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L'BLISA en micro-méthode dane le dépistage immunologique

“de la schistosomlase Mansonienne

- L INTRODUCTION\.K
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Il est intéres ant de dlsposer d'une technique de dé-
pistage 1mmunolog1que des bllhafZloses applicable en médec¢ne de
masse et donnant des résultats plus fiables que les tecnnlques parasi-

tologlques des selles actuellement employées.

Notre choix s'est fikxé suar la technique de 1'ELISA
(Bnzyme Linked Immuno<sorbent Assay). BElle a pour principaux avantages

sur les autres méthodes immunologiques ;

- une grande sens¢b111té
- une dlmlnutlon du coit du matériel,
~ une consommation faible d'antigéne et de sérum,

- une réallSathn Smele 4 partir de prélévements
sanguins faits sur confetti,’ :

f; enfin, la possibiiité d*étfgrréalisée en grande série;

~ II. PRINCIPE DB L'BLIS AAS
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‘L'ELISA est une méthode immunoenzymatique qui a &été
décrite pour -la premlére f01§fﬁngVall et Perlman en 1972 (1). Le

‘,prlnc1pe est original : -

L'antigéne (Ag) est fixé (adsorbé) spontanément sur les

parois des tubes de polystiréne, Aprés lavage pour &liminer 1'excés

d'Ag rnon adsorbé, on ajoute le sérum du syjet.contenant des AC spéci--

fiques coﬁtre‘l 'Ag bilharzien, Ces AC se fixent sar 1'Ag adsorbé

sur les parois des tubes, Un deuxiéme laVage éllmlne lt'excés d'Ac

non. flxés; Dans un troisiéme temps, on ajoute un conjugué d'immunogile~
bulines aatl—humalnes de mouton, marquées & la peroxydase. Ces

1mmunoglobu11nes de mouaton vont se fixer sur les Ac humalns donc sur

le qomplexe Ag-Ac adsorbé. Un troisiéme lavage permet l'éllmlnatlon

des immunoglobulines non fixées,
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La mise eﬁ'évideﬁce de la fixation du conjugué sur le complexe Ag-Ac
se fait par une réactionlenzymatique.colorimétrique. On utilise 1’eéu
oxygénée comme substrat et llorthodianisidine comme donneur dthydrogé=-
ne., L'activité peroiydééiéué'eéé'révélée p;r”la réaction cyto-chimique
de Graham et Karnowsky (2)., La peroxydase agit sur l'eau Oxygénée en
libérant ltoxygéne qui active l'orthodianisidine, Le composé oxydé

se colore en brun jaune. Lt'intensité de la coloration est proportion-
nelle & 1a quantltlé de perOXJdase fixée, donc a la quantitié d'Ac

flxa; Un aerum de sujet non b;lhaeren ne donne aucune coloration,

I1I, MISE AU POINT DE LA TECHNICGUE :
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Au cours de nos expérimentations, nous avons étudié
dlfférentes technlques d'adsorption de 1l'Ag sur les pavois de polys-
titténe, afin de pouvoir utiliser la plus faible dilation antigénique,

tout en obtenant une coloratlon franche.

D'autre:part nous avons recherché la dilotion optimale
Ag/Ac donnant le meilleur contraste entre positif (+) et néfatif (-),
Enfin nous avons essayé de réduire les différents temps de contactt

lors de la réaction,

1. Adsorption de i'ag :

v T do o 1083 Py PO PO PRt S M Pt s B

Nous. avons fait varler an grand ;nombre de paramétres :
tampon de dilution, temps de contact, température, présence ou non
de'glutaral déhyde et types de plaqgues., Les différentes comblnalsons

sont résumées dans le tableau I,

Tableau I,

"Tampon PRS- Azmd " Tampon carbon te
Glusaraldéhyde (+) : ‘ Glutaraldéhydg (+) : PO 6

259vune nait . 25° une nuit

25¢ 3h - ' . - ‘ . 95° 3h

37¢ uane nuit o . - 379 une nuadt

37¢ 3h . L 37¢ 3h. -

56° 2h ST | " 569 oh :

