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' ELISA EM MICROdETEODE DANS LE DEPISTAGE . 

IMMUNOLOG3cQUE DE LA SCHISTOSOMIASE MANSONIENNE* 

r=wl=r=r=rr 

pésumé 

. , 2 -  1.) 

Une technique d'ELSSA en micro-méthode, utilisant t r è s  peu d'Antigène 

et de6 prélèvements'-sériques sur confdtti, a &té mise au point  et testée en 

dépistage de masse de la bilharziose intestinale B 

La réaction permet de dépister 85 % des sujets parasités, Ïbais aussi 
, 

25 $ de sujets non parasités. Le couple spécificité-sensibilité est insuf- 

fisant pour appliquer cette technique en s&o-6pidQniologieP Mais la méthode 

a une sensibiXit6 suffisante pour pouvoir &tre appliquée en d6pistage de 

masse des sujets parasités, en vue d'une chimiothérapie c w a t i v e b  

, 
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LlIBL'JISA en  micro-methode dans  l e  d e p i s t a g e  immunologique 

de  l a  s c h i s t o s o m i a s e  mansonienne 

---c-----------I-c-----~---- 

/ _ _ I l - ~ o d a ~ l ~ ~ s , k e ~ h ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  / 

,' I 

I. INTRODUCTION : 
-œ---------c 

11 e s t  i n t 6 r e s s a n t  d e  d i s p o s e r  d 'une  t e c h n i q u e  de de- 
p i s t a g e  Pmmunologique des b i l h a r z i o s e s ,  a p p l i c a b l e  en medecine de 

masse e t  donnant  des r é 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  selles a c t u e l l e m e n t  employees,  
I 

Motre c h o i x  s ' e s k  f ixt5 s u r  l a  t e c h n i q u e  d e  l'BLI§A ' 
r,. 

(Enzyme Linked  Immunozsorbent Assay), E l l e  a pour  p r i n c i p a u x  a v a n t a g e s  
s u r  l es  a u t r e s  méthodes  immunologiques ; 1 '  r I 

- une g r a n d e  s e n s i b i l i t é ,  C "  

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

- une consommation f a i b l e  d ' a n t j g 8 n e  e t  de  s$rum* 

- une r b a l i s a r i o n  simple à p a r t i r  de p r e l è v e m e n t s  

- e n f i n ,  l a  p o s s i b i l i t 4  d t d t r e  r t2al is t5e en  g r a n d e  s B F i e .  

s a n g u i n s  f a i t s  sur c o n f e t t i ,  

II. FBXNCIPB DE L*XSLLISA : 
I------------------ 

L'BLISA est  une methode immunoenzymatique q u i  a Bee 
décr i te  pour  l a  premiere f o i g r g n g v a l l  e t  Per lman en  1972 (l)-* Le 
p r i n c i p e  es t  o r i g i n a l  : . 

L 'an t igBne  (Ag)  e s t  f i x e  ( a d s o r b e )  spon tanbmen t  s u r  l e s  
p a r o i s  d e s  t u b e s  de  p o l y s t i r b e .  Apr&S l a v a g e  pour  t5l iminer  l ' exces  
d'Ag non a d s o r b e ,  on a j o u t e  l e  s 6 r u m B d u  s u j e t  c o n t e n a n t  des AC s p E . C i -  

' f i q u e s  c o n t r e  l'Ag b i l h a r z i e n .  Ces Ac se f i x e n t  s u r  l ' A g  a d s o r b 6  

s u r  l e s  parois d e s  t u b e s .  Un deuxi&me l a v a g e  e l i m i n e  l ' excès  d ' A C  

non f i x é s .  Dans un t r o i s i & m e  temps, on a j o u t e  un c o n j u g u e  d ' i m $ U O w  

b u l i n e s  Bat i -humaines  d e  mouton, marquées  à l a  pe roxydase .  C e s  

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

l e  complexe Ag-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  1 ' B l i q i n a t i o n  

d e s  immunoglobul ines  non f i x e e s ,  

I 

. .  
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&a m i s e  en  e v i d e n c e  d e  l a  f i x a t i o n  du con jugu6  sur l e  complexe Ag-Ac 

se f a l t  p a r  une r e a c t i o n  enzymatique.colorim4trique. 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 i d i n e  comme donneur d'hydrog6- 

ne.  L'aetivite p e r o x y d a s i q u e  e s t  r e v 4 1 6 e  p a r  l a  r e a c t i o n  cy t s - ch imique  

de  Graham e$ Karnowsky ( 2 ) .  L a  p e r s x y d a s e  a g i t  sur l ' e a u  oxygenee en  

~ _. 

I 

l i b e r a n t  l ' o x y g h e  q u i  a c t i v e  l ' o r  t h o d i a n i s i d i n e .  L e  cOYnpOs6 6xyd6 

se c o l o r e  en brun j a u n e .  L ' i n t e n s i t 6  de  l a  c o l o r a t i o n  e s t  p r o p o r t i o n -  

n e l l e  & l a  q u a n t i t i 6 ' d e  pe roxydase  f i x & ,  donc a l a  q u a n t i t i 6  d ' A C  

fix&.Un s6rum 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 .  

III, MISE AU POTNT DB LA r ~ c m x p B  : 
------c---c--------*------ -- 

Au c o u r s  de nos e x p e r i m e n t a t i o n s ,  n o u s  avons  & t u d i 6  

d i f f B 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 s u r  l e s  p ' a ro i s  d e  po lys-  

th the ,  d i n  de  p o u v o i r  u t i l i s e r  Pa plus f a i b l e  d i l u t i o n  a n t i g b n i q u e ,  

t o u t  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 e c h e r c h e  l a  d i l u t i o n  o p t i m a l e  

Ag/Ac donnant  le, 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  nef  a t i f  ( - ) ,  

E n f i n  aous avons  e s s a y e  d e  r $ d u i r e  l e s  d i f f e r e n t s  temps de  c o n t a c e t  
l o r s  d e  l a  r e a c t i o n ,  

1. Adsorp t ion  de  l 'Ag : 
---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 e t r e s  : 

tampon d'e d i l u t i o n ,  temps de  c o n t a c t ,  t e m p 6 r a t u r e ,  p r e s e n c e  ou  non 

de  g l u t a r a l  d6hyde e t  t y p e s  d e  p l a q u e s .  L e s  d i T f 6 r e n t e s  combina i sons  
s o n t  resumees  dans  l e  t a b l e a u  H. 

