la protéine par des charges négatives. Donc, la 

séparation des protéines va se faire en fonction de leur poids 

moléculaire. 

Le profil électrophorétique montre des fractio n s 

protéiques de faible poids moléculaire dans la zon e d e s 

concentrations élevées en acrylamide et des fractions protéiques 

d e haut poids moléculaire dans la zone des concentrations 

faibles en acrylami d e. 

Les protéines peuvent être révélées par une coloration 

au bleu de Coomassie, à l'argent, ou mieux par une double 

coloration (argent, bleu de Coomassie). 

s e ns de la 
migration des 
protéines 

tampon 

gel 

pan 
. - .... -20% i-----1- 1 

/ 
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VII. TRANSFERT SU R NITROCELLULOSE DES CO MPO SA NTES PROTEIQ UES 

DE L I AfHIGE NE. -------------------------------------------------------

7.1. Le blotting. 

Le blotting est le transfert de protéines séparé es pa r 

électrophorèse sur une membrane, de manière à conserv e r l e 

schéma électrophorétique. 

Nous avons utilisé un potentiel électrique comme fo r c e 

de transfert, car 1 1 électroblotting est la forme la plu s 

efficiente. 
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Le blotting est une alternative de l 1 immunoprécipitation, 

spécialement destiné à analyser des molécul es d énaturé es 

dans d es gel s SOS. 

Le but du blotting est donc, de corréler une fonction 

biolog ique avec la présence d'une protéine spécifique. Ce t 

objectif est réalisé en examinant la membrane aprè s réaction 

d 1 un conju gué. 

7 .2. La membrane d e nitrocellulos e . 

La nitrocellulose est utilisé e pour 1 1 électroblotting 

des protéines car 

elle est facile à manipuler et ne requi er t pas 

d'activation. 

- elle peut être colorée à l 1 amidoschwarz pour d ét ect e r 

les protéines. ( Ce colorant est préféré au bl e u de 

Coo massie qui colore uniformément la nitroc e llulose .) 

1 1 immunoessai peut être réalisé pour détecter le s 

antigènes. 

- la détection est très sensible. 

les sites non spécifiques sont facilement et rapi deme nt 

bloqués pour empêcher des problèmes de "back groun d" • 

. . / .. 



.. / .. 

Le principal dés avantage de la nitroc ellulos e est son 

inutilisation pour 1 1 électroblotting des aci des nuc léi qu es . 

Au pH 8,3, la nitrocellulose est chargée négative ment 

comme les protéines qui y sont absorbées. Au-delà de ce pH, 

les protéines, dont le point isoélectrique est supérieur, 

ne seront pas transférables. 

7.3. Les avantages du blotting. 

7.3.1. L'accessibilité. ---------------
Les protéines sont inaccessibles quan d el l es sont 

distribuées à trav ers la matrice du gel. 
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Le transfert à la surface d 1 une membrane per met de l es 

analyser dans un temps ré duit et avec de faibles quantité s 

de réactifs. 

Après l'électrophorèse, les molécules sont lib res oe 

d iffuser dans le gel. Une fixation cie celles-ci détruit 

l'activité biologique. Donc, pour détect er d i rec tem ent 1 1 

act ivité biologique da ns les gels, une diffusion et une 

perte de résolution doivent être tolérée s . 

Les molécules transférées sont liées à la membrane, 

ce qui empêche la perte de résolution et la diffus io n , et 

permet le stockage de la mem brane avant la réaction avec 

l'anticorps. 

Les transferts sont exacts et reproductibles dans 

des con ditions optimales, car le potentiel électriqu e pe ut 

être contrôlé et quantifié. 



8.1. Les colorations. 

Après l'électrophorèse qui sépare les protéines selon 

leur poids moléculaire, le gel est toujours uniformém e nt 

transparent. La visualisation des bandes protéiques est 

rendue possible grâce à une coloration au bleu de Coomas s ie 

ou par une coloration à l'argent. 

Le bleu de Coomassie est un colorant qui t einte 

en bleu toutes les protéines. 

La coloration à l'argent est préféré e car el l e est 

10 à 50 fois plus sensible que le bleu de Coomassie; 

les protéines apparaissent colorées en jaune. 
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Une nouvelle technique allie les 2 colorations, 

c'est-à-dire qu'après une coloration à l'argent, le gel est 

coloré au bleu de Coomassie. Cette double coloration différencie 

l es protéines. En effet, les antigènes de nature polyp e pti dique 

sont colorés en bleu et les antigènes de natures glycoprotéique 

et lipi d ique sont colorés en jaune. 

La mise en évidence des bande s protéiqu es dans la 

nitrocellulose ne peut se faire que par une coloration à 

1 1 amiooschwarz. 

8.2. Les méthodes immunologiques. 

Les substances intéressantes pour les analyses en biologie 

clinique sont présentes en très petites quantités dans les 

liquides biologiques; c'est pourquoi, une technique d 1 immu

noessai est utilisée pour leur détection. 

.. / .. 

L __________________ _ 
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La mesure du taux d 1 antigène s 1 obtient par add ition 

d 1 une quantité connue d'antigène radio-marqué suivie de la 

détermination de la quantité d 1 antigène combinée à l'anticorps. 

Etant donné que l'antigène est en excès, les complexe s Ag~Ac 

seront solubles. Aussi faut-il les précipiter pour sépar e r 

l'antigène radioactif lié dans ces complexes de l'antigène 

radioactif libre. 

La mesure de la radioactivité dans le surnag eant pe r me t 

de déterminer l'importance de la fraction antigénique fixé e 

et par conséquent, la quantité d'anticorps qui se trouvait 

dans 1 1 antisérum. 

Cette technique est très sensible si elle utilis e un 

élément radioactif énergétique. Elle est utilisée par les 

quelques laboratoires qui présentent des mesures de sécurité 

et un équipement adéquat. 

Cette technique est utilisée pour sa gran d e s ensibilité. 

D'autres avantages non négligeables lui donnent la priorité 

sur d'autres techniques : 

- Elle est spécifique. 

- Les dangers de la radioactivité sont éliminés . 

- Ell e est rapide et simple. 

- La visualisation peut se faire sans matériel. 

Toutefois, pour obtenir un résultat valable, de 

nombreux tests sont requis. Ces tests portent principalement 

sur les dilutions des sérums et des conjugués, et sur les 

solutions de dilution. 



Après séparation des antigènes toxoplasmiques par 

électrophorèse sur gel de polyacrylamide, l'électroblotting 

des antigènes sur la nitrocellulose est réalisé. 
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Les sites non antigéniques de la nitrocellulose sont 

bloqués avec une protéine non réactive : l'albumine bovine(BSA). 

La membrane de nitrocellulose sur laquelle sont liés 

les antigènes toxoplasmiques est incubée avec le sérum conte

nant les anticorps toxoplasmiques. Après lava ge , elle est 

incubé e avec un second anticorps couplé à la peroxy dase . Sa 

mise en présence avec le substrat révèle l'activité de c e t 

enzyme via une subtance chromogène. 

Après 1 1 él e ctroblotting des antigènes, la nitro

cellulose est saturée avec de l'albumine bovine à 51/a . Cette 

protéine non réactive se fixe sur les sites non anti gén iqu es 

e t va empêcher la formation de liaisons non spécifiques lors 

de la mise en contact de la nitrocellulose avec le sérum du 

malade. 

Après rinçage au TSS (tampon TRIS NaCl), la nitro

cellulose peut être utilisée pour 1 1 enzyme-immunoessai. 

La nitrocellulose est incubée avec le sérum humain 

contenant les différentes Ig toxoplasmiques. Les anticorps 

vont reconnaître spécifiquement les antigènes toxoplasmiqu es 

et vont former des complexes Ag.Ac. Ensuite, la nitrocellulo se 

est lavée pour éliminer les anticorps qui n 1 ont pas réagi 

avec les antigènes. 



La nitrocellulose est incubée avec un conjugué 

dirigé contre la classe d 1 Ig recherchée. Ce conjugué est un 

secon d anticorps couplé à une enzyme: la peroxydase 

(PM : 190.000) qui est utilisée pour sa stabilité. Il est 

obtenu en récupérant les Ig présentes dans le sang d 1 un e 

chèvre immunisée avec des Ig humaines. 
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Après purification des anticorps spécifiqu es par 

chromatographie d'affinité, les Ig sont couplé es à la p eroxy 

dase. Cette liaison est réalisée en 2 étap es succes s iv es : 

d 1 abord, une oxydation par le periodate de so d ium et ensuite 

une réduction par le borohydrure de socium (t echnique de 

~ilson et Nakane (1978). 

Après des lavages qui éliminent le conjuQué qui n'a 

pas réagi, nous révélons le complexe immunologi que. 

La révélation est possible grâce à l'activité de 

l'enzyme. Ainsi, nous ajoutons le substrat (H
2
o

2
) sur lequel 

a git l'enzym e qui, couplée à une substance chromogèn e 

(4 chloro-1-naphtol), voit modifiéesses propriétés chimiqu es 

et physiques. En effet , au départ, ce chro mogène est s olubl e 

et incolore et après réaction avec le substrat, il devi e nt 

insoluble et coloré en mauve. 

