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I. INTRODUCTIQN , : 
LW---------- 

I1 e s t  i n t 6 r e s s a n t  d e  d i s b o s e r  d ' une  t e c h n i q u e  de  d6- 

p i s t a g e  immunologique d e s  bilharzioses, a p p l i c a b l e  en médecine  d e  

masse e t  donnant  ' d e s  r e s u l t a t s  plus f i a b l e s  que l e s  t e c h n i q u e s  p a r a s i -  

t o l o g i q u e s  d e s  s e l l e s  a c t u e l l e m e n t  employees .  

\ I  

N o t r e  c h o i x  s ' e s t  f i x 6  sur l a  t e c h n i q u e  d e  P'ELJCSA 

(Enzyme Linked  Smmunorsorbent R s s a y ) .  Elle a pour  p r i n c i p a u x  a v a n t a g e s  

sur l e s  a a t r e s  methodes immunologiques ; 
f - une g r a n d e  s e n s i b i l i t e ,  

- une d i m i n u t i o n  du c o û t  d u  m a t e r i e l ,  

- une consommation f a i b l e  d ' a n t i g h e  , e t  d e  sercrm, 
- une r e a l i s a t i o n  s i m E l e  a p a r t i r  d e  p r e l 5 v e m e n t s  
. s a n g u i n s  faits s w  c o n f e t t i ,  ' 

- e n f i n ,  l a  p ~ s ~ i b i l i t e  d t 6 t r , e  r e a l i s 6 . e  en  g r a n d e  se r ie .  

I 

L'ELSSA e s t  une methode immunoenzymatique qui a ét6 
d e c r i t e  pour l a  premîere foi!$f%ngvall e t  Fer lman en  1972 (I)* L e  
p r i n c i p e  e s t  o r i g i n a l  : 

L ' a n t i g B n e  ( ~ g )  e s t  f i x 6  ( a d s o r b 6 )  spontan6ment  sur l e s  

p a r o i s  d e s  t u b e s  d e  p o l y s t i r 5 n e .  AprGs l a v a g e  pour  B l i m i n e r  l ' e x c e s  

d'Ag non a d s o r b e ,  on s l jou te  l e  s&rum du s u j e t  c o n t e n a n t  d e s  A c  SpeCi- 
f i q u e s  c o n t r e  l ' A &  b i l h a r z i e n ,  C e s  A c  se  f i x e n t -  s u r  l 'Ag  adsorbé 

sur l e s  parois des t u b e s .  Un deuxieme l a v a g e  e l i m i n e  1'excG.s d 'Ac 

non  f i x e s .  Dans un t r o i s i 8 m e  temps, on a j o u t e  un c o n j u g u e  d'immunogke- 

b u l i n e s  a s t i - h u m a i n e s  de mou'con, marquees  21 L a  pe roxydase .  C e s  

immunoglobul ines  d e  mouton v o n t  se f i x e r  sur l e s  A c  humains donc s u r  

l e  complexe &-Ac a d s o r b e .  Un t r o i s i è m e  l a v a g e  pe rme t  l * & l i m i n a t i o n  

d e s  immunoglobul ines  non f i x e e s .  
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La m i s e  en  é v i d e n c e  de  l a  f i x a t i o n  du c o n j u g u é  s u r  l e  complexe Ag-Ac 

s e  f a L t  p a r  une r é a c t i o n  e n z y m a t i q u e . c o l o r i m 6 t r i q u e .  On u t i l i s e  l ' e a u  
oxygenee  comme s u b s t r a t  e t  l * o r t h o d i a n i s í d i n e  I .  comme donneur d 'hydroge-  

n e .  L ' a c t i v i t é  p e r o x y d a s i q u e  e s t  réve lée  par l a  r é a c t i o n  cy to-chimique  

de  Grahaffl e t  Marnowsky (2). L a  pe roxydase  a g i t  sur 1 7 e a u  oxyggnée en  

l i b é r a n t  f ' oxyg&ne  q u i  a c t i v e  P ' o r t h o d i a n i s i d i n e .  Le composé oxydé 

se c o l o r e ,  en  brun j a u n e ,  L ' i n t a n s î t 6  d e  l a  c o l o r a t i o n  es& p r o p o r t i o n -  

n e l l e  i la q u a n t i t i 6  d e  pe roxgdase  f i x é e ,  donc à ' l a  q u a n t i c i é  d ' A C  

f ix&.Un s6.rcsm de s u j e t  non b i l h a r z i e n  n e  donne aucune  c o l o r a t i o n .  
I 

I 

III. MSSB BU POXNT DE LA TBCEI~IXGUB : 
CI------------------------ -I 

A u  c o u r s  d e  nos e x p é r i m e n t a t i o n s ,  n o u s  avons  6Cudi.é 

d i f f e r e n t e s  t e c h n i q u e s  d ' a d s o r p t i o n  d e  l 'Ag sur l e s  p a r o i s  O e  po lys -  

tirXene, a f i n  d e  pouvo i r  u t i l i s e r  Ea p l u s  f a i b l e  d i l u t i o n  a n t i g e n i q u e ,  

tout en o b t e n a n t  une c o l o r a t i o n  f r a n c h e .  