T a b l e a u  9. 

Tampon PBScAzid 

25" une n u i t  
25@ 3h 
3'7" une n u i t  
37** 3h 
5 6 O  2h 
5 6 O  1h .c a g i t a t i o n  

2 5 O  une n u i t  
25O 3h 
37O une nuit 
8 2 O  3h 
5 S 0  2h 

Gluhar a l d e h y d e  ( + 

G l u t a r a l d 6 h y d e  (-1 ' 

Tampon c a r b o n a t e  pH9,6 

2!je une n u i t  
25" 3h 
3 7 O  unesne r i t  
3 7 O  3h 
5'6 0 2h 
5 6 @  Ah + a g i t a t i o n  

2 5 8  une n u i t  
2 5 O  3h 
37c9 une n u i t  
37s 3h 
5 6 O  2h 

G,utara-déhyde ( + )  

Glu ta r  a ldehy  d e  (-) 
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I 
1.1. U t i l i s a t i o n  de l a  g l o t a r a l d 4 h x d e  

c---------cecI"-~----~"~~---- .IC 

- i , .  

Nous avons  u t i l l s 6 ' d e u x  t e c h n i q u e s  de  f i x a t i o n  en prehence 
d e  g l u t a r a l d e h y d e  : , 

- ! s o i t  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  9 l a  g l u t a r a l d e -  

hyde 1 % en ' e a u  d i s t i l l k e  j u s t e  a v a n t  usage, p e n d a n t  Ah 21 4 O ,  p u i s  
b i e n  l a v i e e s  a v a n t  l a  f i x a t i o n  de  L ' A g ,  

- s o i t  en a s s o c i a n t  P a  g l u t a r a l d e h y d e  1 % a l a  so lu t ' i on  _.. . . 
a n t i g 6 n i q u e .  

n 
.i? L ' u t i l i s a t i o n  de  l a  g l u t a r a l d e h y d e  ' e n t r a i n e  une f i x a t i o n  '9 

non s p e c i f i q u e  d e s  Ac e t  d e  l * Q " n o g l o b u l i n e  marquee sur les p a r o i s  

de p o l y s t i r h e .  C e  q u i  f a i t '  que l a  c b l o r a t i o n  est  tris iakense"même 

avec  d e s  sBsums n e g a t i f s  ( y b i r  c o u r b e  A ) ,  Nous' avons  abandmm6 c e t t e  
methode d e  f i x a t i o n ,  

i Temps:  d ' a d s o r p t i o n  : 1.2. -y- -------------ce 

En f a i s a n t  v a r i e r  l e s  temps de  c o n t a c t  de  l a  s o l u t i o n  

d'Ag avec l es  p a r o i s  d e  p o l y s t i r G n e ,  n o u s  noys  sommes r e n d u  compte 
que l a  d u r e e  o p t i m a l e  e t a i t  d e . u n e  n u i t  (12 heures ) .  ( v o i r  c o u r b e  B ) .  . 

PJous avons  utilise deux tampons c l a s s i q u e s  : l e  FBS + A z i d  

de  N a  fio%r f o r m u l e  d a n s  l e s  r b a c t i f s )  e t  l e  tampon c a r o n a t e  pH 9,6  

( v o i r  r 6 a c t i f s ) .  

I 
i 

i E a 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 t e  (V,Coul'&&) 

I 1.4, I_af_i,a$"on d ~ _ t a , t ~ ~ e ~ f ~ ~ ~ ~ e _ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  : 

1 Mous avons  f a i t  v a r i e r  l a  t e m p 6 r a t u r e  au c o u r s  d e  l ' a d s o r p -  

t i o n  a n t i g é n i q u e ,  de  2 5 O  A 5 6 O  en p a s s a n t  p a r  37q. Comme l ' i l l u s t r e  

U - - e b e  B, c ' e s t  A 37O que l ' a d s o r p t i o n  se f a i t  l e  miecx, Nous 
b loquons  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  p l a q u e s  a d s o r b e e s  a +a0, 
L e  :t'e&ps de c o n s e r v a t i o n  e s t  d ' e n v i r o n  i0 jours,  

, 
~ 

I '  

I 

l Afin  de  l i m i t e r  l e s  q u a n t i t b s  de  tampon, de  serum e t  d'Ag 

, u t i l i s e e s  n o u s  avons  p re f6Tk  t r a v a i l l e r  s u r  d e s  p l a q u e s  d e  m i c r o t i -  
+q t r a t b n  en  p o l y s t i r G n e  p lu t6 'C  que s u r  des t u b e s .  NQUS avons  t e s t 6  

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  p a s  une c o n t e n a n c e  s u f f i -  
J- s a n t e ,  l e s  p l a q u e s  i3 f o n d  p l a t  d o n n e n t i d e  moins bons r e s u l t a t s  que  

l e s  pLaques a f o n d  en U. 
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Finalement n i u s  *avbns.  o p $ 4  pow? L e s  p l a q u e s ,  ' lNLicroti te,r l t  M 24A 6 .  

'Pond, en U. 

' 

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

* '-L 

a,ne,;f+xat;iion de l ' A g  e n  tampQn c a r b o n a t e  A 37" une n u i t y "  s u r  d e s .  

p laques , .  *Wi .c ro t i t e r r l  en p o l y s ' t i r 4 n e  B f o n d  en U, 
. .  