56°¢ 1h + agltatlbn ‘ ' ‘ 56° 1h 4+ agitation
Glutaraldéhyde (=) e - Glutaraldéhydel( ) gita

25¢ une nuit t ’ 25° gne nuit

'25¢ 3h S © .25¢ 3h :

37° une nuait 372 une nait

87° 3h : ‘ 37¢ 3h

56° 2h 56° 2h
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T "1.1. Utilisation de la ‘plutaraldehyde s
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Nous avons. utllisé deux technlques de flxatlon en présence
N ot .
de’ glutaraldéhyde :

- 301t en utllisant des. plaques traitées.d la glutaraldé-
'hyde 1 % en eau dlStlllée juste avant usage, pendant 1h & 4°, puis
bien levées avant la fixation de 1'Ag,

- 80it en ggso;iaht la glutaraldéhyde.1.% a la solution

éntigénique; ’

L'utlllsntlon ‘de 1la glutaraldéhyde entralne une flxation
* non spécifigaé des Ac et de l'immunoglobullne marquée sur les paroils
de polystlréne. Ce qui falt que la colcratlon est treés 1ntense méme -
avec ded sérums négatlfs (VOlP CCUPbe A) Noas avonslabandqnné cette
mé& thode de.flxat;on. o -

1.2, Temps d’adsofptidn :
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En falSant varler les temps de COntact de la so;atlon
d'Ag avec les parois de polyutlrene, nous nous sommes rendu compte

gque la durée optimale &tait de une nuit (12 heurea) (voir courbe B).

1.3. Variaticn des tampons de dilutions

Nous avons utilisé deux tampons classiques : le PBES + Azid
- de Na voir formule dans les réactifs) et le tampon caronate“bH;Q,G
(voir réactifs), ' ‘ '

.. Baumeilleur adsorption est obtenue avec le tampon carbonate (v.courbef)

H

1.4, Variation de la température d'adsorption :
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Nous avons falt varler la température au cours de l'adsorpg-
tion.antigenlque, de 25° a 56O en passant par 37¢, Comme l'illustre
la;_anurbe\B clest & 37° que l'adsorptlon se falt le mleux.‘Nous
| bquuons ensuite la réactlon en stockant les plaques adSorbées é +4°,

Le temps de conserVqtlon est d‘env1ron 10 ours,. : -
3

1.5. Types de_plaques. utilisées :

Afin de limiter les gquantités de tampoﬁ;_dé sérum et d'Ag
ut;;iséeg nous avons préféré travailler sur des; plagues de microti-
tration en‘polystiréﬁe Plu@@t que §urfdes.tube$;3Nous avons - testé
plusieurstplaques : les plaques en V n'ont pas une contenance suffi~
sante, les plaques & fond plat donnentide moins bons résultats que

les plaques a fond en U,
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Finalement nous avons opté pour les plaques, "Microtiter" M 24A a
fond en U, S ' '

' " . . = Nous avons retenu comme meilleur combinaison ;
une fixation de 1l'Ag en tampon carbonate & 37® une nuit, sur des

plaques "Microtiter" en polystiréne a fond en U,

2, Dilution optimale Ag[éc :

Pour chaque réaction Ag/Ac, ilexiste une dilu tion donnant
une réaction optimale,

Nous avons testé des dilutions?groissantes d'asg (10,9,8,7,
6,5,4,3,2 micro~grammes d'Ag lyphilisé/ml) vis a vis de dilutions
croissantes de sérum : de i/5éme a 1/10240éme en progression géomé-
trique de raison 2. Nous avons obtend une coarbe simasoidale (voir
" courbe D1) avec une chute‘brutale des densités optiques ‘pour des

dilutions comprises entre 1/80éme et 1/1280éme. Clest dans cette
zone que nous avons ensuité cherché la dilution optimale Ag/Ac en
réalisant des dilutions sérigues de 1/125, 1/200, 1/250, 1/300, 1/400,
1/500, 1/600, 1/600, 1/1000 et i/2000. Les résultats sont illustrés
‘par la courbe D2. ' ’ |