D ' a u t r e  , p a r t  n o u s  avons  r è c h e r c h é  l a  dilution o p t i m a l e  
&/Ac donnant  l e  m e i l l e u r  c o n t r a s t e  e n t r e  p o s i t i f  ( + )  e t  n é f a t i f  { - ) .  

E n f i n  n o u s  avons  e s s a y é  d e  r 6 d u i r e  l e s  d i f f é r e n t s  temps de  @ o n t $ c t p  

lors d e  l a  r é a c t i o n ,  , 

.., 

I.. Adsorp t ion  d e  L ' A g  : --- "..I------...------ 

Nous avons  f a i t  v a r i e r  un g r a n d  nombre d e  p a r a m è t r e s  : 

tampon de d i l u t i o n ,  t e m p s  de c o n t a c t ,  t e m p 4 r a t u r e ,  p r é s e n c e  o u  non 

de  g l u t a r d 1  déhyde e t  t y p e s  d e  p l a q u e s .  L e s  d i f f b r e n t e s  combina i sons  
s o n t  resumées dans  l e  t ab leau  I. 

T a b l e a u  9. 

Tampon c a r b o n a t e  pH9,6 Tztmpon PBS-Azid 
G1 utrar a ldehyde  (+  ) G l u t a r a l d é h y d e  ( $ 1  

2 5 c  une nuit 25O une n u i t  y 

2 5 @  3h 25" 3h 
37" une n u i t  37" une n u i t  

54i0 2h 
3 7 O  3h 37: 3h I 

56"  2h 

G . . .I 

5 S o  í h  -1. a g i t a t i o n  

2 5 O  une n u i t  
' 2 5 "  3h 
3'7O une n u i t  
8'ZU 3h 
5S* 2h 

u t a r a l d é h y d e  ( - )  

- 
560 Ah + a g i c a t i o n  

G l u t  ar a l  d é  hy de  (- ) 
25O une nuit 
f E 5 O  3h 
37@ une na l i t  
37O Sh 
56O ah  
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, I  

> 1.1. ~~i-s_i,.~~~n__d_e__l_a_gl_u.tar al_ds_hx_d_e- -: 
I 

Nous avons  utilise deux t e c h n i q u e s  de  f i x a t i o n  en  p r e s e n c e  

de' g l u t  as a ldehy  d'e ; 
L 

- soit en u t i l i s a n t  d e s  p l a q u e s  t r a i t e e s  & ' l a  g l u t a r a l d e -  

hyde i % en ezu  d i s t i l l e e  j u s t e  a v a n t  u sage ,  pendan t  ph i3 4 O ,  puis 

b i e n  l e v e e s  a v a n t  l a  f i x a t i o n  d e  L ' A g ,  

- s o i t  en a s s o c f a n t  Pa g l u t a r a l d r 5 h y d e . l  % B l a  solution , ( 1  

I 

a n t i g 6 n i q u e .  

I . .  ; 

. ' .  

.. . 
non 

d e  

ave  

me t 

& ' u t i l i s  

s p e c i f i q u e  d e s  
poly s t l r i he .  C e  

c d i g  serums nbg 

hode d e  f i x a t i o n  

a t i o n  de l a  g l u t a r a l d 6 h y d e  e n t r a i n  

AC e t  d e  B ' 9 " m o g l o b u l i n e  marquee 

qui f d i t  q u e  fa c o l o r a t i o n  e s t  tr8 

a t i f s  ( & o i r  cdrs.rbe A ) ,  Ndus  avons  

- 
- .  

e une f i x ~ a t i o n  
: I *  

s u r  les paro i i s  
i *  

s i n t e q s e  m ê m e  

abandmm6 c e t t e  

I _  ' 

1.2. Temps d ' a d s o r p t i o n  ! ------------------ 
l&n f a i s a n t  v a r i e r  l e s  temps d e  c o n t a c t  d e  T a  s o l a t i o n  

7 ,  

d'Ag avec  P e s  p a r o i s  d e  p d l y s t i s G n e ,  n o u s  nous  sommes r e n d u  compte 

que l a  d a r b e  o p t i m a l e  e t a i t  d e  une n u i i  (12 he l r e s )  ( v o i r  c o u r b e  B), 