' 

a. . gg ,u , t i zn  w g ~ ~ ~ : - ~ g ~ ~ ~  : 

Paur chaque  r e a c t i o n  Ag/@, i l e x i s t e  une d i l u t t i o n  donnan t  

Mo,us avons  t e s t é  'des d i l u t i o n s  / c r o i s s a n t e s  d'Ag (60,9,8,7, 

une r e a c t i o n  o p t i m a l e ,  

6 , 5 , 4 , 3 , 2  micro-grammes d'Ag l y p h i l i s e / m l )  v i s  à v i s  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  l/SE?me & 1/10340&me en p r o g r e s s i o n  g 6 c " -  

fb6 

t r i q u e  de  raison 2. Nous avdns o b t e n u  une c o u r b e  s i m u s o 9 d a l e  ( v o i r  
c o u r b e  DA) 'avec une c h u t e  b r u t a l e  d e s  d e n s i t e s  o p t i q u e s  pour  d e s  

l 

d i l u t i o n s  c o m p r i s e s  e n t r e  f / 8 0 B m e  e t  1/12808me.. C 'es t  dans c e t t e  I 
z one  q u e  nous avons  e n s u i t e  c h e r c h e  l a  d i l u t i o n  o p t i m a l e  A g / &  en i 
r B a l i s a n t  d e s  d i l u t i o n s  s e r i q u e s  d e  1/125, 1/200y 1/250, R/300, 1 / 4 0 0 ,  1 

1 460 
1/500, 2/6QOy 1/80Q, 1/1008 e t  j,/2000. L e s  r e s u l t a t s  s o n t  i l k u s t r é s  
@$ar l a  c o u r b e  D2. 

Bous .avons E@@&d,ement r e t e n u  unse d i l u t i o n  a n t i g e n i q u e  d e  
1 

5 micro-grammees d'Ag/ml pour  une d i l u t i o n  s e r i q u e  de  1/125. A l a  

d i l u t i o n  c l a s s i q u e  5 micro-grammes .d'Ag pour  une d i l u t i o n  s é r i q u e  de  

1 / 5 0 0 ,  n o u s  o b t e n o n s  un c-ertain nombre d e  s e r u m s  f a i b l e m e n t  t i t r e s ,  
f a u s s e m e n t  n e g a t i f s .  Aussi avons  nous  p r é € & r 6  a c c r o P t r e  la s e n s i b i l i t e  

d e  l a  r e á c t i o n  a u  d e t r i m e n t  e v e n t u e l  de  la s p e c i f i c i t 6 ,  en d iminuan t  

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

..I. 

. .  

3. Temps de  contact s6rumLantigGne : ,  ' 
-----------.--..I--- -------... 

' Dans l e  b u t  d e  r z c o u r c i r  l a  d u r e s  d e  l a  m a n i p u l a t i o n ,  nous  1 

a v o n s  essay4  de r e d u i r e  l e  eeemps de contact &/Ac q u i  e s t  c l a s s k p e -  
ment de  3 h e u r e s  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 .  

Les combina i sons  d u r 6 e - t e m R B r a t u r e  o n t  et6 l e s  s u i v a n t e s  : 

Le m e i l l e u r  resul.tz.1; e s t  o b t e n u  pour  un c o n t a c t  Ag/& d e  ?- 

' 3 h e u r e s  à l a  t e m p e r z t u r e  d u  E a b o r a t o i r e .  
-I 



U 

r 

Les  t e m p e r a t u r e s  . -  s u p 6 r i e u r - e s  . _  ,,se,mbJ.ent i n h i b e r  :La r g a c t l o n  e t  l ' a g i t a -  

t i o n  s e m b l e  d,Bc.rocher l e s  mol.6cules a d s o r b e e s  sur. l e s  p a r o i s  de 

p o l y  s t ir  &ne;.'. ' - '1: ~: . .  

. .  . .  ... ,. . ,  . .' :. - . . .  

4. , D i l , u ~ l _ o ~ - , o p , t ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  : 

Dans le 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 ,  nous  avons  

t e s t 6  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  ( 2 / 5 0 0 ,  1/1000, 1/1500, 

1/2000, '1/2500 e t  1/5000). D e  bons r e s u l t a t s ,  mgme pour  d e s  B6rums 
f a i b l e m e n t  t i t r e s  s o n t  o b t e n u s  pour des d i l u t i o n  a u  1/2008&me 

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

5. Temps d e  c o n t a c t  conJugu6LComplexe a n t i g b e - a n t i c a r p s  
----c...-------------- ---- -----1----1----1----_____c 

H a b i t u e l l e m e n t  l e  temps de  c o n t a c t  e s t  d e  3 heures B 2 5 0 .  

Nous avons  essaye de raco'urcir l a  du r6e  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  confirme-,  l a  s u p é r i o r i t e  de  l a  d u r e e  c l a s s i q u e .  

( 3  h e u r e s  a 2 5 O ) .  

I *  

\ 

6. C i n b t i g u e  de l a  c o l o r a t i o n  : 
----I- ------------------- 

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 a 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 b i r  a q u e l  moment l a  c i n e t i q u e  de  l a  r 6 a c t i m  

a t t e i g n a i k  son  maximum. NOUS avons  erzregistre l e s  DO t o u t e s  l e s  

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

c o l o r a t i o n  p a s s e  pa r  un m a x i m u m  e n t r e ' 5 0  e t  60 m i n u t e s ,  puis d e c r o i t  

{ c o u r b e  6 ) .  Nous devons  donc s t sy?per  l a  r e a c t i o n  B 'son maximum 

' d ' i n t e n s i t é .  (60') p a r  25 .mi@rs-litre d ' H c 1  5N d a n s  * c h a q u e  p u i t s .  
I 

IV, EMPLOI DBS COIVFBTI'I - : 

L'un d e s  i n t e r g t t s  de  l*EBLISA e s t  s a  f a i b l e  consommation 

en  s6rum. Dans l e  b u t  de  p o w o i r . a p p 1 i q u e r  c e t t e  t e c h n i q u e  21 un 

d e p i s t a g e  d e  masse,  n o u s  avons  e s s a y e  d e  r ea l i s e r  d e s  d i l u e i o n s  
s e r i q u e s  & p a r t i r  d ' 6 l u a t s  de s a n g  s&ché s u r  c o n f e t t i .  L e s  a v a n t a g e s  

d e  l a  methode sont m u l t i p l e s  : 

L e s  p r e l & v e m e n t s  s e r i q u e s  se  t r o u v e n t  s i m p l i f i e s  : i l s  se  
re shmen t  à une simple p i q û r e  au bou t  d u  d o i g t ,  s u i v i e  d e  l ' impregna -  
t i o n  s u r  l e s  deux f a c e s  d'un p a p i e r  f i l t r a ,  avec l a  g o u t t e  d e  s a n g  

o b  tenue .  