Nous avons fihaleflent retenu une dilution antigénique de
5 micpo—grammes"d‘Ag/ml pour une dilutioh.sérique de 1/125. A la
dildtion classique 5 micro-grammes d'Ag pour une dildtion sérigue de
1/ 500, nous obtenons un certain nombre de sérums faiblement tiffés,
faussement négatifs, Aussi avons nous préféré accrolitre la sensibilité
de la réaction au détriment éventuel de la spécificité, en dimiduant

la dilution sérique,

3. Temps:de_contact sérum/antigéne :

Dans le but de racourcir la durée de'la manipulation, nous
avons essayé¢ de réduire le temps de contact Ag/Ac qui est classique-

ment de 3 heures a la températufe du'laboratqire.

Les combinaisons durée—température ont été les suivantes ¢
3 heures a 259, 2 heures & 25°, 2 heures a 37°, 1 heure & 37° avec

agitation (courbe E),

Le meilleur 'résultat est obtenu pour un contact Ag/Ac de

3 heures & la témpérature du laboratoire,
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‘de la méthode sont multiples :
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Les températures supérleures semblent 1nh1ber la réactlon et l.agita;

tion somble décrocher les molécules adsorbées sur les par01s de

polys@*p?p@.:

4, Dllutlon optlmale du conjugué :
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. Dans le but dtabaisser le coqt de la réaction, nous avons

testé des dilutions croissantes de cénjugaé j;/ﬁdo, i/100C, 1/1i500,
1/2000, 1/2500 et .1/5000). De bons résultats, méme pour des sérums

faiblement titrés sont obtenus pour des dilution au 1/2000éme,

{
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Habltuellement le temps de contact est de 3 heures a 25°,
Nous .avons essayé de racodrcir la durée de contact (courbe B), Notre
expérimentation confirme la supériorité de la durée classique.,

(3 heures a 25%);

6. Clnétlgue de la COlOTathﬂ :

La rééction*de“colofatién'étaﬁf ane réaction enzymatique,
il était important de savoir & quél moment la cinétique de la réactiam
atteignait son maximum, Nous avons én#égisﬁfé les DO toutes les
10 minutes au codrs de la réaction de révélation, L'intensité de la
cbloration pasge par un maximum éntre 50 et 60 minutes, puis décroit
(courbe G)., Nous devons donc, stopper la réaction & son maximum

d'integsité. (60') par 25 micro-litre d'Hcl 5N dans éhaque puits,

IV. BUPLOI DBES CONFEITI :

.Ltun des 1ntéreﬁs de 1*BLISA est sa faible conaommaﬁion
en sérum, Dans le but de pouv01r appllqaer cette technlque A un
deplstage de Masse,“nous avons essayé de Péallser des dllULlOnS

sériques a partlr an éluats de sang séché sur confettl. Les aVantages

'

/

. Les. prélévements sériques se trouvent Slmpllfles : ils se

" résument. & une, simple piqlre au bout du d01gt ‘su1V1e de l'imprégna-

tion.sur les deux faces d¢'un papier fll;rg, avec la goutte de sang

obtenue,




La conserVatlon des échantlllons est excellente a la température
amblante et a 1tabri de l'humidlté.rD'autre part la plqure d'un doigt
est mieux acceptée par les populations que la prise de sang par
ponction veineuse, Enfin les confettis sont d'une manipulation plus

aisée que les tubes capillaires héparinés,

Le seul probléme que pose leur emp101 est la reproductibi-
llté des résultats et la bonne correlatlon confetti~sérum aux
dllutlona utilisées Nous avons enVLSagé ces deux aspects du probléme
en étudlant succe351vement la quantité de sérum absorbée par confetti
le temps d'élution maximale la reproductibilité des résultats d'un

confetti & l'autre, et enfin la corrélation confetti~séram,

[

1. Quantité de sérum absorbé par confetti.
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Nous avons choisi une simple perfPoreuse de bureau donnant
'dés'confettiJ réguliers de 6 mm de diamétre. Une‘méthode»de pbesée
~ portant sur B0 confetti nous a permis d'évaluer la quantité de séram
obsorbé sur chaque confetti : 4,5 microlitres, Bn fait ce chiffre est
cer tainement surévalué, car l'imprégnation sanguine est moins parfaite
dans les conditions dﬂémbloi sur le terrain, Si bien que nous avons
retenu le chiffre de 4 microlitre comme la qdéntitéimoyenne'absorbée
- par confetti, La.dilution a employer étant de 1/125 éme il suffit

Q'éluér chaque confetti dans 0,5 ml de tampon,

‘2, Temps dtélution max1male.