N o u s  avons  u t i l i s e  d e u x  tampohs c l a s s i q u e s  : Ee FBS + A z i d  

d e  Na tiokr formule d a n s  l e s  r 4 a c t i l f s )  e t  l e  tampon c a r o n a t e  PB 9,6 

( v o i r  r 6 a c t i f s ) .  
E a m e i l l e u r  a d s o r p t i o n  e s t  o b t e n u e  avec  l e  tampon c a r b o n a c e  (V.courb'@2) 

I ,. .- 

Mous avons  f a i t  v a r i e r  l a  temp6ratur.e. au  cours d e  l ' a d s o r p -  - .  1 

t i o n  ankLg6nique,  d e  

&i--.QaUI?be B, c ' les t  a 37O que l ' a d s o r p t i o n  se f a i t  l e  mieux, Nous 

b l o q u o n s  e n s u i t e  l a  r e a c t i o n  en s t o c k a n t  l e s  plaques a d s o r b 6 e s  A +4O. 

L e  ten;ps d e  c o n s e r v a t i o n  e s t  d ' e n v i r o n  10 j o u r s ,  

B 51io en  p a s s a n t  p a r  3 7 0 .  Comme l ' i l l u s t r e  
I 

1 . 5 .  Types d e  p l a q u e s  u t i l i s b e s  : ------------ -I----------- 
Afin de l i m i t e r  les q u a n t i t e s  de  tampon3 d e  s B r l n m  e t  d'A& 

u t $ l i S é e s  n o u s  avons  prefér6 t r a v a i l l e r  sur d e s  p l a q u e s  d e  m i c r o t i -  
t r a t i o n  en  p o l y s t i r è n e  plu%@& que sur d e s  t u b e $ , .  Nous avons  t e s t e  
p l u s i e u r s  p l a q u e s  : l e s  p l a q u e s  en  V n ' o n t  pas  une c o n t e n a n c e  suffi- 
s a n t e ,  les p l a q u e s  B f o n d  p l a t  d o n n e n t l d e  moins bons r 8 s u l t a t ; s  que  

l e s  plaques B f o n d  en U. 
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F i n a l e m e n t  nous avons  o p t e  p o u  l e s  p l a q u e s .  " M i c r o t i t e r ' l  M 24A à 

f o n d  en U, 
. - .  .- ~ 

5 Bous avons  r e t e n u  comme m e i l l e u r  combina ison  : 

une f i x a t i o n  d e  l ' A g  en  tampon c a r b o n a t e  37a une nuit, sur d e s  

p l a q u e s  f l % i c r o t i t e r / T  en p o l g s t i r h e  ia f o n d  en U, 

2, D i l u t i o n  Optimale AgLAc : .................... -- 
Pour chaque  reaction k g / A c ,  i l e x i s t e  une d i l u  t t i q n  donnan t  

une r e a c t i o n  o p t i m a l e ,  
86 Nous avons  testé d e s  d P 1 u t i o n s I c r o i s s a n t e s  d'Ag ( 1 0 , 9 , $ , 7 ,  

6,5,4,3,9 micso-grammes d'Ag l y p h i l i s 6 / m l )  v i s  à vis d e  d i l u t i o n s  

c r o i s s a n t e s  d e  serum : de 1/6è!me B 1/18240ème en p r o g r e s s i o n  g6ome- 

t r i q u e  de  r a i s o n  2. ïbus aVOris o b t e n u  une c o u r b e  s i m u s o z d a l e  ( v o i r  

c o u r b e  DI) avec  une c h u t e  brutale d e s  d e n s i t é s  optiques pour  d e s  

d i l u t i o n s  c o m p r i s e s  e n t r e  L/dQeme e t  1/1280Bme. C'est  dans c e t t e  

zone  que nous  avons  e n s u i t e  c h e r c h 6  l a  d i l u t i o n  o p t i m a l e  Ag/& en  

r e a l i s a n t  d e s  d i l u t i o n s  s 6 P i q u e s  d e  1/125, 1 / 2 0 0 ,  1 / 2 5 0 ,  j1/30O, 1 / 4 0 8 ,  

1 / 5 0 0 ,  1/600, 1/600, 1/10@(3 ee &/2OCO. Les r e s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r e s  
g a r  l a  c o u r b e  D2. 