L a  c o n s e r v a t i o n  d e s  6 c h a n t d l l o n s  e s t  exceLknte Zi l a  t e m p 6 r a m r e  

ambian te  et B l ' a b r i  de  l ' h u m i d i t 6 ,  D ' a u t r e  p a r t  la p i q û r e  d'un d o i g t  

e s t  mieux  a c c e p t e 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  s a n g  par 

p o n c t i o n  v e i n e u s e .  B n f i n  les c o n f e t t , i s  s o n t  d ' une  manipulation p l u s  

a i sée  que l e s  t u b e s  c a p i l l a j r e s  h e p a r i n e s ,  
I 

3. R e p r o d u c t i b i l l t e  d e s  r 4 s u l t a t s  : 
------------I--L-------------- 

L e  b u t  d e  l a  m a n i p u l a t i o n  e t a i t  de d6moa t re r  E'homog6neit6 
d e  l ' a b s s r b t i o n  s a n g u i n e  p a r  l e  p a p i e r  f i l t r e .  N o u s  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 

des s u j e t s  sains. C e s  3 c o n f e t t i  o n t  6t4 t e s t e s  l e  m ê m e  j o u r  s u r  une 

p l a q u e  a f i n .  d 'Blinniner t o u t e  a u t r e  v a r i a t i o n  ( A d s o r p t i o n  a n t i g b i q u e ,  

m a n i p u l a t i o n ,  d i f f e r e n c e  e n t r e  l o t s  d'Ag ou d e  tampon, d i f f e r e n c e  

d e  m a n i p u l a t e u r  etc...). L e s  r e s u l t a t s  s o n t  donnes  d a n s  l e  t a b l e a u  I. . 
*, 

L e  seul 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 s d u c t i b i -  

l i t é  d e s  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  c o n f e t t i - s e r u m  aux 
d i l u t i o n s  u t i l i s e e s .  N o u s  avons  e n v i s a g e  ces deux a s p e c t s  d u  problBme 

en & t u d i a n t  s u c c e s s i v e m e n t  l a  quantitO de s&um absorbi te  par c o n f e t t i  

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

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

1. Q u a n t i t e  de serum a b s o r b e  p a r  c o n f e t t i ,  
, . .  

--------------------___________c______ 

Nous avons  c h o i s i  une s i m p l e  p e r E o r e u s e  d e  bu reau  donnhnt  
d e s  c o n f e t t i 2  r e g l r l i e r s  d e  6 mm d e  d i a m e t r e .  Une méthode d e  pes4e  

p o r t a n t  sur 5 0  c o n f e t t i  noces a p e r m i s  d ' e v a l u e r  l a  q u a n t i t 4  d e  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 .  En f a i t  ce c h i f f r e  es t  
c e r t a i n e m e n t  s u r e v a l u 6 ,  c a r  l * i m p r e 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  

dana l e s  c o n d i t i o n s  d ' emplo i  sur kq t e r r a i n .  S i  b i e n  q u e  nous  avons 

r e t e n u  l e  c h i f f r e  d e  4 m i c r o l i t r e  comme l a  q u a n t i t e  moyenne absorbele 

par c o n f e t k i ,  La d i l u t i o n  employer e t a n t  d e  1/225 ème il s u f f i t  

d ' B l u e r  chaque  c o n f e t t i  dans  0,5 ml d e  tampon. 
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La courip-araisoa d e s  voyennes  d e s  .,3 series.  d e  c a n f e t - t i .  a et6 f . a i t e  par 
. .  

l ' i n k e r m i 5 d i a l r e  d'un& ana1ys.e de. l a  v a r l a n c e  qui: ne :montre p a s  de  
-.*-*- .-*ytr**,- .. .A- .. " ..-.- ...- . .-. .., . 

d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t + V e  ent re , .  l e s  3 ser4es , d e  m$squres : . . ,  : ,  
. ... 

.. . . 
. - ..... 

. .  . 1. . 
" -. . - .  .I .. . ... .... . .  

~. 

. P2 c 0,02' . '  
~ 42, 

Nous avons  r e a l i s é  c e t t e  e t u d e  en  comparant  s u r  l a  même 
p l a q u e ,  d e s  pr6lGvements  s a n g u i n s  f a i t s  l e  m ê m e  j o u r  à l a  f o i s  s u r  
g u b e  c a p i l l a i r e  h e p a r i n 6  e t  sur c o n f e t t i ,  chez d e s  malades  sc ,his l ;oso-  

miens  e t  d e s  s u j e t s  s a i n s ?  La d i l u t i o n  u t i l i s é e  e t a i t  dans  l e s  deux 

c2s d e  j . / % P § .  L e s  phamas e t  c o n f e t t i  ont Bte t r a i t e s  à d i s t a n c e  du 

p r e l & v e m e n t  d m s  l e s  m ê m e s  , .  c o n d i k i o n s  qu 'une  e n q u ê t e  e p i d 6 m i o l s g i q u e  

s u r  l e  t e r s a i n  avec  t r 5 ï E i m e n t  d e s  é c h a n t i l l o h s ' l o ' r s  d u  r e t d u r  au-. - . 
l a b o r  a t o i r e  c e n t r a l .  

.( ... 