Nous avons tent 1'6lution pour maximale quandé le confetti
était entiérement décoloré et la réaction reproductible., Nous proposas
lt'¢lotion suivante : 1 nuit & 4°,

'3: Reproductlbllité des résultats
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, Le but de la manlpulatlon étalt de démontrer l'homogénéité
de l'absorbtion sanguine par le paplerlfllxre. Nous avons réalisé
3 confetti successifs chez des §njéts_bilnarziéns confirmés et chez
des sujets ualnS. Ces 3 coﬁfetti cnf été testés le méme jour sur une
plaque agln d éllmlner Loute autre varlatlon (Adsorption antigénique,
manlpulatlon, dlfference entre iots’ d‘Ag o4 de tampon, différence

de manlpulateur etc...); Les résultats sont donnés dans le tablauu I.
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La comparaison des moyennes des 3 serles de confett1 a eté falte par
l'intermédigire d'une analyse de 1la Varlance qul ne montre ‘pas de

différence significative entre les 3 serles de mesures :

2

F2 =0,02 . N.8. (F2 5% = 3,25)

42

:4. Btude de la corrélatlon confetti-plama
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. Nous avons.réallsé cette étude en comparant sur la méme
plaque, des prélé%éments sanguins faits le méme jour & la fois sur
pube capillaire hépariné et sur confetti, chez des malgades séhistoso-
miens et des sujets sains. La dilution ut;l;sée étalt dans les deux
cas de 1/125. Les phamas et confetti ont &té traités a distance du
prélévewent dans les memes conditions qu'une enquete épldémlologlque
"sar le terrain avec traltembnt des échantillons lors du retour au
‘laboratoire central, o '

Les résultats sont donnés dans le tableau Iia

La comparaison’ des 2 séries de mesures a été falte au moyen
d‘un teet t de Student Fﬁ%her,_(sérles apggrlées) qui ne montre pas
de dlfférence significative entre les 2 séries.

= 2)

34 dd1,5 %.

1:34 ddi ==‘40,3 N’.Siz(t

CONCLUSION :
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Nous avons finalement retenu le mode opératoire suivant :

»

2, Mode opératoire

72.1. Fixation de l'Antlgéne :
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Nous utlllsons un Ag total de schlstosome adulte, Nous
réallsons une solutlor mere.de 3 mg/ml en . tampon carbonate, Fractlonnée

s

en tubes de 100 mlcrolltres et conservée ~au congelateur

Les dllutlons d'ag sont réallsées~a\partlrpde,aettegsolu—
tionumére : zd micro-litres de solution mére suffisent pour: une plaque.
Avec'z mg nous pouvons sensibiLisef 25 plaques, ce!qui‘permet de tester
environ 2450 sérums, On dépose 200 micro~litres de la dilution antigé-

nique en. tampon carbonate (5 micro g/ml) dans chaque puits,




Il faut 1 puits pour le blanc des réactifs
i puits pour le témbin négatif '
L puits pour le témoin positif

1 puits par sérum a tester,

Nods recouvrons la plaque d'un couvercle et la disposons
dans une boite de Pétri avec un peu d'eau au fond, afin d'éviter
toute évaporation de la solution antigénique. Nous laissons la plague
“une nuit & 37, Les plaques peuvent &tre ensuite stockées au frigidaire

au moins ig j.