Hous avons  f i h a l e n e n t  r e t e n u  une d i l u t i o n  a n t i g 6 n i q u e  d e  

5 micro-grammes dlAg/ml pour  m e  d i l u t i o n  s e r i q u e  d e  l / L 2 Ç .  A l a  

dilution c h a s s i q u e  5 micro-grammes d'Ag  pour  une di4ution s e r i q u e  d e  

1/600, n o u s  o b t e n o n s  bn c e r t a i n  nombre d e  s e r u m s  f a i b l e m e n t  titres, 

f a u s s e m e n t  n e g a t i f  s .  Aussi avons n o u s  prefere a c c r o î t r e  l a  s e n s i b i l i t e  

d e  l a  r é a c t i o n  au d 6 t r i m e n t  e v e n t u e l  d e  la s p e c i f i c i t r ! ? ,  en  d iminuan t  

l a  d i l u t i o n  s e r i q u e ,  

3 .  Temps de  c o n t a c t  s6 rumLan t ig5ne  : 
-----------I------.---- -------I I 

Dans l e  b u t  d e  r z c o c r r c i r  l a  d u r e s  de l a  m a n i p u l a t i o n ,  nous  
l 

avons  essaye de  r 6 d u i r e  le t e m p s  de c o n t a c t  Ag/Ac q u i  est  e l a s s tque -  

ment d e  3 h e u r e s  a l a  t e m p e r a t u r e  d u  l a b o r a t o i r e .  

t e s  c o m b i n a i s o n s  d u r 6 e - t e m g e r a t u r e  o n t  et4 les s u i v a n t e s  : 

3 h e u r e s  a 2 5 " ,  2 heures  à 2 5 O ,  2 heures i3 37*, 1 h e u r e  i 3 7 O  avec  

a g i t a t i o n  (\courbe E). 

L e  m e i l l e u r t r e s u l t n t  e s t  o b t e n u  pour  un c o n t a c t  k g / A c  d e  

3 h e u r e s  à l a  t d m p e r e t u r e  du % a b o r a t o i r e ,  



. .  . . . '  ' 'i L.", ! , . . .  . .  . .  I .  , .' . .  . " *  . .  . ,  . 

, Le,s tempera'Cures~,, ,sup~r.ieures s,emblent, i n h i b e r  La r e a c t i o n  e t  l ' a g i t a i  
$ ion  s e m b l e  d6;crocher les mol6cu les  a d s o r b é e s  s u r  l e s  p a r o i s  de  

. - $  ' .  .. . * . . . ,  I (  . .  ' . .  

. . .  . .  

.. - . .  PolY*+Jr$n.e , . .  .. . . . , .  . .  . .  I , ' I  $ 

Dans l e  b u t  d ' a b a i s s e r  l e  c o û t  d e  l a  r e a c t i o n ,  noas  avons  

t e s t e  d e s  d i l u t i o n s  c r o i s s a n t e s  de  c o n j u g u e  (1/500, 1/100@, i/g500, 

1/2000, 1/.25oO e t  1/5000). D e  bons r e s u l t a t s , ,  m ê m e  p o u r  d e s  serums 
f a i b l e m e n t  t P t r 6 s  sont o b t e n u s  pour  des d i l u t i o n  au 1/20008me 

( c o u r b e  I?.() 

. .  

5 .  Temps de  c o n t a c t  con juguélComplexe an t igPne-an t i cmp;  
------C------L------I____ -----1--------------c_____ 

H a b i t u e l l e m e n t  le temps de  c o n t a c t  e s t  d e  3 h e u r e s  B 2 5 Q .  

Nous  avons  e s S a y 6 ' d e  r a c o u r c l i r  l e  d u r e e  d e  c o n t a c t  ( c o u r b e  8). N o t r e  
e x p e r i m e n t a t i o n  c o n f i r m e  l a  s u p e r i o r i t e  de  l a  d u r é e  c l a s s i q ü e .  
( 3  heurd's à 2 5 O ) ;  

6 .  C i n e t i g u e  d e  Pa c o l o r a t i o n  : 
---#.--- --b-...--------------- 

L a  r e a c t i o n  de  c o l o r a t i o n  & t a n t '  une r e á c t i o n  enzymat ique ,  

il 6 t a i . t  i m p o r t a n t  d e  s a v o i r  B q u e l  moment l a  c i n é t i q u e  de  l a  r e a c t i m  

a t t e i g n a i t  son  maximum. ~ o u s  avons  é f i r e g i s t r e  l e s  DO t o l a t e s , b e s  

10 m i n u t e s  au cour s  d e  l a  r e a c t i o n  d e ' r 6 v b l a t i o n .  L ' i n t e n s i t e  de  l a  

c o l o r a t i o n  p a s s a  par un maximufft e n b r e  5 0  e t  6 0  m i n u t e s ,  pois d e c r o i t  

( c o u r b e  6 ) .  Mous (levons donc- s t o ~ p e r  l a  r e a c t i o n  8 s o n  maxiimam 

d ' i n t e n s i t 6 ,  (60') p a r  25 m i c r o - l i t r e  d'Hel 5N d a n s  chaque  p u i t s .  

r .  
I V .  EPdPLe91 DES CONFBTTI : 

L'un d e s  i n t e r g t s  d e  IZBE3SA e s t  s a  f a i b l e  consommation . - \  I 

en  s e r u m .  Dans l e  b u t  de  pouvo i r  a p p l i q u e r  c e t t e  t e c h n i q u e  B un 

d é p i s t a g e  d e  masse,  nous  avons  e s s a y e  d e  r e a l i s e r  d e s  d i l u t i o n s  

s g r i q u e s  B p a r t i r  d ' 6 1 u a t s  de s a n g  s & c h 4  s u r  c o n f e t t i .  L e e  a v a n t a g e s  
de  l a  methode s o n t  m u l t i p l e s  : 

I ,  I 
,.I . 