'. 
- 

Les  r e s u l t a t s  s o n t  donnés  dans  l e  t a b l e a u  11, 
T 

La compara ison  d e s  2 s e r i e s  d e  m e s u r e s  a e t &  f a i t e  aU moyen 

d'un t e s t  t de $ t u d e n t  FiSzher, ( s é r i e s  app,$riees) q u i  ne mont re  p a s  
d e  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  Xes 2 ser ies .  ' 

I' 

CONCLUSION :. 
-------I--- 

Eous avons  f i n a l e m e n t  r e t e n u  le- mode o p é r a t o i r ' e  ' s u i v a n t  .: 

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

2.1. F i x a t i o n  d e  1 ' A n t i g e n e  : ' 
i-------------------*-- 

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 u l t e .  NQUS ' 

r e a l i s o n s  une, s o l u t i o =  m & r e  d e  3 mg/ml e n  tampon c a r b o n a i e ,  : f r a c t i o n n 6 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 e 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 e a l i s e e s  a p a r t i r  d e  c e t t e  solu- 
t i o n  mere : 20 m i c r o - l i t r e s  d e  s o l u t i o n  m h e  s u f f i s e n t  p o u r . u n e  p l a q u e ,  

Avec 2 mg n o u s  pouvons s e n s k b i l i s e r  25 p l a q u e s ,  c e  q u i  permet  d e  t es te r  

e n v i r o n  2450 serums. On depose  200 micro- l i t res  . d e  l a  d i l u i i o n  ant ige-  

n i q u e  fen tampon c a r b o n a t e  ( 5  micro  g / m l )  dans  chaque  p u i t s ,  



* '". . 
464, 

.. 
,I.- ..I. 

Tableau 9 : R e p r o d u c t i b i l i t e  des c o n f e t t i  

. .. . .. ., . . . . -  

. _. 

Tableau 19: : C o r r 6 l a t i o n  s e r u m / c o n f e t t i  
I 

. .  . .  . .  

.. . -  

. . . . I _... . 

>. . I 
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31 f a u t  1 p u i t s  eour l e  b l a n c  des r e a c t i f s + -  . .  
i p u i t s  pour  l e  temoin n e g a t i f  

1 p u i t s  pour  l e  tbmoin p o s i t i f  

1 p u i t s v p a r  se rum à t es te r ,  

c a ._ 

P 

i 

Nous r e c o u v r o n s  l a  p l a q u e  d 'un  c o u v e r c l e  e t  Pa d i s p o s o n s  

d a n s  une b o z t e  d e  P e t r i  avec  un p @ Ú  d ' e a u  a u  f o n d ,  a f i n  d ' 6 v i t e r  
t o u t e  e 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  l a  p l a q u e  

une, n u i t  a 3 7 @ .  L e s  aplaccees peuven t  ê t r e  e n s u i t e  s t o c k e e s  au f r i g i d &  
au moins -E.@ j ,  

2.2. Lavages : ------- 
L'excbs  d'Ag non a d s o r b 6  e s t  B l imine  p a r  3 l a v a g e s  Succes- 

s i f s  en  tampon PES tween { l e  tween s e r v a n t  i c i  d ' a g e n t  m o u i l l a n t ) ,  

N o u s  d i s t r i b u o n s  dans  c h s q u e  p u i t s  250 m i c r o - l i t r e s  de  tampon $1 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  en 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 .  I l  s u f f i t  e n s u i t e  d e  v i d e r  l a  p l a q u e  p a r  r e t o u r -  

nement brusque .  # .  
2.3. ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~  : 

Nous p r e p a r m 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  @haque  
c o n f e t t i  d a n s  d e s  túbes 2. e s s a i s  numero te s  concenan t  0,s mB de  tampon 

FES tween. L ' B l u t i o n  s ' a c c o m p l i t  a u  c o u r s  d ' une  n u i t ,  N o u s  rc5psr t i sscm 
e n s u i t e  280 m i c r o - l i t r e s  d e  s e r u m  d a n s  chaque  p u i t s .  Dans le p o i t s  du 

b l a n c  d e s  r e a c t i f s ,  nous  m e t t o n s  du tampon à l a  ' p l a c e  d u  sénum. 
Nous l a i s s o n s  i n c u b e r  3h à l a  t e m p e r a t u r e  d a  l a b o r a t o i r e .  

2,4. Lavages : ------- 
Nous l a v o n s  chaque  p l a q u e  comme precBdemment, 

2.5. Incubak ion  du con jugue  : 
----I------c---------- 

Nous p r e p a r o n s  l a  dilutiob du con jugue  au l/2oOo &me, donc 
18 m i c r o - l i t r e s  d a n s  2 0  ml de tampon PES tween. pour une p l aque .  Avec 

1 ml d e  c o n j u g u e  no.us pouvons a i n s i  r e a l i s e r  100 pia-ques e t  t es te r  

e n v i r o n  9 300 seru&, ~ o u s  r e p a r t i s s o n s  200 m i c r o - P i t r e s  d e  c o n j u g u e  

par 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 .  

31.6, Lavages  : 
I - --- - - 

Nous procédons  comme precedemmemt. 
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2.7. R6vBla t ion  : 
.-*--c---..-- 

Nous deposons  d a n s  chaque puits 200 m i c r o - l i t r e s  d e  r4ve-  
l a t e u r  prepare extemporannement ,  n o u s  l a i s s o n s  en c o n t a c t  13 e x a c t e -  

ment p u i s  stoppons l a  r e a c t i o a  enzymat ique  avec d e  I'HCL 5 N  : 
26 m i c r o - l i t r e s  p a r  p u i t s ,  

2 . 8 .  L e c t u r e  : ------- 
L a  l e c t u r e  s e  f a i t  au s p e c t r o p h o t o m e t r e .  Nous regions 

l ' a p p a r e i l  s u r  405 nm) f a i s o n s  l e  z e r o  o p t i q u e  avec  le blanc d e s  

r 6 a c t i f  s e t  l i s o n s  chaque  serum automat iquement .  

Lesresultats sont  exprim4s en d e n s i t 6  o p t i q u e  (DG). 

1.1.. L e s  r é a c t i f s  : . .  