Il doit ~tre spécifique de la per oxydase, oonne r un 

dérivé coloré après réaction et ne doit pas inhiber ou déna

turer l'enzyme. La préférence donnée au chloro-1-naphtol 

par rapport au diaminobenzidine (DAB ) ou à 1 1 orthophénylène

diamine (0PD) est justifiée par la formation d 1 un précipité 

coloré insoluble au contraire des autres substances qui sont 

solubles après réaction. Toutefois, le 4 chloro-1-naphtol 

est nocif et cancérigène. 
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l 
antigènes 

---------- toxoplasmiques 
Electrophorèse. migra tion sur gel de ---------- polyacrylamide en gradient 
concave et en présence 

---------- de SOS --------------------------------------------------

~ 

~ Transfert des antigènes du 
e ~ (t) gel vers la nitrocellulose 

~ 

gel NC 

LAVAGES 

NC-

t:> Saturation de la nitrocellu-
lose (NC) avec 1 1 albumine 
bovine ( ... ) 

• • 
LAVAGES 

= 
~ Incubation avec le sérum 

du patient (1er anticorps 
IgG) 

~ 
le 
le 

LAVAGES 

• 

~ =i ~ 
Incubation avec le conjugué 
anti-IgG humaine (2e anti-
corps couplé à un enzyme 
( E ) 

= 
LAVAGES 

le • 

~ ~ Incubation avec lesubs trat 
et un chromogène 

~ ' 

,,, 

• le 

1 LEGENDE J 

[> antigène 

LE WESTERN BLOT >- 1er anticorps (IgG) 

:J-m anti-IgG humaine 
cnuplé à la 
pero xydase (E) 

j] coloration 
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OH 

0 0 

4 chloro -1- naphtol 

Une protéine possède plusieurs déterminants antigéniques 

qui peuvent fixer des I g de classes différent e s. 

Donc, le schéma du western blot est valable pour le s 

différentes classes d 1 Ig (IgM,IgA,IgE,IgG). 

L'utilisation du conjugué correspondant (anti-I gM , 

anti-IgA, anti-IgE, anti-IgG) marque la spécificité de 

la réaction. 



8.3. Conclusions 

Nous avons utilisé une méthode immunologique indirect e 

pour détecter les fractions protéiques car: 

- elle est plus spécifique que la méthode directe dans 

laquelle la peroxydase est liée au premier anticorps. 

La spécificité du conjugué permet l'identification de 

la classe de 1 1 Ig spécifique du parasite. 

- elle est plus souple par la substitution de l'antisérum 

primaire contre unelarge variété d'antigènes. 

elle peut être soumise à des contrôles spécifiques 

en remplaçant le premier antisérum par des autres de la 

même origine mais de spécificité déplacée. 

- la réaction est plus marquante que dans la métho d e 

directe car plusieurs molécules d 1 antiglobulin e marqué e 

se fixent sur chaque molécule d'anticorps réagissant 

avec un antigène. 

Nous nous sommes limités à une analyse qualitative de 

la réaction Ag-Ac mais il est possible d'analyser quanti

tativement la réaction. 
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IX. RE5 ULTAT5_EXPERIMENTAUX. 

9. 1 . La mosa1que antigénique du toxoplasme. 

P. M. des antigènes caractér is tiques antigènes confirmés 

( kD ) dans la biblio.(5 1 18, 
19,21,22~23,24,29,31, 
32,39,46 

PM (kD) 

5,5 insoluble 6 

7,5 insoluble 

1, soluble 

12 insoluble 

15 insoluble membranaire polypeptide 14 Mb 

20 insoluble polypeptide 20 

22,5 insoluble membranaire polypeptide 22 

25 soluble 25 

28 insoluble membranaire 27 Mb 

29 insoluble 30 

32 soluble polypeptide 32 

35 insoluble membranaire polypeptide 35 Mb 

36,5 soluble 

39,5 soluble 40 

43 insoluble membranaire 43 Mb 

45 soluble 45 

50 soluble 50 

55 soluble 

58 insoluble 

61 insoluble membranaire polypeptide 62 

67 soluble 66 

73 insoluble 

83,5 soluble 

91 insoluble 

1 03 insoluble 

1 18 soluble 

1 25, 5 soluble 

137 soluble 

1 52 soluble 

1 BD soluble 

2 08 insoluble 



kD 

200 

116,25 
92,5 
66,2 

45 

31 

21,5 
14,4 

L H 

A 

•o o 
,c ,c 
0 0 - -

kD 

200 

116,25 
92,5 

66,2 

45 

31 

21 ,5 
14,4 

B C 

H L xo 

Possibilités de oétection des protéines 

@. Protéines antigéniques révélées dans le gel de poly-

acrylami d e par une double coloration. 

L 

H 

Protéines de faible PM. 

Protéines de PM élevé. 
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toxo"' . . Ag membranaires, cytoplasmiques et métaboliques 

du toxoplasme traités au oithiothréitol. 

toxo 

s 1 1 0 

p 1 1 0 

p 1 

Ag membranaires, cytoplasmiques et métaboliques. 

Antigènes solubles. 

Antigènes insolubles et solubles. 

Antigènes insolubles (membranaires). 

(§). Protéines antigéni ques ré vélées sur la nitrocellulose 

par une coloration à 1 1 amidoschwarz. 

© Protéines antigéniques révélées sur la nitrocellulose 

par une réaction immunoenzymatique. ,, 
Recherche d 1 IgG(F(ab) 2 ) dans le sérum 1236 par blottin g . 
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9.2. Les IgM 

Recherche des IgM par blotting 



Un antigène de PM= 67 kD est présent dans les 

622 et 232. 

, 
serums 

Fréquence= 50,0% 

PM des fractions 
reconnues (kD) 

5~11 I 

15 I Mb pp 

22,5 I f11 b pp 

25 s 
32 s pp 

39,5 s 
45 s 
50 s 
58 I 

61 I Mb PP 

1§1] s 
73 I 

83,5 s 

Sérums positifs 
pour la fraction 

3938-1068-3894-1558-2529 
2849-478-1236-2745-3088-
241 2 

3938-1068-2529-2849-
478-1236 

3938-1058-2849-1236-
2745-3088-2412 

1558-478 

1236 

982-1236-2412 

3938-1068-1236-2412 

3938-1068-1236-2412 

1236-2412 

982-478-1236-2412 

982 

478 

3938-478-1236 

Fréquence 
(%) 

68,7 

31 , 2 

50 

1 2, 5 

6,2 

1 8, 7 

25 

25 

1 2, 5 

25 

6,2 

6,2 

1 8, 7 

64 
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9.3. Les IgA. 

Recherche des IgA par blotting 



Un antig~ne de PM= 67 kD est présent dans les 
622-232 et 2988. 

, 
serums 

Fréquence= 75% 

Pf•l des fractions 
reconnues (k8) 

5~11 I 

1 5 I Mb pp 

20 I pp 

22,5 I Mb pp 

25 5 

28 I Mb 

29 I 

32 5 pp 

35 I Mb pp 

43 I f•l b 

50 5 

&1l 5 

Sérums positifs 
pour la fraction 

3938-1068-1558-478-1236-
2745-5431-3088-2412 

3938-1068-1558-478-2745 

1068 

3938-1068-2849-478-2833-
1236-2745-5431-3088-2412 

3938-1068-2849-478-2833-
1236-2745-5431-3088-2412 

3894-2745-2412 

1068-2412 

2529-478-5431 

3938-1068-2529-5431 

3938-1068-2529-5431 

3938-1068-2529 

478 

Fréquence 
( /0) 

60 

33,3 

6,7 

66,7 

66,7 

20 

13,3 

20 

26,7 

26,7 

20 

6,7 

66 
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9.4. Les IgE 

Recherche des IgE par blotting 



9.4.1. Sérums_eositifs_en_anticores_toxoplasmigues . 

P f'tl d es fr a c t i on s 
reconnues (kD) 

5 11 I 

1 5 I f'tl b pp 

22,5 I Mb pp 

28 I f'tl b pp 

35 I fl1 b pp 

Sérums positifs 
pour la fraction 

2849 

2745-284 9 

2745-3 9 38-284 9 

2745 

2745-3938 

68 

Fréqu ence 
(%) 

1 6 , 7 

3 3 , 3 

5 0 

1 6 , 7 

33 , 3 
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9.5. Les IgG. 