Lea p r e l è v e m e n t s  s e r i q u e ' s  F e  t r o u v e n t  s i m p l i f i e s  : i l s  se  

r é s u m e n t  2. une, s i m p l e  p i q û r e  au b o u t  d u  d o i g t , , ,  s u i v i e '  d e  S'imprbgna- 

t i o n  s a r  les deux f a c e s  d'un p a p i e r  f i l , t r e ,  avec  l a  g o u g t e  d e  s a n g  

ob  t enue .  

' I  

- \ . .  
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L a  c o n s e r v a t i o n  d e s  - 6 c h a n t i l P o n s  e s t  e x c e l l r e n t e  à l a  t e m p k r a t u r e  
, -  I .  

amb ian te  e t  a l ' a b r i .  d e  l'humidite. D ' a u t r e  p a r t  l a  p i q û r e  d 'un d o i g t  

e s t  mieux accept6.e p a r  l e s  p o p u l a t i o n s  que l a  p r i s e  de  sang  p a r  

p o n c t i o n  vcdneuse .  E n f i n  l e e  c o n f e t t i s  s o n t  d 'une manipuLat ion  plus 

a i s e e  q u e  l e s  t u b e s  c a p i l l a i r e s  h e p a r i n e s .  
. .  

L e  s e u l  Probleme que p o s e  l e u r  e m p l o i  e s t  l a  r e p r o d u c t i b i -  

l i t e  'des r 6 s u l t a t s  e t  l a  bonne c o r r é l a t i o n  conf e t t i - s c 5 r u m  B U X  

d i l u 6 i o n a  u t i l i s é e s .  N o u s  avons e n v i s a g 6  c e s  deux a s p e c t s  d u  probl&me 

en  é t u d i a n t  s u c c e s s i v e m e n t  l a  q u a a t i t &  de  serum absorbtSe par c o n f e t t i  

l e  temps d '6 lu i ; ion  maximale l a  r e p r o d u c t i b i l i t e  d e s  r 8 s u l t a t s  d'un 

c o n f e t t i  B l ' a u t r e ,  e t  e n f i n  l a  c o r r e l a t i o n  c o n f e t t i - s e r u m .  

2 -  

1. Q u a n t i t é  d e  serum a b s o r b e  par  c o n f e t t i .  

Mous avons  c h o i s i  une s i m p l e  p e r b o r e u s e  d e  bu reau  donnan t  

.d'es c o n f e t t i ,  r 6 g u l i e r s  d e  6 mm d e  d i a m & t r e .  Une méthode d e  p a s e e  

p o r t a n t  sur 50 c o n f e t t i  nous  a p e r m i s  d ' é v a l u e r  l a  q u a n t i e 6  de  s e r u m  

o b s o r b é  SUT chaque  c o n f e t t i  : 4,s m i c r o l i t r e s .  63n fait ce chiffre e s t  

c e r t a i n e m e n t  su revaLu6 , - . ca r  l ' l m p 6 g n a t i o n  s a n g u i n e  e s t  moins p a r f a i t e  

d a n s  les c o n d i t i o n s  d ' emplo i  sas %e t e r r a i n .  S i  b i e n  que nous  avons  

r e t e n u  l e  c h i f f r e  de  4 n i i c r o l i t r e  comme l a  q u a n t i t e  moyenne a b s o r b é e  

d r e l u e r  chaque c o n f e t t i  dans  0,s ml d e  tampon, 

3 p a r  confet$A.. L a  d i l u t i o n  B employer  e t a n t  de  1/125 & m e  il s u f f i t  