( c o n s e r v a t i o n  151 4 @ )  

C h l o r u r e  de  Na 40 8 

Phospha te  d i s o d i q u e  c r i s t a l l i s c 5  1 2  H20 5,35 ¿3 

Phospha te  monosodique c r i s t a l l i s e  2 H O 
Tween 2 0  

2 

Bau d i s t i l l 6 e  5800 ml 

( concepvac ion  1 semaine ' 8 .  l a  t e m p e r a t u r e  ambian te )  

. . . .  .. . 



Conjugue  
-IC œ.--m 

. Conjugue  an t i - immunog lobu l ine  humajne d e  mouton, marque 
9 l a  pe roxydase  ( I n s t i t u t  P a s t e u r ) .  

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  13D6 g 
Eau d i s t i l l b e )  , '* 100 ml 

Cette  s o l u t i o n  es t  à un dH de 4y4 ,  On l'amene t3 un pM 6 en 
, '  

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

P h o s p h a t e  bipo t a s s i q u e  8 , 7  I3 

Bau d i s t i l l b e  5 0  ml 

( c o n s e r v a t i o n  1 5  'j ' 4 O )  .. I 

Au moment d e  l ' e m p l o i ,  melanger:  

. .  0 1 3  ml, de tampon p h o s p h a t e  pH 6 " 

O Y 3  ml d ' e a u  oxygGn6e a i. v b l u m e ' p r d b a r 6 e  extemporann6ment  
30 r r 6  d ' eau  d i s t i P l 4 e  

0 ,  25 m l -  d 'une  solution d * O r t h o d i a n i s d d f n e  : 

O r t h o d i a n i s i d i n e  (sigma) 5 m g  
U6 t h a n a l  0 , 5  m l  

. I  

(le r 6 v e L a t e u r  n e  se c o n s e r v e  p a s ) .  

1. a .  _L_e_h$g¿3&_e& : 

I - p l a q u e s  de m i c r o t i t r a t i o n  COOK UICROTITBR U PA 24 A 
I ,  - s e r i n g e  Hamil ton  d e  20 micro l i t r e s '  - p i p e t t e  t y p e  ËGpendorf  de 200 micro l i t r e s  - spec - t ropho tomet re  - s e r i n g e  d e  Cornwa l l  1 m l  

,. 

. . ~  . , . .  . _  . . .  
. .  . . .  , , ., .. . . 



Cou kbe A I Adsorbtion de l 'Ag ayac glutqroldhydc. 

0- I I I I l 
- 

f/42S 41250 1poo 4.11 a a o 1 /2  000 
DI lUP¡OnS - 

Conc Ius¡on - La glutaraldhydr entraîne une fixa?¡on non sp;cÍF;quc 
des A C  et de 19 marquk .  . . 

I. 

I .  . .  .'. 
. .  

Courbe B - Varidan de la lkmp;ruturc e t  du temps I a 

sur l'adsorb tian -._- 
d e .  I'Ag. 

2 0  

O 



D O  

6 0  

40 

2 0  

O 

I 
Courbe CI Adsorbtion de í'Ag dons différents ?gmpons - I  

I 

X A  A 70mpon carbonarc  P h 9 , 6 .  

'. A A T&npon PBS Azide ph 7,2 

C ' c s b  CR tampon corbonab que la coatßtion est la meilleure.  , 

D O  

SO 

4 0  

3 0 ,  

2 0  

C 

.ogt¡molts A g  A C  / 
, , -  . . \\ 

. .  

.. , I I I 2 5  11250 i 41500 42000 

Conclusion - 
La mc¡lfeura dilution antig;niquc a +I)tiI¡svr c'est 5 

* 
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des Do. *st ta P.JS- importante. 
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Courbe E - $ t u d e  dea d i f f e r e n t  ?, . tempt;  de cont8ct Ag/Ac - Ac/ Igo I 

# 
A A  

I - A 
+I165 l/q2S $?SO ?/SOO q1000 

Co3cluaion - 
Bons rtsultata avec un t e m n o  d e  contact de 3h h 25r r k s u l t a t s  n u l s  tt 370. 

I 

30 

6 

23 



I 
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L'BLISA, en  micromethode d a n s  l e  d e p i s t a g e  immunologique 

de  l a  schistosoJRiqse mansonienne 
. .  

-----Cl---------)----- / II. Etude  c r i t i y u e .  7 
CI----------- --e- 

. #  

I. INTRODUCTION : 

L a  s e n s i b i l i t 6  d e  nos examens p a r a s i t o ï o g i q u e s  d e s  se l le6  
d a n s  l e  d e p i s t a g e  d e  l a  s c h i s t o s o m i a s e  i n t e s t i n a l e  I I  est  . assez f a i b l e .  

La t e c h n i q u e  d u  M@ que  n o u s  u t i l i s o n s  c o u r r a m e n t  % 1 :  , n e  perme! de ?6piS- 
t e r  que  50 % des ma lades  l o r s  d-&Examen unique .  N ~ u s ~ ~ a v o n s  i l *  v o u l u  tester 
l a  f i a b i l i t 6  d 'une t e c h n i q u e  d e  d e p i s t a g e  immuaolog+que : L'ELISA e n  
micro-methode, c l a s s i q u e m e n t  p l u s  s e n s i b l e  mais moins s p e c i f i q u e  que 

l '*examen p a r a s i t o l o g i q u e .  

t '  

J 

L ' a p p l i c a t i o n  en d e p i s t a g e  d e  masse de  t o u t e  n o u v e l l e  
t e c h n i q u e  d i a g n o s t i q u e  d o i t  r@?p;dndre a u  p r 6 a l a b J e  a 3 i m p e r a t i f s  : 

.- l a  t e c h n i q u e  doit ê t r e  r e p r o d u c t i b l e ,  c ' e s t  à di rc i  

' 

I l  I I 

c o n s e r v e r  l a  m ê m e  p r e c i s i o n ,  

.- l a  t e c h n i q u e  d o i t  ê t r e  s e n s i b l e ,  c ' e s t  à d i r e  d e p i s t e r  

l a  q u a s i  t o g a l i t 6  d e s  s u j e t s  malades a u  s e i n  d ' une  p o p u l a t i o n  e t  n e  
donner  que peu  d e  r 6 S u l t a t s  f a u s s e m e n t  n e g a t i f s , @ h e z  l e s  s u j e t s  

%chia  t a s o m i e n s ,  
I - E n f i n  la t e c h n i q u e  d o i t  ê t re  s p e c i f i q u e ,  c ' e s t  à dire  

c a p a b l e  de  n e  d e p i s t e r  que des s c h i s t o s o m i e n s  a l'exclusion d e  t o u t e  
. ,  

a u t r e  p a r a ' s i t o s e .  
. .  . * I '  . .. 