Recherche des IgG par blotting 



PM des fractions 
reconnues (kD) 

36,5 

91 

s 

I 

Sérums positifs 
pour la fraction 

622 

622-1974 

Fréquence 
( ?~) 

20 

40 

70 



PM des fractions 
reconnues (kD) 

5-.11 I 

15 I Mb pp 

20 I pp 

22,5 I Mb pp 

25 s 

29 I 

32 s pp 

35 I Mb pp 

[TI5' 5 s 
39,5 s 
43 I Mb 

45 s 

50 s 

55 s 

58 I 

61- 90 [~b pp 

[] I 

103 I 

11 8 s 

1 25, 5 s 

137 s 
1 52 s 

Sérums positifs 
pour la fraction 

3938-1068-3894-2529-2849-
2833-1236-2745-3088-2412 

3938-1068-3894-2529-2849-
2833-1236-2745-3088-2412 

3938-2849-2833-1236-2412 

3938-1068-3894-2529-2849-
3160-478-2833-1236-2745-
5431-3088-2412 

3938-1068-3894-2529-2849-
3160-478-2833-1236-2745-
5431-3088-2412 

3938-1068-3894-2529-2833 

2833-1236-2745 

2849-2745 

3938-1068-3894-2529 

1236-2745-3088-2412 

3938-2529-2849 

3938-1068-2529-2849-478-
2833-1236-2745-3088-2412 

3938-1068-2529-2849-478-
2833-1236-2745-3088-2412 

3938-1068-2529-2849-478-
2833-1236-2745-3088-2412 

2849-478 

2529-2849-478-2833-1236-
2745-3088-2412 

2849-478-2833-1236-2745-
3088-2412 

2529-478-1236-2745-3088 

2529-2849-478-1236-2745-
3088-2412 

3894-2529-2849-478-2833-
1236-5431-3088-2412 

1236-3 088 

2849-1236-2745-2412 

71 

Fréquence 
(%) 

71 , 4 

71 , 4 

35,7 

92,9 

92,9 

35,7 

21 , 4 

14,3 

28,6 

28,6 

21 , 4 

71 , 4 

71 , 4 

71 , 4 

1 4, 3 

5 7, 1 

50 

35,7 

50 

64,3 

1 4, 3 

21 , 4 



72 
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9.6. Les IgG ( F(ab)
2

) 

/ 

Recherche des IgG(F(ab)
2

) par blotting 



P fl'J des fractions 
reconnues (k D) 

36,5 

91 

s 

I 

Sérums positifs 
pour la fraction 

1 974 

1974 

Fréqu enc e 
(%) 

1 00 

1 00 

9.6.2. 2~E~~~-e2~iiif~-~~-~~iis2Ee~_i2~2e!~~~i9~~~-

Pf•l des fractions Sérums positifs Fréqu e nc e 
reconnues (kD) pour la fraction (%) 

5~11 1236 1 6, 7 

15 I f11 b pp 3894-2833-1236-478-3088 83,3 

20 I pp 2833-1236-478 50 

22, 5 I ~1 b pp 3894-2833-1236-2745-3088 8 3 ,3 

25 s 3894-2833-1236-478- 1 00 
2745-3088 

2 9 I 3894-478 3 3,3 

32 s pp 3894-1236-2745 33 ,3 

35 I fl'"J b pp 3894-2745 33, 3 

39,5 s 1236-2745-3088 50 

4 5 5 1236-478-2745-3088 

5 0 s 1236-478-2745-3088 

5 5 5 1236-478-2745-3088 66 ,7 

61~90 ~1b PP 2833-1236-478-2745-3088 83,3 

g] I 2833-1236-478-3088 66 ,7 

1 0 3 I 2833-1236-478-3088 6 6,7 

11 8 5 1236-3088 33 , 3 

125 , 5 s 1236-2745-3088 50 

137 5 1236-2745-3088 50 

1 52 s 1236 1 6, 7 

73 



9,7, Tableau_récaeitulatif, 

PM des fractions 
du to xoplasme 

(kD) 

5_...11 I 

12 I 

15 I 

20 I 

22 ,5 I 

2 5 s 
28 I 

29 I 

32 s 
35 I 

~ s 
39,5 s 
43 I 

45 s 
50 s 
55 s 
58 I 

61 I 

[] 5 

7] I 

83,5 5 

~ I 

103 I 

11 8 5 

125, 5 5 

137 5 

1 52 s 
180 s 
208 I 

Fréquence 
en lgM (%) 

68, 7 

31, 2 

50 

12,5 

6,2 

18, 7 

25 

25 

12,5 

25 

6,2 

6,2 

1 0, 7 

Fréquence 
en IgA (%) 

60 

33,3 

6,7 

66, 7 

66,7 

20 

13,3 

20 

26,7 

26,7 

20 

13, 3 

Fréquence 
en lgE (%) 

16, 7 

33,3 

50 

16, 7 

33,3 

Fréquence G (%) 
en IgG (%) F(at:i')

2 

71,4 16, 7 

71,4 83,3 

35,7 50 

92,9 83,3 

92,9 1 DO 

35,7 33,3 

21 , 4 33,3 

14,3 33,3 

28,6 

28,6 50 

21, 4 

71, 4 66,7 

71 ,4 66,7 

71 ,4 66,7 
14,3 

157. 1 1 .,. ] 
50 66,7 

35,7 66,7 

50 33,3 

64,3 50 

14,3 50 

21,4 16, 7 

74 

Total 
% 

56, 1 

D 

49,1 

1 5, 8 

68,4 

54,4 

5,3 

1 5, 8 

15, 8 

17,5 

7 

17, 5 

1 2, 3 
31, 6 

36,8 

24,6 
7 

},, 
19, 3 

1 5, 8 

1 5, 8 

21 

8,8 

7 

D 

0 
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9.8. Titres en IgG et IgM des sérums et positivité en blotting 

SERUMS IF [!l IF[!) HA HA2ME lgM lgA lgE lgG lgG 
F(ab}2 

1 >< 232 V f~ VN VN Ac Ac >< >< -n.,, +- ,.,...,,1-

478 VN 1 oo+ 512 >< + + >< + + 

>< Ac Ac >< Ac >< 622 Vf'J VN VN nat. nat. nat. 

982 + 1 DO 128 >< + >< >< >< >< 
1068 640 400 4096 64 + + >< + >< 
1236 VN 1600 512 >< + + >< + + 

1558 320 ~6400 1024 >< + + >< r>< >< 
>< >< >< >< Ac Ac 1974 VN VN VN nat. nrit.~ 

2412 VN 400 4096 >< + + - + >< 
2529 VN ~6400 1 6000 >< + + - + >< 
2745 VN 6400 8192 C>< + + + + + 

2833 VN 100 512 C>< - + >< + + 

2849 V f~ 800 4096 >< + + + + >< 
2988 V f1J VN VN >< - - >< - >< 
3088 VN 100 51 2 >< + + >< + + 

3160 ? 1 600 1 024 >< - - - + >< 
3477 VN VN VN >< - - - - >< 
3894 40 1600 4096 4096 + - >< + + 

3938 160 1600 2048 1024 + + + + >< 
5431 VN 1 oo+ 512 >< - + >< + >< 

Ac nat. . anticorps naturels . 
X . tests non réalisé s .. / .. . 



.. / .. 

sérum 2412 sérum d'une femme possédant constamment un 

titre élevé en IgG depuis des années. 

Régulièrement, elle présente des accès de très 

grande fatigue. Cette personne développe 

probablement une toxoplasmose chronique. 
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sérum 2745 : sérum prélevé chez une femme enceinte atteinte 

de toxoplasmose. Une semaine auparavant, un test 

d 1 IF révélait un titre positif en Ig M. Un 

traitement à la Spiramycine a été instauré entre 

les deux prises de sang. 

sérum 2849 sérum prélevé chez un patient 1 an après 

avoir contracté la toxoplasmose. 

sérum 3088 : ce sérum ne présente pas de particularités 

en anticorps toxoplasmiques mais est caractérisé 

par un titre très élevé 

Waaler-Rose ( recherche 

Ig M anti-IgG). 

dans la réaction de ., 
du facteur rhumatoi d e 

Les autres sérums sont des cas pathologiques dont les 

titres en IgG et Ig M sont connus grlce aux techniqu e s 

d 1 immunofluorescence et d 1 hémagglutination. 



10.1. Les antigènes. 

Le profil électrophorétique montre que la mosa1qu E 

du toxoplasme est composée de fractions de PM faible et 

moyen, les PM élevés étant peu représentés. Une hypothès e 

pourrait ~tre avancée qui admettrait la destruction de 

certaines parties glycosylées des protéines ou un clivage 
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des protéines de PM élevé par secrétion d'enzymes hy drolytiques. 

Ceci explique que l'électrophorèse ne séparerait qu'un e 

majorité de protéines de PM faible et moyen. 

Ces antigènes peuvent être solubles ou insolubles. 

Parmi ces derniers, nous trouvons les protéines membranaires 

(P1) qui sont peu nombreuses (31 ,46,21). Une coloration 

différentielle (p.54) permet de se faire une idée quant à 

la nature de l'antigène. Nous observons 6 protéines de 

nature polypeptidique dont 5 sont insolubles. Ces poly-

peptides seraient d'origine membranaire. La 6e est soluble, 

quant aux autres protéines, elles sont de nature glycoprotéique . 

Un traitement des toxoplasmes au dithiothréitol clive 

c ertaines protéines par rupture des ponts disulfures, c e qui 

s e traduit par l'apparition et la disparition de certain e s 

fractions par rapport à un schéma électrophorétique d e 

toxoplasmes non traités. (ex: les fractions de PM=5 à 11 kJ 

ont disparu). De plus , l'action conjuguée de la chaleur 

et du dithiothréitol modifie la configuration protéique 

et les épitopes ne sont plus reconnus par les anticorps. 