2 2, Lavages
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L'excés d'Ag non adsorbé est éliminé par 3 lavages succes-
sifs en tampon PBS tween (e tween servant idi d'agent mouillant),
Nous distribuons dans chaque puits 250 micro~litres de tampon & l'aide
d'une seringue de Cornwall et laissons en contact une & deux minutes
entre chaque laﬁége. Il suffit ensuite de vider la plaque par retour—
nement brusque,

2.3. Incubation des sérums :

Nous préparons les dilutions sériques en plongéant chaque
confetti dans des tubes 2 essais numérotés contenant 0,5 ml de tampon
PBS tween, L'élution s'acédmpiit au cours d'ane nuit, Nous répartissas
ensuite 200 micro-litres de sérum dans chaque puits Dans le puits da
blanc des réactifé, nous mettons du taﬁpon & la place du sémum,

Nous laissons incaber 3h & la températare da laboratoire,

2.4, Lavages

Nous lavons chaque gplaque comméAprécédemment.

{

2.5, Incubatlon du. conjugué

Nous préparons la dilution du conjugué au 1/2000 éne, donc
10 micro-litres dans 20 ml de tampon PBS tween pour une plague. Avec
1 ml de conjugué noas pouvons ainsi réaliser 160 plaques et tester
environ 9 300 sérums, Nous répartissons 200 micro-litres de conjugué

par puits et laissons incuber -3h 4 la température du laboratoire,

2.6,  Lavages

o . e . e

Nous procédoris comme précédemment,
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Nous déposons dans chaque puits 200 mlcro-lltres de réve-
lateur préparé extemporannément nous lalssons en contact 1h exacte~
ment puis stoppons la réaction enzymathue avec de 1'HCL 5N

25 micro-litres par pults.

2,8, Lecture : ’ -

La lecture se fait aa spectrophotométre. Nous réglons
fl'appareil sur 405 nm, faisons le zéro opthue avec le blanc des

réactifs et lisons chaque sérum astomatiquement,

"' Lesr'ésultats sont exprimés en densité optique (DC).
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1. Matériel wtilisé :
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1.1. Les véactifs

Tampon carbonate Ph 9,6

_———.—._-.--_———-..-.——-_..__— .

- Canbonate,dé Na (sel CPlStallLSé 10 K 0) ‘ 1,59 g

Bicarbonate de Na (0,035 M) o 2,93 g
Azid de Na S .- 0,28
- Baua distillée ‘ . 1000 ml

(conservation 159 & 4@1

Tampon rBS twaen
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Chlorure de Na | - 40 g

Phosphate disodique cristallisé 12 HO 5,35 g

Phesphate monosodique cristallisé 2 H20 1,53 g
~Tween 20 4 . - ‘2}5 ml

Bau distillée .. - 5000 ml

(concervation 1 semaine & la température ambiante)
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VC{)njugué AR IR . - : I

Conjugué antl—lmmunoglobuLlne humalne de mouton, marqué

>

a la peroxydase (Instltut Pasteur),

Réactif de coloratlon
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Tampon phosphate Ph 6 ‘ 4
(Phosphate monopot3031que' . 13,6 g
Bau d;stlllée) ‘ o , .100 ml

Y

Cette solution est & un pH de 4,4, On l'améne & un pH 6 en
ajoutant environ 36,5 ml de la solution suivante :
VFhosphate bipotassique | 8,7 g
Bau distillée \ ) . B0 ml.
(conservation 15 4§ a 40)' ’
Av moment de l'emploi, mélanger:
0,3 ml de tahpon phosphate pH 6
0,3 ml d'eau oxygénée & 4 VOluMe'préparée extemporannément
30 mf dleau dlstl;lée

0O, 25 ml d'ane solution d’Orthod1an131d1ne
OrthadlanLSLdlne (sigma) 5 mg
Méthanal / 0,6 ml

(le révélatear ne se conserve pas)i

1.2. Le matériel :
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~ plagues de microtitration COOK MICROTITER U M 24 A
- serlnge Hamilton de 20 micro lltres

~ pipette type Bppendorf de 200 micro lltres

- spectrophotometre

~ seringe de COPnWall 1 ml

.o




. Tableau I : Reproductibilité des confetti
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1e serie

2¢ serie

! 1 ! ! i { i
750 407! 70} 5211071105, 74 78101,

Je serie

1=7°7
Ay By
TN
} 64, 80,107
1
1 92y 75y
b go!

!