I .  

ii 

II. M3THODE3 'D'BTUDE B,T . MATERICBL : 

L'Btude d a  c o u p l e  s e n s i b i l i t 6  s p e c i f i c i t 6  nescessite au 
p r e a l a b l e  un c l a s s e m e n t  de  r 6 f e r e n c e  en malades e t  s u j e t s  b i en .  p l o r t a n a  
En z o n e  d 'end&mie,  il e s t ' s o u v e n t  d i f f i c i l e  d e  d e p a r t a g e r  ce8 deux 

g r o u p e s  d e  p o p u l a t i o n .  Nous avons t e n t e  d e  resoadre ce problGme en  
c h o i s i s s a n t  2 v i l l a g e s .  1 v i l l a g e  m6soend6Mique en  b i l h a r z i o s e  i n t e s -  

t i n a l e  21 Qansoni  - et l ' a u t r e  indemne d e  t o u t e  b i l h a r z i o s e  du f a i t  d e  

l ' a b s e n c e  d e s  molhusques  h f t e s  i n t e r m b d i a i r e s .  
/ 
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. -  

L e s  s e rums  o n t  B t 6  p r e l e v e s  c h e z  tous l e s  h a b i t a n t s  d u  

v i l l a g e  d e  D o f i g u i s s o  (meso-end6mique en  b i l h a r z i o s e  i n t e s t i n a l e )  e t  

chez l e s  B l è v e s  de  l * e c o l e  de  Koumi ( v i l l a g e  indemne d ' i n f e c t i o n  

b i l h a r z i e n n e ) .  A i n s i  notis d i s p o s i o n s  d e  malades  s c h i s t o s o m i e n s  e t  d e  

t Bmoins non s c h i s  t o somiens  , 

N O U S  avons  c o n s i d B r é  comme s u j e t  b i l h a r z i e n  tauit  i n d i v i d u  

p r B s e n t a n t  d e s  o e u f s  de  p.mansoni A un a u  moins d e s  4 examens p a r a s i -  

t o l o g i q u e e  hebdomadai res  ect/oct p r e s e n t a n t  une a s c e n s i o n  du t a u x  des 
A c  a p r & s  t r a i t e m e n t  sp6ci.f iqlae par? l e  V a n s i l  (Oxamniquine)  r e t e n u  

comme sujet non s c h i s t o s c m l e n  : tocas l e s  e n f a n t s  de 1 ' 8 c o l e  d e  Kot" 
n ' a y a n t  j a m a i s  q u i t t 6  l e  v i l l a g e .  L e s  i n d i v i d u s  de  D o f i g u i s s o ,  p a r a s i -  

t o l o g i q u e m e n t  n e g a t i f s  2 4 examens e t  s a n s  a s c e n s i o n  d u  t aux  d e s  Ac I 

a p r e s  t r a i t e m e n t ,  n ' o n t  p a s  et6 r s t e n u s  comme s u j e t  non s c h i s t o s o m i e n  

en  r a i s o n  d'un r i s q u e  d e  contamminat ion  a n t e r i e u r  par  des f u r c o c a i r e s  

d e  s c h i s t o s o m e s  humains o u  animaux. 

. .  

Les serums o n t  e t 6  p r e l e v e s  B la f o i s  s u r  c o n f e t t i  e t  sur 
t u b e  c a p i l l a i r e  h e p a r i n g ,  a v a n t  e t  un mois  a p r 5 s  l a  cure  d 'oxamniquine.  

--_ 

2, - L ' ~ n t i g e n e  L b i l h a r z i e n .  -----------_-----_--- 
L ' a n t i g h e  u t i l i 5 6  e t a i t  un e x t r a i t ;  s o l u b l e '  de  S.mansoni 

adulte, o b t e n u  apri?s broyage  mbcafiique, c o n g 6 l a t i o n s Y  d e c o n g e l a t i o n s  

s u c c e s s i v e s ,  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  d y s l i s e  e t  l y o p h i l i s a t i o n  ( 3 ) .  La 
s o u c h e  d e  S.mansoni est  une souche  l o c a l e  e n t r e t e n u e  sur l e  s i n g e  

B o p a t a s  comme h a t e  d e f i n i t i f  e t  s u r  B f e i f f e r i  cofflme h a t e  i n t e r m e d i -  

a i re .  L ' a n t i g è n e  a i n s i  o b t e n u  a B t i ?  so igneusemen t  c o n t r d l 8 ,  , a f i n  de  

s t a n d a r d i s e r  l e s  d i f f e r e n t s  l o t 5  : e t u d e  i m m u n o e l e c t r o p h o r ~ t i q u e "  

c o n t r e  un serum humain hyperimmun, dosage  d e  L ' a z o t  p r o t e i q u e  s e l o n  

l a  methode d e  L o w q  e t u d e  q u a n t i t a t i v e  en  BLISA c o n t r e  l e  serum 
p o s i t i f  de  r e f 6 r e n c e  e t  un' s e r u m  n 6 g a t i f .  ( 4 )  . . 

> .  

C ' e s t  l a  t e c h n i q u e  d e  l ' E L I S A  en  fiiCro-mt3tbde que nous 

a v o n s  m i s  a u  p o i n t  d a n s  notre l a b o r a t o i r e  ( 5 ) .  