Les tests immunoenzymatiques ne donnent plus de résultats. 

Gr~ce à une plus grande sensibilité (1 1 ng), la 

coloration à l'argent montre 3 fractions distinctes de 

PM = 5 à 11 kD, alors que ces fractions de faible PM 

ne sont pas révélées par les colorations au bleu de 

Coomassie ou à l'amidoschwarz (32). 
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10.2. Les anticorps. 

L'étude des anticorps toxoplasmiqu e s par le blottin g · 

nous a révélé la présence de 2 types d'anticorps. D'une part, 

nous avons trouvé des anticorps "naturels" et d'autre part, 

des anticorps spécifiques du toxoplasme. 

En effet, les sérums ne possédant pas d'anticorps 

spécifiques du toxoplasme, présentent des Ig dirigées contr e 

des antigènes ubiquitaires (0). L'immunisation s'est fait e 

en dehors de tout contact avec le protozoaire. 

Ces antigènes sont des constituant s du mon de vivant 

qui existent aussi chez le toxoplasme. Certains sérums 

positifs en anticorps toxoplasmiques prés e ntent des Ig 

dirigées contre c es antigènes ubiquitaires. Outr e ces 

anticorps naturels, d 'autres Ig spécifiques sont di ri g é es 

contre l es nombreux antigènes spécifiques du toxoplas me . 

De plus, un e protéine possède plusieurs épitop es qui 

peu vent fixer des Ig de classes différentes. Donc, ces 

diff ér ent es I g s on t dirigées contre une fraction anti 9 éniq ue 

com:nune (32). 

Le profil électrophorétique montre 3 anti gè nes de PG = 

12,180 et 208 kD qui ne sont reconnus par aucune I g . ces 

antigènes pourraient être des protéines auxqu e lles l es 

lymphocyt es n'aurai e nt pas accès car elles seraient enfouies . 

Toutefois, ces 3 anti gè nes sont décelés par une électrophor èse 

sur gel de polyacrylamide en gradient concav e , du fait qu'un 

maximum de protéines sont libérées lors du passage des 
Of trophozoit e s aux ultrasons. 

L'utilisation d'un détergent (Tween 2 0 ) incorporé dans 

la solution d 'al bumine bovine servant à diluer les sérums et 

les conju gués, diminue la coloration de fond et augm ent e 1 1 

intensité des fractions. Mais, il supprime les fraction s ci e 

f aible PM (ex : recherche des IgG dans le sérum 274~ ). Nous 

avons préféré ne pas l'utiliser (5 3) . 
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1 D • 3 • L e s I g f•l • 

Les Ig ~ réagissent principalement avec les antig~n es 

de faibl e PM et le plus fréquemment avec des antig~ne s 

insolubles. Les fractions de Pfi1 = 5~11 kD, 15 kD et 22,5 kD 

seraient des protéines de surface qui sont reconnues au oébut 

de la mala die. Elles ont un grand pouvoir d 1 antigénicité et 

d 1 immunogénicité. D'autres antig~nes de PM = 45 et 50 k~ 

sont reconnus simultanément par les IgM des sérums des 

patients qui auraient atteint le stade chroniqu e ou non 

évolutif de la maladie. 

En plus de ces fractions importantes, les I g~ recon

naissent 8 autres composants antigéniqu es. 

Tous les sérums trouvés positifs en I gM par les t e chniqu e s 

d e routine (IF - HA(2ME)) le sont aussi par la techniqu e 

d u blotting. Mais, celle-ci apporte d'autres rens e i g nem e nts 

intéressants pour donner un diagnostic corr e ct. 

Ainsi, le sérum 3160, sur lequel subsistaient des 

incertitudes de lecture en IF quant à la positivité e n I gM, 

montre par le blotting une négativité en I gM . 

De plus, certains sérums (478-1236-2529-2745-2 849 ) 

trouvés négatifs par IF présentent une positivité en I gf,l 

par le Western blot. La particularité des sérums 12 36-252 9 

est de présenter un titre élevé en IgG. Les t e chniques de 

routine, par contre, donnent une réponse faus se ment né gat i ve . 



10.4. Les IgA 

Les antigènes ubiquitaires sont reconnus aussi bi e n 

par les I gA d 1 un sérum négatif que par celles d 1 un s é r um 

positif en anticorps toxoplasmiques avec comme seul e 

d iffére nce, l'amplification de la réaction Ag-Ac dans l e ca s 

d 'un sérum positif en anticorps to xopla s miques. 

Les IgA reconnaissent de nombreuses fractions com munes 

aux Ig M. Cette similitude est à mettre en relation av e c 

leur apparition au cours de l'évolution de la mala d i e . 
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En effet, les I gA apparaissent très t~t av e c l es Ig ~ pou r 

protég e r l'indivi du contre la multiplication d es trop h o zo1t es. 

La fraction d e PM= 67 k □ es t recon nu e par l e s éru m 

478 qui est un sérum d'im munisation. Toutefoi s , c e tte 

remarque n'est pas constante. 

La fraction d e PM = 28 kD est reconnu e par l es s é rum s 

dont l es titres en I gG s ont as se z élevés . 

sérums 

2745 

38 9 4 

2412 

IF (IgG) 

6400 

1600 

400 

HA 

81 9 2 

40 96 

40 96 

L1 association d es 2 fractions de P~ = 5 à 11 kJ 

e t 25 kû signifierait que le patient d év e lopp e un e mala di e 

évoluant ve rs la chronicité. 

L'intensité d e la révélation des I gA e st prop or tio nne ll e 

à la quantité d 1 I gG et Ig M. D'une manière général e , tou s 

les sérums positifs en I gM ainsi que certains sé r ums av e c 

un titre élevé en IgG sont positifs en lgA. 

La f r action d e PM = 20 kD reconnue par les I gA es t 

caractéristiqu e du sérum 1068 dont le titre en Ig M att e int 

un maximum. 

. . / .. 
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De plus, les IgA reconnaissent 6 autres composants 

antigéniques. 

Les antigènes de PM = 22,5 et 25 k □ , ainsi que de 

PM= 35 et 43 kD sont reconnus simultanément par les IgA. 

Cela traduit, soit une présence d 1 épitopes commums dans 

les fractions antigéniques, soit une présence simultanée 

de 2 IgA différentes reconnaissant les antigènes. 

Un sérum de titre élevé en IgG (3894) présente un e 

positivité en IgM et une négativité en IgA. 

Par contre, certains sérums ( 5431-2833) ·présentent 

une négativité en Ig M et une positivité en IgA. 

Cette différence temporelle dans la protection pa r les 

IgA ne pourrait-elle pas traduire un mode de pénétration 

différent du trophozo1te? (32) 

1 □ .5. Les IgE. 

Nous n'observons pas d'anticorps naturels de la 

classe des Ig ~. Le sérum 2745 reconnait des antigèn es dan s 

81 

un cas alors que dans l'autre cas, aucune réaction n'est 

perceptible. L'explication réside dans la qualité du conju gué 

anti-IgE. La faible concentration en IgE dans les sérums 

nécessite donc un conjugué de bonne qualité, spécifique 

et sensible. Un conjugué commercial cie bonne qualité a été 

utilisé dans la détection d I IgE dans le sérum 2745,_,_. 

La faible concentration en IgE dans les sérums 

nécessite un volume assez important de sérum. De ce fait, 

le nombre de sérums testés a été limité. 

La présence d 1 IgE est révélée dans les sérums 27 45-

3938-2849 qui caractérisent la phase aiguë. Par contre, 

la phase chronique ne présente apparemment pas d 1 IgE. 
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10.6. Les IgG. 

De nombr euses fractions de faible PM, communes au x 

IgM et IgA, réagissent avec les IgG (46). Mais les I gG 

s ont dirigées contre un plus grand nombr e de fraction s 

antigéniques et parmi celles-ci, nous observons des fractions 

de PM plus élevé. 

Une gradation, tant dans le nombre de fractions réactives 

que du point de vue du PM, est observée dans l es sérums 

positifs en Ig M. Ainsi, plus le titre en IgM est élevé, 

mo ins de fractions antigéniques sont reconnues par les I gG 

et celles qui le sont, présentent un PM assez faible. 

, 
serums 

1068 

3938 

38 94 

2745 

titr e en IgM (IF) 

640 

1 60 

40 

obse rvations 

Peu d 1 Ag réa g issent avec 
le s I gG . 

Un peu plu s d 1 Ag réa gissent 
avec les IgG. 

Le nombre d 1 Ag réa gi ssa nt 
av ec les IgG est important 
et ils ont un PM plus él evé. 

Les IgG r P. connaissent un 
maximum d 1 Ag et un e fraction 
d e P f11 = 3 2 k [) • 

Cette gradation montre que les I gM reconnaiss e nt l es 

a ntigènes de surface. Les IgG atteign e nt plus tar di v em e nt 

un taux protecteur; en effet, elles reconnaissent l es aut res 

antigènes principalement d 'ori gine cytoplasmique et métabolique . 