2. Temps d 6lcrtrBon maximale . 
------3--11------------- 

lalous avons  t e n u  P' tSPation pour maximale quand l e  c o n f e t t i  

e t a i t  e n t i h e m e n t  d e c o l o r e  e t  l a  r é a c t i o n  r e p r o d u c t i b l e .  MOUS p r o p o s a s  

l'elution s u i v a n t e  ; 1 n u i t  A do. 
_ _ L . .  ~ 

. a  

L e  b u t  de  l a  m a n i p u l a t i o n  e t a i t  d e  d4montrer  E 'homog6néi te  

d e  l l a b s o r b t i o n  s a n g u i n e  ,par  l e  p a p i e r  f i l e t r e .  Nous  avons  r e a l i s e  
3 c o n f e t t i  s u c c e s s i f s  c h e z  d e s  s u j e t s  b i l h a r z i e n s  c o n f i r m e s  e t  chez 

d e s  sujets s a i n s .  C e s  3 c o n f e e t i  on t  &te t es tes  l e  m ê m e  j o u r  S U P  une 
p l a q u e  a f i n  d ' 6 l i m i n e r  t o u t e  a u k r e  v a r i a t i o n  ( A d s o r p t i o n  a11 kip ,6n ique ,  

m a n i p u l a t i o n ,  d i f f é r e n c e  e n t r e  lots diAg o u  de tampon, d i f f é r e n c e  
de  m a n i p u l a t e u r  e t c , .  .) . L e s  r 6 s u E t a t s  s o n t  dbnnes d a n s  l e  t a b l e n u  I. 
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i ?  
. t  . . :  . *  . . .  

La compara ison  d e s  moyennes ,des 3 series d e  c o n f e t t i  a ét6 f a i t e  p a r  

l ' i n t e r m e d i a l r e  d ' u n e  a n a l y s e  ,de l a  v a r i a n c a  q u i  n e  ,mpntre  'pas  de  

d i f f e r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  l e s  3 s e r i e s  d e  m e s u r e s  :' 

.. . . .  . .  . .  , .  

,. . - .  . . 

. i  

pJ*s, ( F & ,  ' . i , ,  5 % ; .= 3,2?) . .  
a 0,02 

. .  . , , .  %2. tj; ": I . ,,, ' 

' 4. Btude  d e  l a  c o r r i l a t i o n  c o n f e t t i - p l a m a  
--------------------_c_^______________ 

. I  ' .  . . . .  3 . ,  . 1  
. .  

I .  

N o u s  a v o ~ n s . r f $ a l i . s &  c e t t e  Q t u d e  en  comparant  s u r  la m ê m e  

p l a q u e ,  des p r 6 l h e m e n t s  s a n g u i n s  f a i t s  l e  m ê m e  j o u r  A l a  fois s u r  

hube  c a p i l l a i r e  h e p a r i n 6  e t  strr c o n f e t t i ,  c h e z  d e s  ma lades  s e h i s t o s o -  

m i e n s  e.e: des s u j e t s  s a i n s ;  La d i l u t i o n  u k i l i i s 4 e  6 t a i t  dans  l e s  deux 

c a s  d e  i . /L25.  Les phamas e t  c o n f e t t i  o n t  6tQ t r a i t 6 s  à d i s t a n c e  du 
pr6leveiXent d a n s  l e s  mêmes G m a i t i O n S  qu 'une  e n q u ê t e  e p i d 6 m i o l o g i q u e  

s u r  l e  t e r r a i n  avec  t r a i t e m e n t  d e s  e c h a n t i l l o n s  lor's d u  recoour a u  

l a b o r  a t o i r  e c e n t r a l .  

1. 

1 

L e s  r 6 s u l t a t . s  sont donn6s d a n s  l e  t a b l e a u  II. 
9. 

L a  compara ison  d e s  2 sQsies d e  mesures a e t 4  faite a u  moyen 

d'un t e s t  t de S t u d e n t  F i e h e r ,  ( s 6 r i e s  apbl;$ric5es) q u i  ne mont re  k a s  

d e  d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  e n t r e  les 2 ser ies .  

A 0,3 *34 d d l  
. .  

e .  

CONCLUSHON : ..---------- 
Mous avons  f i n a l e m e n t  r e t e n u  l e  mode o p e r a t o i r e  s u i v a n t  : 

2. Mode o p e f a t o i r e  . .  

F i x a t i o n  de 1 * AntigGne : 2.10 ...................... 
Nous u t i l i s o n s  un Ag t o t a l  d e  s c h i s t o s o m e  a d f i l t e .  YUus 

r 6 a l i s o n s  une s o l u t i o 0  mere d e  3 m g / m l  en  tampon c a r b o n a t e ,  f r a @ t i o n n & e  

en  t u b e s  d e  100 m i c r o l i t r e s  e t  c o n s e r v e e  au c o n g é l a t e u r ,  
$,& 

L e s  d i l u t i o n s  d'Ag s o n t  r 4 a l i s 6 e s  a p a r t i r  d e  c e t t t e  s o l u -  

t i o n  mère : 20 m i c r o - l i t r e s  d e  s o l u t i o n  mère s u f f i s e n t  potrr une p l a q u e .  