[ i 1 1
885107 68, 45;107: 89, 77, 78,
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Tableau II

: Corrélation serum/confetti
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°
1
91l
855'
g5
Rt et
151 16l 171
1 N 1
68, 24, 10,
! ! !
42, 34, 13,
32, 53, 34,
i 1 ‘
31, 20, 28,
NN
!

FR s S S {
!N seram . 1 . 2 1
1

g séram | 88, 98,
1 1

' confetti! g5’ 84!
! 1 1 !
: N° serhmsf 18{ 19?
! ! ! !
: serum : 51, 83!
] i ?

: confetti | 44; &0,
:N° serums 3 35? 36?
! ! 95! 7!
y serum ; !10 1
! L. ! ! }
N confetti ' 80!104!




Courise A _ Adsorbtion de 1'Ag avec glutaraidehyde.

po
1004
- X
60 X ‘ x 37°3h P + 37°3h
S
\ A A 25°3h A e b 25° 3D
S;rum(+) . S;pum(*)
80
40—
20+
o T 1 T T ' / T i
1125 4/250 11500 4/1000 : 1/2 000
/1 / / / ' pitutions *
conclusion .. La glutaraldehyde entraine une fixalion non specifique
des Ac et de Ig marquee, i
Courbe B _ Varigtion de la lemperature et du temps
sur {‘adserbtion de I‘Ag.
0o ‘NJ()-A
80— ,' ‘ . X e X 870 L purt
. A @ 25° I nuit
o O 25° 3h
60—
: A . ____A 37° 3h
40
-] A X .
\ \
20- Ny X :
-l N \ b X__ .
0 Pl P-4 P-4 e
1fa2s 1f2s0 1/s00 , 1j1000, _ f 1/2000

Dilutions




Courbe C. Adsorttion de [‘Ag dans differents tampons /j

@ {-
po |
X Ao A Tampon carbonate Ph9,6:
D A Tampon PBS Azide Ph 7,2
60~
40+

20+
— A
0 ¥ T Y ‘ : . T : - . : . '  - el
1125 4feso 1[s00 1fr1000 : 4{2000
Conclusion. ' S : Dilutions
C‘est en tampon <carbonate que la . coatation est {a meilleure.
Courbe D _ Di!q?ions optimales Ag/Ac "
Do 4 S
504 4 ——n e 6 microg/ml
. A 5 microg/ml
.Y A 4 microg/mi
40- * ‘ O ————0 3 microg/ml
30—
20
\-—;‘— ———
10 ~ — —_— === oA
C T~ L « J U U VU o
. A
0 Ju— — — z e
1j125 1[250 1|500 1j1oo0 - . 42000

_Concluston '
La meilleure dilution antigenique a -utiliser clest 5 microg/mi.
1



Courbe D 4 - Cour‘bc‘ des
dilutions seriques

400 4

, 85
+

80 4 8 TS

« 81

60 ~

40 +

Y T T L Cd
1/1280 - a[5120

7

s 1;20 ‘ 1/80 l: 1}320

csnclusion - ¢ -est pour des dilutions de 4/80 a 1/1280 que la variation des Do est la plus- importante,
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Courbe E _ Etude des différents temps de contact AgfAc ~ Ac/lIg®

4

DO 18— AContact Ac/Ag - Ac/Ig°® 3h 25°
h d ®Contact Ac/ApB - A¢/Ig® 2h 25°
A N A Contact Ac/Ag - Ac/Ig® 3a 37°
80— . . .
o) -0 Contact Ac/Ag ~"Ac/Ig® 2h 37°
60 - <
40
o
x J
20~ -
g\\ﬁ\-h_An AO N : QO . e
1/65 1/125 [2sc 1/s00 - - , 1/1000

-
Conclusion - ‘ .
Boans résultats avec un temps de contact de 3h & 25% résultats nuls & 37°,

Courbe F_ pjlution optimale du conjugué.

' ) Ao & Sérum 30
Do X ‘
500 o . ’ | ‘ ® e ® Sérum 6

x Sérum 23

. . {
1/500 /1000 thsao 4/2000 1/2500 1/5000
!onclu51nn -
La meilleure dilution du conjugué 1I/2000