Ainsi, au déb ut de la mala die , les trophozoÏtes sont 

intacts et donc l es Ig M reconnaissent les quelques anti gè ne s 

de surface. Lors de l'évolution de la maladie, le s trophozoites 

éclatent et libèrent de nombreuses autre s protéines anti g éniqu es . 

Les I gG qui attei gne nt un taux suffisant, les reconnais sent 

ainsi que les antigènes de surface. 

.. / .. 
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Les réactions Ag-Ac sont bien marquées pour les 

fractions de PM = 14 ~ 45 kD. La production importante 

d'anticorps est donc le reflet de leur important pouvoir 

d 1 immunogénicité. 

Les fractions de PM= 5 à 11 kD sont reconnues par 

les IgG des sérums 1236-2412 et les positifs en IgM. 

Deux antigènes de Pftl = 29 et 35 kJ sont reconnus 

uniquement par les IgG des 
, 

serums positifs en Igf•l et du 
, 

2529 (négatif IgM IF et positif I gf.-1 serum en par en par 

blotting). Ces 2 fractions antigéniques sont insoluble s 

reconnues très tôt. 

et 

Les antigènes de PM= 5 à 11 et 15 kJ , 22,5 et 25 k n 

et 45 , 5 et 55 kJ présentent des fractions antigéniques 

communes ou reconnues en commun. 
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Les IgG reconnaissent 18 autres composants anti g éniques 

et une zone, contenant plusieurs antigènes de PM allant de 

61 kD à 90 kD, est reconnue . 

I 

1 □ . 6 .1. Les IgG (F(ab)2). 

Les profils reconnus par les conjugués constitué s 
I 

d 1 IgG entières et d 1 Ig G (F(ab) 2 ) sont semblables . La réaction 

Ag-Ac est bien spécifique et nous pouvons exclure les 

réactions aspécifiques. Toutefois, des fractions anti géniques 

de PM= 22,5 et 58 kD ne sont plus reconnues par les 
I 

IgG (F(ab) 2 ) dans le seul sérum 478. 
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10.7. Reconnaissance antigénique. 

Les antigènes reconnus . . 

par les 4 classes d 1 Ig 5 ➔11 kD I Mb 

22,5 I Mb 

par 3 classes d 1 Ig . 1 5 I ~1b MEG . 
35 I Mb AEG 

25 5 

32 5 
rilA G 

50 5 

[] 5 

par 2 classes d 1 Ig . 20 I AG . 
28 I Mb AE 

29 I AG 

43 I f•l b AG 

45 5 

61 I 

73 I MG 

83,5 5 

58 I 

par 1 classe d 1 Ig 55 s 
êJ I 

1 03 I 

11 8 5 

125,5 5 G 

1 37 5 

152 5 

39,5 5 

~ s 

.. / .. 
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Les IgM et IgA reconnaissent principalement l es anti gèn e s 

insolubles de la membrane et quelques antigènes solubles . 

Elles apparaissent les premières alors que le trophozo1te 

est encore entier. 

Les IgG reconnaissent les antigènes solubles du cyto

plasme en plus des antigènes membranaires. Elles apparais sent 

alors que l'intégrité du trophozo1te est, soit intacte, s oit 

rompue.(32,46). 

Les antigènes de PM = 5 à 11 kD et 22,5 kD ont un 

grand pouvoir d 1 immunogénicité et d 1antigénicité et ce, 

malgré leur faible PM. 

10.s. Cas d 1 un sérum particulier (3088). 

Ce sérum présente un facteur rhumato1de titré à un e 

valeur très élevée. Il contient donc des Ig M anti-IgG 

pouvant donner de s résultats faussement positifs en IF. 

Les tests de routine révèlent une absence d 1 Ig M et un titre 

en IgG moyen. 

Ag(kD) I g~l IgA IgG 

5 11 X X X 

15 X 

22,5 X X X 
25 X X 

39,5 X 

45 X 

50 X 

55 X 

61 90 X 

91 X 

103 X 

11 8 X 

125,5 X 
137 X 

Le blotting montre une positivité en IgM et IgA av e c 
reconnaissance unique des protéines de faible PM. Par cont re , 
les IgG reconnaissent les protéines de PM moyen et él e vé. 



10.9. Conclusions. 

Une meilleure séparation des constituants antigéniques 

du toxoplasme nous a permis de montrer que les sérums patho

logiques contiennent différentes Ig dirigées contre un gran d 

nombre de ces fractions antigéniques. Ces antigènes ont été 

caractérisés (P M, nature, propriétés). 

La technique du blotting montre qu e : 

Le sérum d 1 une personne non immunisé e présente des 

anticorps naturels des classes I gM ( 9-37-53 ), IgA e t 

I gG qui reconnaissent certaines fraction s antigéniqu e s 

ubiquitaires présentes aussi chez Toxoplasma gon ci ii. 

Un sérum d'immunisation présente, en plus de c e s anti

corps naturels, des anticorps spécifiques dirigés contre 

d'autres anti gènes spécifiques du toxoplas me . 

Les IgM e t IgA reconnaissent les anti gè nes membranair es 

(insolubles ). 

Le s IgG reconnaissent les anti gènes cytoplasmique s 

(solubles) et les membranaires. 

Certains sérums négatifs en I gM par IF présent e nt un e 

positivité Ig ~ en blotting. Cet t e constatation reflète 
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la plus grande spécificité du blotting; un e des explications 

serait l'existence de faux-négatifs par compétition entre 

l es IgG et l es Ig ~ . 

Cet t e dern ière hypothèse a fait l'objet de notr e 

étude e t n'a pas pu être retenue. Si, dans c es cas, ces 

sérums sont débarrassés par précipitation de leur Ig G, 

la recherche d 1 Ig M spécifique par IF est né gat iv e . La 

compétition IgG-IgM n'existe donc pas dans c e cas et nous 

devons suspecter autre chose. En fait, les résultat s 

suivants indi queraient qu'il s'agit d 1 une reconnaissanc e 

par les IgM d 1 antigènes différents. 

.. / .. 
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L'IF utilise des trophozo1tes entiers; les I gFl du sérum 

reconnaissent donc les antigènes membranaires di r e ct ement 

accessibles. Par contre, le blotting et 1 1 HA utili sen t un 

ultrasonnat de trophozo1tes. Les Ig rî reconnaissent alo rs de s 

antigènes non directement acc ess ibles. Ces IgM apparai ss e nt 

donc plus tar d après la contamination quand les tropho-
., t 't' 1 ' zoit e s on e e yses. 

La con f irmation nous est apporté e par l es titr es e n Ig ~ 

obtenus par HA après le m~me traitement de précipitation 

de s I gG par un antisérum anti-Ig G humain es . En effet, dans 
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la t e chnique pa r HA , les hématies utili s é es s ont préalabl em ent 

sensibilisées pa r d es antigènes aus s i bi en cytoplasmi qu es 

que membranaires . 

Avant trait eme nt 

Sér ums 

252 5 

2 74 5 V f·J 

IF(G) HA 

6400 1 6000 

6400 81 9 2 

Après trait eme nt 

0 

0 

I F(G ) 

0 

0 

HA 

640 

2 0 

La pour s uit e de c e travail sur un plu s gr an d no mbre 

cie sérums positifs à titr e élevé e n anticorp s aurait l e 

mé~ite d 'évaluer 1 1 évolutivité de la mala die, s on prono s ti c 

et l'opportunité d 1 un e thérapeutiqu e . 

. . / .. 
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Indirectement, il est montré que la cinétiqu e des I gM 

prés entée auparavant (p.37) était une courb e théoriqu e 

qui pouvait varier d'un patient à l'autre. En eff et, la 

p e r s istance d'I gM par blotting au cours de la phas e 

subaigu~ montr e qu e la disparition des IgM peut int e r 

v enir après 4 mois, 1 an et même après 2 ans 1/2 (ca s 

reconnu su r l e s différents sérums d'un patient s uivi 

au Centre Hospitalier Reine Fabiola à Auvelai s ). Le 

taux d 'I gM reste bas pendant tout ce t emps et un e 

pathologie viscéral e ou hépatique e s t à crain dr e . 

La s é r olo g i e pe ut situer av e c plus de précision et de 

c ertitu de la pha se évolutiv e de la maladi e . 
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A l'heure actuelle, il n'existe pas encore de vaccin 

antitoxoplasmique mais les recherches dans ce domaine 

progress e nt. Elles se fon dent sur une meilleure connais s ance 

de la physiologie et de l'immunologie du toxoplasme. 

De plus, la purification et la caractérisation des 

composants antigéniques sont devenues possibles grâce aux 

anticorps monoclonaux et ce, à partir de techniques de 

blottin g et de chromatographie d'affinité. 

Ces anticorps monospécifiques, obtenu s par la techniqu e 

d e KÔhler et ~i ilstein (44) reconnaissent, soit des anti gè ne s 

membranaires, soit des antigènes cytoplasmiques, soit d es 

antigèn e s membranaires et cytoplasmiques. Ils ont p e rmis 

de réaliser la carte antigénique du toxoplasme et de déter

miner la nature et la fonction des différents antigèn es; 

ce ne sont encore que les prémices d'une étude qui s'av è r e 

longue. 