Avec 2 mg n o u s  pouvons s e n s i b i l i s e r  25 p l a q u e s ,  ce ,  q u i  permet  d e  tes ter  

e n v i r o n  2450 sérums. On dépose  200 micro - l i$ re s  d e  l a  d i l c r t f o n  a n t i g é -  

n i q u e  en tampon c a r b o n a t e  ( 5  micro  g/ml) d a n s  c h a q u e - p u i t s ,  



'!m 8 ... 
. / '  " 

t o u t e  6 v a p o r a t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  a n t i g e n i q u e .  Nous  l a i s s o n s  la p l a q u e  

i # 

Il f a u t  1 p u i t s  p u r  l e  b l a n c  des r e a c t i f s  

1 p u i t s  pour  l e  temoln n4gat i . f  

1. p u i t s  pour  l e  temoin p o s i t i f  
i' p u i t s  par s6rum à t es te r .  < I 

au moins IQ j, 

2.2.  Lavages : ------- 
L 'excds  d'Ag non a d s o r b e  e s t  Blirhine pa r  3 l a v a g e s  s u c c e s -  

sifs en tampon PBS tween ( l e  tween  s e r v a n t  ici d ' a g e n t  m o u i l l a n t ) .  

H o u s  d i s t r i b u o n s  d a n s  chaque  p u i t s  250 m i c r o - l i t r e s  de  tampon a l ' a i d e  

d 'une  s e r i n g u e  d e  Cornwa l l  e t  l a i s s o n s  e n  c o n t a c t  une à deux m i n u t e s  

e n t r e  chaque  l a v a g e .  91 suffit ensceit'e de  v i d e r  la p l a q u e  pa r  retour- 

nement brusque .  

2.3. I n c u b a t i o n  d e s  serums : ----------------*---- 

Nous  p r e p a r o n s  l e s  d i l u t i o n s  s e r i q u e s  en p l o n g e a n t  chaque  
c o n f e t t i  bans  d e s  t u b e s  A essais num6rotBs c o n t e n a n t  0,s m3. de  tampon 

PES tween, L ' 6 l u t i o n  s ' accormpl i t  a u  c o u r s  d ' une  n u i t ,  N o u s  r B p a r t i s s m  

e n s u i t e  200 m i c k o - l i t r e s  d e  serum d a n s  chaque  puits; Dans l e  p a i t s  d u  

b l a n c  d e s  r e a e t i f s ,  n o u s  m e t t o n s  du tampon à l a  p l a c e  du !36I3uY?l. 

DTous l a i s s o n s  i n @ , u b e r  3h à l a  t e m p 6 r a t u r e  d u  l a b o r j t o i r e .  

2.4. Lavages : I...----- 

Mous l a v o n s  chaque  p l a q u e  comme prkcedemment, 
i 

I n c u b a t i o n  d u  con-jugue : 2. 5 *  ...................... 
Rous p r e p a r o n s  Pa d i l a t i o n  du c o n j u g u e  au l / Z S O O  è&e, donc 

10 m i c r o - l i t r e s  d a n s  20 ml de  tampon PBS tween p o u r  cane plague. Avec 

1. m l  d e  Conjugue n o u s  pouvans a i n s i  r 6 a l i s e r  LOO p l a q u e s  et tester 

e n v i r o n  9 300 s e r u m s .  Pous  r 6 p a r t i s s o n s  2OQ m i c r o - l i t r e s  d e  c o n j u g u 6  

p a r  p u i t s  e t  l a i s s o n s  i n c u b e r  3h B l a  t e m p e r a t u r e  d u  L a b o r a t o i r e .  
I 

3.6, Lavages : ---.-.--- 
Nous procedons  comme prec6demmemtq 
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2.7.. ‘R6vela t ion  : ---------- 
Nous deposons  d a n s  chaque  p u i t s  200 m i c r o - l i t r e s  d e  rev& 

r 

l a t e u r  p repare  extemporannement ,  n o u s  l a i s s o n s  en  c o n t a c t  1~r e x a c t e -  

‘ment p u i s  s t o p p o n s  l a  r e a c t i o n  enzymat ique  avec  de  1’HCL 5N : 
I 26 m i c r o - l i t r e s  p a r  p u i t s .  

L a  l e c t u r e  s e  f a i t  a u  s p e c t r o p h o t o m G t r e ,  N o u s  r & g l o n s  
$ 2 .  

l ’ a p p a r e i l  sur 405 nm, f a i s o n s  l e  a e r o  o p t i q u e  avec  l e  b l a n c  des 

r e a c t i f s  e t  l i s o n s  chaque  serum automat iquement .  

t L e s r G s u l t a t s  sont exprimés en  d e n s i t é  o p t i q u e  (DO). 