Différents essais d'immunisation ont été réalisés mai s 

les résultats sont encore peu nombreux. 

11.1. Im munisation active. 
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L'immunité active est caractérisée par un e i nstallation 

lente et par un équipement cellulaire spécifique durabl e . 

De plus, les ly mphocytes p e uvent être rapi dement r es timulé s 

par une structure spécifique (mémoire immunologiqu e ). Les 

d ifférentes possibilités d'immunisation active s e bas e nt s u r 

l'injection d'une structure spécifique du parasite. La s e ule 

d ifférence réside dans la forme de la préparation à inj e ct e r. 

Il est possible de vacciner des chèvres contre la 

toxoplasmose en leur injectant des coccidies non 

pathogènes, Hammondia hammondi et~• hey doni (12) • 

.. / .. 
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Pour Toxoplasma gondii, il existe différentes 

souches dont la virulence est variabl e . Des essais 

d'immunisation active avec des souches avirulent es· 

ou peu virulentes ont été réalisés. Mais, il est 

difficile de déterminer la virulence d 1 une souche 

pour une espèce animale donnée. Les différ ent es 

formes évolutives (kystes - oocystes) ont un co mpor 

tem e nt différent selon leur voie d 'inoculation . 

Toutefois, le pouvoir de pré-i mmun isation de la 

souche RH vis-à-vis des autres souches s 1 est avé ré 

trè s eff icace. 

La technique d 1 immunisation par ra d io-vaccin est 

enc or e p e u usitée et les résultats présen té s sont 

sou v e nt contra dictoir es (48). 

• 

• 

Des trophozo1tes fortement irra diés ( d o s e 

de 10 Kra d ) et donc inactivé s peuvent êtr e 

immunisants dans certaines con ditions . Ce tte 

immunité est c epe ndant de court e duré e 

(inféri eu re à 4 semain es ). 

De s trophozoÏtes faiblem e nt irra diés ( dose 

de 6 Kra d ) mais de manièr e répé t é e procu rent 

une bonne immuni s ation. Un allon geme nt d 'un e 

vingtaine de jours de la duré e de s urvi e 

des animaux est obs ervé. De plu s , l e s sur 

vivants résist e nt à un e inoculation d 'épreuve 

2 5 jour s après l'inoculation i mm uni s ant e . 

De s antig è nes cytoplasmiques et membranaires ci e 

toxopla sme partiellement purifiés pe uvent p r oté g e r 

une souri s contre l'infection. Cette prot ection 

est complète s 1 ils sont a dministrés avec un a dju vant 

complet de Freun d (3). 

.. / .. 
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Des extraits de RNA de Toxoplasma gon dii (souch e ~H) 

sont capables d'induire une réaction d'hypersensi

bilité retardée chez les souris (24). 

L'immunisation se déroule en plusieurs étape s . 

• 

• 

• 

Une première injection de RNA toxoplas mique 

incorporé dans un volume égal d'adj uvant 

complet de Freun d est réalisée par voi e 

intramusculair e . 

Deux semaines plus tard, une seconde 

injection de ~N A to xoplasmiqu e avec un 

adjuvant incomplet de Freund est réali s é e . 

Une semaine après, des antigène s ou du 

~~ A toxoplasmiques sont injectés. Un e 

réaction inflammatoire et un oe dème sont 

observés en même temps qu'une infiltration 

de mononucléaires. 

L'inj e ction d ' ex traits dG R[JA toxopla smi qu e 

serait peut-être une solution aux problèmes cau s és 
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par la pathologie toxoplasmiqu e . En effet, l'injection 

de RN A stimule l'immunité cellulaire et l'élimination 

du toxoplasme est plus rapide. Cette lys e du to xoplasme 

est plu s efficace si l'immunité cellulair e et 

l'immunité humorale jou e nt leur rôle prot ec t e u r 

au maximum. 

L'immunité cellulaire est donc très important e 

da ns la lyse d'un parasit e intrac ell ulair e . ~n e f fP. t, 

les anticorps ne p e uvent pas pénétrer dans l es 

cellules en raison de leur grande taille; ce s e ront 

d onc des cellul es spécialisées dans les réactions 

cytotoxiques et phagocytaires qui agiront. Les 

lymphocytes libèr ent des lymphokines et d 1 autre s 

substances qui peuvent activer les macropha ges. 



11.2. Immunisation passive. 

L'immunisation passive est caractérisée par une 

installation rapide et par une persistance courte des Ig. 

Le transfert passif d'anticorps monoclonaux réagis

sant avec les antigènes de surface du toxoplasme 

92 

peut conférer à l'hôte une résistance contre 

l'infection avec des souches de faible virulence (45). 

De manière à obtenir une immunisation rapide et 

durable, une sérovaccination peut être envisagée. 

Une injection de RNA serait faite ainsi qu'un 

transfert passif d 1 Ig spécifiques couplées ou pas 

à des protéines du toxoplasme. Celles-ci seraient 

dirigées contre des antigènes spécifiques et 

indirectement responsables d'une synthèse accrue 
d'anticorps. 



Ces dernières années, les études ont précisé l'impor

tance de la toxoplasmose congénitale et ont défini l' en

semble des mesures prophylactiques pouvant être opposées 
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à cett e maladie. Pour l'essentiel, ces mesures préventiv es 

reposent sur les résultats d'examens sérologiques auxquels, 

suivant le moment où ils sont pratiqués , on demande final eme nt 

2 type s d 1 in dications très différentes. 

Pour les contrôl es sérologiques effectués chez des 

jeunes femmes non enceintes, l'objectif est , en effet , de 

reconnaître les sujets dis posant d 1 une immunité antérieur emP. nt 

acquise (résultats qualitatifs). Au contrair e , ch ez de s 

femmes enceintes, jusque là négatives ou non contrôlé es , 

ou bi en encore chez des nouveaux-nés suspects, la séro lo qi e 

doit fournir des indications diagnostiques précises, avec 

une notion d 1 évolutivité dont on d éduira la conduite théra

p eutique (résultats quantitatifs). 

De nombreus e s techniques sérologiques existent et l es 

laboratoires les utilisent quoti diennem ent . Tout efois , 

certaines diffus ent mal dans le domain e de 1 1application 

et il semble bien que la cause en soit une carence en 

anti gè nes spécifiques. Cette carence est une de s principal 9s 

causes des difficultés rencontrées dans la détection de 

l'immunité toxoplasmique par intrader mo-réaction s . Dans l e 

cadre de la prévention de la toxopla smose congénital e , 

elles pourrai ent constituer une solution très commo de 

lorsqu'il est seulement nécessair e d'obtenir des répons e s 

qualitatives (femm es immunisées ou non). Différents ex trait s 

d 1 antigènes (toxoplasmine) ont été essayés mais ce t es t 

n 1 est pas encore systématique comme dans le cas de la 

tuberculose. 

.. / .. 
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Les recherches d 1 un vaccin se basent aussi sur une 

meilleure connaissance de la mosa1que antigénique du 

toxoplasme. L'électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

y contribue ainsi que la double coloration (argent/bleu 

de Coomassie) qui, par sa sensibilité, permet de carac

tériser les fractions antigéniques du toxoplasme. 

De plus, l'utilisation du Western blot permet la 

détection des antigènes spécifiques de Toxoplasma gondii 

contre lesquels sont dirigés des anticorps IgG et IgM 

formés pendant 1 1 infection aiguë. La méthode est très 

sensible pour cette utilisation, et des antigènes spéci

fiques ont été identifiés contre lesquels 1 1 hÔte humain 

répond lors de l'infection aiguë et chronique. Ces antigènes 

pourront ~tre utilisés pour développer des méthodes 

sérodiagnostiques plus sensibles et plus spécifiqu e s; 

ils permettraient d'étudier leur action sur la réponse 

immunitaire humorale et cellulaire vis-à-vis de 

Toxoplasma gondii. 

Cette technique du Western blot associe une électro

phorèse, un transfert et une réaction immunoenzymatique. 

• 

• 

L'électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

gradient concave et en présence de SDS sépar e 

un plus grand nombre de fractions protéiqu es 

du toxoplasme, en fonction de leur poi ds 

moléculaire. 

Le transfert est nécessaire pour la détection 

im munologique des antigènes. En effet, les 

anticorps ne peuvent pas pénétrer dans le gel 

et donc , la reconnaissance immunologique n'est 

pas possible. Les antigènes sont liés en 

sup erf icie sur la nitrocellulose où ils sont 

faciles d 1 accès . La réaction, étant spécifique, 

il n 1 est pas nécessaire d'isoler et de purifier 

les constituants biologiques. 

..; .. 
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• La réaction immunoenzymatique possède un e gran d e 

sensibilité (~ 100 pg) et détecte les différ e nte s 

immunoglobulines dirigées contre la mosa1que 

antigénique. 

Notr e étude des anticorps présents dans les différents 

sérums caractérisant les différents stades évolutifs de 
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la maladie nous montre que les tests sérologiques de routine 

sont fortement dépendants de la nature des antigènes utilisé s . 

De plus, la reconnaissance des fractions antigéniques 

évolue dans le temps selon le poids moléculaire, la loca

lisation des antigènes et l'état des trophozo1tes (enti e rs 

ou lysés). 

La positivité en Ig M trouvée par blotting dan s certain s 

sérums négatifs en IF nous a ouvert une voie d'étu de. La 

possibilité d 1 un résultat faussement négatif n'est pas 

retenue, après une recherche d 1 I gM par IF dans un sérum 

débarrassé de ses IgG. Les titres en Ig M par HA sur ces 

mêmes sérums traités in diqueraient qu'il s'agit d 1 un e 

reconnaissance d'antigènes différents par les Ig M. 

La technique du blotting présente un intérêt particulier 

dans le diagnostic immunologique de la toxoplasmose con g é

nitale. En effet, le diagnostic, dans ce cas, est difficil e 

en raison de la relation mère-enfant et de la situation 

imprécise qui en résulte chez l'enfant où les antico r ps 

maternels transmis peuvent masquer temporairement l e s 

néo-anticorps. Une technique d 1 ELIFA (enzyme-link ed 

immuno-filtration-assay) permet de distinguer les anticorp s 

maternels transmis et les anticorps foetaux néo- f ormé s par 

comparaison des profils immunologiques. Le blotting peut 

aussi montrer des profils immunologiques différents 

traduisant des périodes d'infestation différentes ain s i 

que des immunoglobulines de spécificité différente. 

Les progrès dans le domaine des connaissances de la 

toxoplasmose ainsi que sur le plan technique donneront aux 

biologistes des bases plus sûres pour diagnostiquer une 

toxoplasmose congénitale ou acquise. 



TECHNIQUES 
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~iatériel 

0 Bis acrylamide Bio Rad N- 1 61-0200 

0 Acrylamide Bio Ra d N- 161-010L 

Persulfate d'ammonium 0 Bio Rad N- 1 61-070[ 

0 TE MED Bio Rad N- 161-oeoo 

Trans-blo~ transfer 0 medium Bio Rad f\1 - 162-0 11 5 (pure nitrocellulose membrane) 
0,45 m,.M-

0 Peroxidase conj. goat Tago, I NC N- 23 9 2 anti-human Ig~l antibody 
( fYi u ch. sp.) 

0 Peroxi dase conj. goat Tago, I NC N- 2394 anti-human IgE antibody 
( Epsilon ch. sp.) 

0 Peroxidase conj. goat Tago, I NC N- 23 90 anti-human IgG antibody 
( Gamma ch. sp. ) 

0 Peroxidase con(. goat Tago, I f\l C N- 4500 anti-human IgG F(aci')
2

) 
antibody 

Peroxidase conj. goat Bio-Yeda 
anti-human IgA antibody 



I. Résolution_de_l'anti~ène_toxoplasmique_en_PAG~_S DS 

1 • Réactifs. --------
- Tampon TRIS pH8,35 

TRIS 43g 

H 3 B □ 3 : 2D,I6g 

EDTA . 3,72g . 
H20 __. 4 litres 

- Tampon TRIS pH 8,35 SOS 0,2% 

Tampon TRIS 8,35 + 2g SùS/1 

- Préparation de l'acrylamide ' 20% a 

I9,47g d 1 acrylamide 

} 
porter à IOOml avec du 

0,53g BIS acrylamide tampon 

TRIS pH 8 , 3 5 S 8 S O , 2 ~6 

conservation ' 4°c a 

- Préparation des solutions pour le gradient concave 

( 4% - 20%) 

s'olution à 4% 

solution à 20% 

8,4 ml acrylamide 20% 

33,6 ml tampon TRIS pH 8, 35 

SOS O, 2 ~~ 

210 f-1 persulfate d'ammonium r o;=,; 
2 I p-1 T E ~1 ED 

ID,5 ml acrylamide 20¾ 
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52,5fl persulfate d'ammonium r m~ 
5,25/"l TE MC: O 
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- Les différents réactifs doivent être à la température 

du laboratoire pour l'utilisation. 

- La solution de persulfate d'ammonium ID% doit être 

préparée extemporanément. 

- Tampon de dilution pour les antigènes toxoplasmiques 

( 280 mg/% ) 

1 volume d'antigènes toxoplasmiques 

1 volume SOS 2% 

1 volume sucrase 

25p,l bleu de bromophénol 

L'antigène est dilué au 1/3. 

La solution est chauffée à 45°c pendant ID minutes. 

L'entiéreté de la solution est déposée sur le gel. 

Le dép8t dans une alvéole est de 25Fl et sur la 

surface du gel de I,5 ml. 
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Réaliser le montage et préparer le gradient II former 11 

pour qu'il soit opérationnel. 

Préparer les solutions à 4% et 20% et laisser le temps 

d'amener à la température du laboratoire. 

Dégazer pendant 15 minutes sous 125 torr au moins. 

Ajouter le TEMED et le persulfate d'ammonium 10%. 

Mélanger par rotation. 

- Verser la solution à 20% dans la chambre de mélang e 

( volume 1/4) 

verser la solution à 4% dans la chambre II réservoir 11 

( volume 4/4) 

- Mettre le piston à 1cm au-dessus de la surface de la 

solution à 20%. 

- Brancher l'agitateur magnétique pour que le mélange 

soit homogène. 

Ouvrir simultanément le robinet de sortie et la commu

nication entre les 2 chambres. Laisser couler 1 1 acry

lamide entre les 2 plaques. 

Quand le gel est coulé, introduire le peigne en évitant 

les bulles d'air. 

N.B. Dans notre cas, nous n'avons pas mis le peigne 

pour obtenir une surface plane. 
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Après 15 minutes, mettre une solution saturée en 

isobutanol à 30% (200_µ,l) au-dessus du gel pour éviter 

qu'il n'entre en contact avec l'air; en effet, l'oxygène 

est le principal ennemi de la polymérisation. 

. ./ .. 
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- Laisser polymériser 2 heures à températu re ambiante. 

Après polymérisation, le gel peut être conservé au 

frigo à 4°c dans un essuie-tout imbibé de tampon 

TRIS pH 8,35 SOS 0,2% pendant une semaine maximum. 
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-Après polymérisation, le gel est placé dans la cuve. 

-Mettre du tampon TRIS pH B,35 505 0,2% dans le com-

partiment inférieur jusqu'à~ 1 cm au-dessus de la ba se 

du gel. 

-Mettre du tampon TRIS pH 8,35 505 0,2% dans le com

partiment supérieur jusqu'au bord. 

N.B. Lors de la migration, veiller à conserver un 

niv eau de tampon suffisant . 

-Mettre en route la réfrigératio n et l'a gitateur 

ma gn étique. 

-Réaliser une pré-électrophorèse à 150 Volts pe ndant 

1 heure pour équilibrer le gel et élimin e r les réactifs 

en excès de la polvmérisation (surtout le pe rsu lfat e 

d 1 ammonium). 

-Déposer l'échantillon uniformément. 

-Réalis e r la migration à 150 Volts pen dant 4h15 à 

4h30 e nviron. 

N.B. Nous arrêtons la migration quan d le bleu de 

bromophénol se trouve à 1 cm de la base du gel . 

101 



II. Transfert sur nitrocellulose des composantes 

EE~~~!9~~~-~~-!~~~~!s!~~~--------------------

- Tampon TRIS ( 25 mM ) glycine ( 192 mM) pH 8,3 

TRIS 3,03g/l 

glycine 

méthanol 

: 14,49/l 

: 20% v/v 

• conservation à 4°c 

• ce tampon ne peut pas être utilisé plus de 

10 fois. 

- Solution de BSA à 5% 

50g BSA/1 de TSS 

- TBS 

Cette solution est conservée à 4°c pendant 

quelques jours. 

6,05g/l TRIS 

29,229/l NaCl ]Ajuster à 

39 , 9 ml HCl( N) 

pH 7,5 avec HCl( N) 
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Electrophorèse du gel. 

- Après démoulage du gel, l'équilibrer dans le 

tampon TRIS glycine (20% méthanol) pH 8,3 ainsi 

que les papiers filtres pendant 20 minutes. 

- Après 15 minutes, immerger également la feuille 

de nitrocellulose pendant 5 minutes. 

- Tremper les éponges dans le tampon TRI S glycine 

( méthanol ) pH 8,3. 

- Réaliser le "sandwich" 

a) déposer le gel et son papier filtr e sur 

une éponge. 

b) appliquer la feuille de nitrocellulos e 

sur le gel et aplatir avec une pip e tte 

pour éviter les bulles d 1 air qui e ntravent 

le transfert. 

c) ajouter un papier filtre, l'aplatir à 

nouveau et placer une épon ge . 

. . / .. 





.. / .. 
104 

Placer l'assemblage dans la cuve de manière à ce qu e 

le gel soit du côté de la cathode ( - ) : disque noir 

et la nitrocellulose du côté de l'anode ( + ) : 

disqu e rouge 

La cuve se compose d 1 une électrode fixe et d 'un e 

él ec trode mobile entre lesquelles se place le 

"sandwich". 