1.1. L e s  r é a c t i f s  : 

Tampon c a r b o n a t e  Ph 9 6 -------------------,,L, 

- C a r p o n a t e  de Na (sel cristallis6 10 M O )  

B i c a r b o n a t e  d e  ka ( 0 , 0 3 5  M) 
Azid  d e  Na 

2 

- Bau d i i s t i l l 4 . e  

( c o n s e r v a t i o n  15j A 40 )  

* -  Tampon PEES tween ---------------- 
C h l o r u r e  de  N a  

P h o s p h a t e  d i s o d i q u e  c r i s t a l l i s 6  12 H 2 0  

P h o s p h a t e  monosodique c r i s t a l l i s e  2 H O 
2 

Tween 20 

Bau d i s t i l l b e  

( c o n e e r v a t i o n  J. sema ine  i la t e m p e r a t u r e  a m b i a n t e )  

- 
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. .  Conjugue  
-I------ 

Conjugue a n t i - i " w t o g l o b u l i n e  humaine de  moaton, marque 

;ji l a  p e r o x y d a s e  ( ' I n s t i t u t  Pasteur) 

B e a c t i f  d e  c o l o r a t i o n  : 
--------------------~, 

Tampon p h o s p h a t e  Ph 6 : 

( P h o s p h a t e  monopo tas s ique  ' 

Bau d i s t i l l e e )  

C e t t e  solution e s t  8 tan pE-1 de 4,4: On l ' am6ne  à un pH 6 en 

a j o u t a n t  e n v i r o n  36,5 ml de  l a  s o l u t i o n  s u i v a n t e  : 

P h o s p h a t e  b ì p o t a s s i q u e  8,7 g 

Bau d i s t i l l e e  50 ml 
( c o n s e r v a t i o n  3.5 j B d o )  

A U  motnene de l ' e m p l o i ,  mitlanger:  

0,3 ml d e  tampon p h o s p h a t e  pH 6 

0,3 ml d ' e a u  oxygen&e B 1. volume p r i t p a r e e  extemposann6ment 

30 d ' e a u  d i s t i L i 4 e  

O, 25 ml d r u n e  solution d ' O r t h a d i a n i s i d i n e  : 

O r  t h o d i a n i s i d i n e  ( gigma)  5 mg 

?&3 t h a n a l  I 0,5 ml 

( l e  s 6 v i t l a t e u r  n e  se c u n s e r v e  p a s ) *  

L e  materiel' : 1.2. ----I------ 

. .. 

.. . 

- p l a q u e s  d e  m i c r o t i t r a t i o n  COOK MICROFXTHR . .  U &!i 2 4  A 

- s e r i n g e  Hamil ton  d e  2Q micro litres , 

- p i p e t t e  t y p e  Eppendorf  de  200 mic ro  litres 
- s p e c  t r o p h o t o m e t r e  

- s e r i n g e  de  C o r n w a l l  2 ml 
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c o n f e t 5 i  S O ; I O ~ ~  

s e r u m  



C o u  rlbe A - Adsorbtion de l ' A g  avec giutaroidéhyde. 

X x 37*5h 

01 I l I I l - c 
I f 2  oqo 

DI iutions * 
l b 2 5  11250 'l/SOO l . / l O O O  

- . .  
Concluskm - La glutaraId$hydr en troÎne une F;xut;on non sprcrfique 

d e s  A c  et  d e  I9 marqugc. . . 
L. 

courbe B - variation de fa température e t  du temps 
sur i'adsorbtion d e .  l'Ag. 

DO 

X x 370 f nuit - 

A-- .-.-fi 250 I nuit 

O Q 2 5 O  3 h  
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Courbe C ,  Adsorbtion d e  l‘Ag dons différents tampons 

4 

A Tampon carbonate P h 9 , 6 -  

A A Tampon PBS Azide p h  7 , 2  

‘t A’ 

40, 

20 

O 

1/12; I l250 1jsOo 

C ’ e s t  en tampon carbonate q u e  l a .  coatation est la me i l l eure .  

. .  

D O  

so 

40 

3 0  

2 0  

I Q  

CI 

I 

1/1000 q i o o o  . 
0il.u tions 

Courbe O - Dilutions optimales A g  A c  / 



..". 



Couf$q;e FJ - l i tude des d i f f C r e n t s  temps de contact Ag/Ac - A c / I g O  4 

t 

O0 

I o0 

8 0  

60 

4 0  

Co2nclusion - 
3ons resultats avec un t emps  d e  contact  de 3 h  à 25: r i s u l t a t s  nuls B 37'. 

Courbe F- D i l u t i o n  o p t i i n a l e  du conjugub. 
h A S e r u m  30 

C o n c l u s i n n  - 
La m e i l l e u r e  d i l u t i o n  du conjugue I/2000 