L'électroblotting a lieu de la cathode ver s l'anode . 

Remplir la cuve de tampon TRIS glycine ( méthanol) 

pH 8,3. 

Brancher l'agitat e ur magnétique et le système oe 

refroidissement ( 10°c ). 

- Le transfert a lieu à 190 mA pen da nt 3 heures. 

Les papiers filtres, la nitrocellulose et le gel doi 

vent avoir les mêmes dimensions. 

L'immersion de la nitroc e llulose doit êtr e fait e 

avec précaution. 

Afin d 'éviter les bulles d 1 air, il faut dépos2r 

la feuille de nitrocellulose sur la solution de 

tampon et laisser humidifier par capillarité; 

quand elle est entièrement hu mide , l'immerger 

complètement. 

- Le tampon TRIS glycine pH 8,3 contient du méthanol • 

. . / .. 
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Ses avantaqes -------------
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- il tend à augmenter la capacité de 

liaison de la nitrocellulose pour 

les protéines. 

- il stabilise la géométrie du gel 

durant le transfert. 

Ses inconvénients 

- il réduit l'efficience de 1 1 élution 

pour les protéines sur le gel de 

polyacrylamide SOS. 

Après le transfert, la nitrocellulose est immergée dans 

du TBS 2x10 minutes. 

- Mettre la nitrocellulose dans une solution de BS A à 

5% pendant 1 heure à température ambiante. 

- La nitrocellulose est rincée au TBS et est gardée dans 

ce tampon à 4°c. 

Elle est coupée en bandes de D,5 cm de largeur et de 

I5 cm de longueur. 

- Il est à noter que certaines étapes de la technique 

doivent se succéder sans interruption; c'est le cas 

pour la préélectrophorèse (1 heure) 

l'électrophorèse (41/2 heures) 

le transfert (3 heures) 

la saturation de la (1 heure) 
nitrocellulose 

Après le transfert, la nitrocellulose peut être coloré e 

au Noir Amide D,1 %/25% isopropanol 

/10% acide acétique 

et ce, pendant 8 minutes. 

La décoloration à 1 1 isopropanol 25%/HAc 1 □% dure 

environ une nuit. 
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- TSS : 6,059/l TRIS 

29,229/l NaCl 

39,9 ml/1 HCl (N) } 
Ajuster à pH 7,5 
avec HCl (N) 

- Solution de BSA 0,5% dans du TBS 

5g BSA/1 de TSS 

- Sérums humains 

- Conjugués de chèvre anti-Ig humaines 

- Solution de révélation · : A. 20ml méthanol+ 60 mg 

HRP color development 
(4 chloro-1-naphtol) 
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8 • I D D m 1 T 8 S + 6 D f' 1 H 2 D 2 3 □7; 

mélanger A et 8 

N.B. Ces deux solutions sont préparées au moment de 

l'utilisation. 



- La nitrocellulose est incubée avec le sérum dilué 

au 1/25 pour les Ig A, Ig M, Ig G 

au 1/5 pour les Ig E 

dans la BSA D,5%. 

L'incubation a lieu pendant une nuit à T 0 ordinaire 

sous agitation. 

Nous lavons les bandes de nitrocellulose avec du TBS, 

3 x 10 min après un rinçage rapide. 

Nous incubons la nitrocellulose avec le conjugué 

anti Ig-P0. 

Les conjugués sont dilués dans la BSA 0,5% 

au 1/400 pour IgM et IgE 

au 1/600 pour IgG 

au 1/1000 pour IgA 

L'incubation a lieu pendant 4h à T 0 ordinaire 

sous agitation. 

Nous lavons la nitrocellulose avec du TSS, 3 x 10 min 

après un rinçage rapide. 
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Nous ajoutons la solution de révélation pendant 10 min. 

Ensuite, nous stoppons la réaction avec de 1 1 eau. 

- Nous photographions les résultats et nous identifions 

les fractions immunogènes. 

~2~~~-EE~~ig~~~: 
- La bande de nitrocellulose doit ~tre immergée avec 

la face où sont fixés les Ag, vers le haut. 

Les résultats des tests sont fortement dépendants 

des sérums et des conjugués. Il faut donc veiller 

à utiliser des sérums non contaminés et des conjugués 

de bonne qualité. 

Les durées d'incubation peuvent être réduites à 1h. 



IV. Préparation des standards Poids Moléculaires 

~~~-eE~~~!~~~~------------------------------

Nous avons utilisé les poids moléculaires standard 

(Bio-Rad) pour PAGE SOS. Nous disposions de 2 échan

tillons dont l'un était représenté par les poids molé

culaires faibles et l'autre par les poids moléculaires 

élevés. 

Chaque échantillon contient 20Dp-,l de protéines stan

dard dans une solution glycérol à 50%. 

La concentration approximative de chaque protéine est 

de 2 mg/ml. 
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L'échantillon est dilué au 1/20 dans un tampon contenant 

du: Tampon TRIS pH 8,35 

1% SOS 

D,1M dithiothréitol 

10% glycérol 

D,001 % bleu de bromophénol 

Les protéines sont dénaturées par incubation à 100°c 

pendant 5 minutes. 

Nous déposons 25f-l de chaque échantillon sur le gel. 



- Solution de fixation : 

méthanol 40% acide acétique 10% 

- Solution de lavage du SOS : 

éthanol 10% acide acétique 5% 

- Oxydant : 

dichromate de potassium ( K2cr 2o7 ) 3,4mM + 

acide nitrique (HN0 3 ) 3,4 mM 

10,003g/l K2Cr207 + 2,142g/l HN03 diluant : H20 

• diluer au 1/10 pour l'usage 

• à préparer extemporanément 

• conservation à 4°c 

- Solution de nitrate d'argent : 

nitrate d'argent ( AgN03 ) 12 mM 

20,384g/100ml AgN03 

• diluer au 1/100 pour l'usage 

• à préparer extemporanément 

• conserver à l'obscurité à 4°c 

- Révélateur : 

diluant 

carbonate de sodium (Na2C03) 0,28 M dans formol 2,2% 

29,68g/l Na2C 03 + 2,26g/l paraformaldéhyde 

diluant : H2D 

• conservation à 23°c pendant 1 mois 

• utilisation à une température de 45°c 

- Acide acétiquE : 7,5% 

.. ; .. 
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- Solution de Farmer: 

solution A : 

7,5g de ferricyanure de potassium~ 100 ml avec H2□ 

solution B: 

96g de thiosulfate de sodium ~ 

solution de travail : 

2, 5 ml solution A + 10 ml solution B...,. 250 ml avec H20 

ou 

solution A : 

37g NaCl + 37g CuS04 dans 850 ml H20 + hydroxyde 

d'ammonium concentré jusqu'à ce que le précipité 

formé se redissolve pour donner une solution bleue 

porter à 1 litre avec H20. 

solution B. 

436g de thiosulfate de sodium ~ 11 avec H 2 □ 
solution de travail : 

mélanger à part égale les 2 solutions immédiatement 

avant usage. 

- Bleu de Coomassie : 
1g/l de bleu de Coomassie R 250 

méthanol 40% 

acide acétique 10% 

- Solution de décoloration: 

méthanol 10% 

acide acétique 7,5% 
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2. EE2~2S2!~-~~e~E!~~~~~! 
Durée -----

1 • Méthanol 40% / acide acétique 1 □% 1 h 

2. Ethanol 1 □% / acide acétique 5% 30 min 
3. Ethanol 1 □% / acide acétique 5% 30 min 
4. Oxydant 

1 0 min 
s. H2□ 1 0 min 

6. H2□ 1 D min 

7. H2 □ 1 0 min 
s. Réactif ' l'argent 30 min a 

9. H2D 2 min 
1 0. Révélateur 

+ 1 min 
11 • Révélateur 

+ 5 min 
1 2. Rincer ' l'eau a 

1 3. Acide acétique 7, 5?; 5 min 
1 4. Bleu de Coomassie o, 1 % 1 h 
1 s. ~léthanol 1 □% / acide acétique 7, 5 ~~ variable 

1 6. Photographier le résultat. 

. ./ .. 
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1. Le bain de méthanol 40% / acide acétique 10% sert de 

fixateur. 

Les bains d 1 éthanol 10% / acide acétique 5% enlèvent 

le SOS du gel. 

2. La durée de chaque bain est fonction de 1 1 épaisseur 

du gel; dans notre cas, les temps sont valables pour 

un gel d 1 une épaisseur supérieure à 1mm. 

3. Toutes les solutions sont utilisées à la température 

du laboratoire sauf le révélateur qui est utilisé à une 

température de 45°c. 

4. Il faut veiller à ce que le gel soit entièrement 

immergé. 

5. Tous les bains sont réalisés sous agitation. 

6. Après l'étape n° 13, la solution de Farmer peut être 

utilisée si le gel présente un dépôt ou une coloration 

de f ond trop importante. 

Laisser le gel dans le bain pendant 45 sec, ensuite 

laver à 1 1 eau. 
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