. . .  
i. Etude  de l a  r e p r o d u c t i b i l i t e  : 

*"---V- ) . C I I I I I H C Z C C I I  

Nous awQns deja kkuhii la r e p r o d u c t i b i l i f e  d e s  c o n f e t t i  

6 3 . ~ 1 5 ~  une n u i t  a 40 ( 5 ) ,  II nous  f a l l a i t  e t u d i e r  l a  r e p r o d u c t i b i l i t 6  

de l a  r e a c t i o n  p ropremen t  d i t e .  Pour  c e l a  nous d i s p o s i o n s  d 'une d y e -  

c h a n t i l l o n s  normaux e t  p a t h o l o g i q u e s ,  f r a c t i o n n e s  en  m u l t i p l e s  p a r t i e s  

e t  c o n s e r v e s  d a n s  l e s  m e i l l e u -  b o a d i t i o n s  : 21 -20°  poor  P e s  s&rums,  
il .+4* a v e c  un d e s s i c a t e u r  pour  l e s  confetti, 11 s u f f i s a i t  d o r s  d e  

t es te r  i3 @ P a r t  e t  moyen terme Les c a u s e s  p o s s i b k e s  d 'erreur  P ( S  d ' i n s -  

t a h i l i t 6  a t o u s  l e s  s t a d e s  de  l a  t e c h n i q u e ,  ( d i f f 6 r e n t s  lots d'Ag e t  
de  tampon, , d i f € b r e n t s  m a n i p u l a f e u r s ,  d i f f e r e n c e  d e  t e m p e r a t u r e  d u  

l a b o r a t o i r e ,  ecc, ,) , 

Ces r 6 s u l t a t s  s o n t  r6sum6s d a n s  l e s  t a b l e a u x  3[ e t  II. 

- 
Pour la s e r i e  'J: n o u s . a v o n s  a p p l i q u e  l e  t e s t  d e s  p l a n s  j 

2 f i l u s i e u r s  f a c t e u r s  ( t e s t  F )  au r i s q u e  de  5 %, P 27a 3 , 3 5  ; l e  c o e f f i -  

c i e n t * F  c a l c u l e  e s t  d e  P 0,09, L a  r e a c t i o n  e s t  donc r e p r o d u c t i b l e  
lorsque l e s  c o n d i t i o n s  t e c h n i q u e s  s o n t  so igneusemen t  reshectees e t  

l t A n t i g & n e  s t a n d a r d i s e ,  Dans I t e t u d e  d e  l a  r e p r o d u c t i b i l i t e  pour deux 
t e c h n i c i e n s  d i f f e r e n t s ,  nous avons  applique l e  t e s t  I' pour  9 ddl d e s  

se r ies  a p p a r i e e s .  Au r i s q u e  Fi %, l e  T t h e o r i q u e  est  de  2,262. C e  F 
c a l c u l 4  d e  A,&&, l a  d i f f 6 r e n c e  n'est donc p a s  s i g n i f i c a t i v e  e t  la 

$ 

r e a c t i o n  es t  r e p r o d u c t i b l e  quelque soit l e  m a n i p u l a t e a r .  I 

2. B t u d e  de P f B f f i c a c i t 4  -c-cI----------ccl--- 

N o t r e  immunodiagnos t ic  e t a n t  r e p r o d u c t i b l e ,  nous  avons  ,+- 

appreciI5 son  e f f i c a c i t . 6  : c 'es t  B d i r e  s a  c a p a c i t e  a t r i e r  c o r r e c t e -  

ment l e s  malades  d e s  s u j e t s  D ien -por t an te ,  g r â c e  6 l a  c b n j o n c t i o n  

d 'une  bonne s e n s i b i l i t e  (peu  de  mal,ades f a u s s e m e n t  n é g a t i f s )  et d f m e  

bonne specificit4 ( p e u  de s u j e t s  s a i n s  f aussemen t  positifs') 

%. - 

Four d e t e r m i n e r  Pe couple s e n s i b i l i t ~ / s p ~ c i f i c ~ t e  de  

l'ELISA, il f a u t  d ' abo rd  fixer l e  serPil d e  p o s i t i v i t e  : cteest 8 d i r e  

la densit6 o p t i q u e  (Do) a p a r t i r  d e  l a q u e l l e  nous c o n s i d e r e r o n s  qu*un  , 

s u j e t ;  es t  p o s i t i f  en ELCIESA. Pour ce l a  n o u s  devons comparer  l a  

moyenne d e s  s u j e t s  non s c h i s t o s o m i e n s  p a r  r a p p o r t  à l a  DO moyenne d e s  

s u j e t s  schistosomiens (Diagramme n o  2) 

La d i s t r i b u t i o n  d e s  DO d e s  s e r u m s  d e  Kot" ob6i. t  s e n s i b l e -  

ment B une l o i  no rma le  d o n t  l a  moyenne e s t  DO = 17,9 e t  l ' a c a r t  t y p e  

9,1, A u t r e m e n t  d i t ,  95 %,des s 6 l r u m s  n 6 g n t i f s  ont une I@ i n f e r i e u r e  

33.  La d i s t r i b u t i o n  d e s  serums d e  D o f i g u i s s o  n ' o b e i t  p a s  & une loi 
n o r m a l e  du  f a i t  de I h 6 t e r o g 6 n 4 i t 6  d e  l ' e c h a n t i l l o n ,  
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Nous n * a v o n s  p a s  pu ca l , ( :u ìe r  La"DO moyenne e t  l ' écar t  t y p e  p e r m e t t a a n t  

de f i x e r  Pa Ex), s e u i l  d e  p o s i t i v i t e .  
i 

Zn a p p l i q u a a t  l e  t a b l e a u  des c o n t i n g e n t s  2 x 2 ( 6 )  

( a s s o c i a t i o n  e n t r e  deux v a r i a b l e s  d i c h o t i m i q u e )  , nous  c o n s t a t o n s  que  

pour  une DO seuil. de  33,  l a  s e n s i b i l i t e  n ' e s t  que d e  6 4  % (donc  pr,es- 

que  e q u i v a l e n t e  B c a l l e  cie l.'exacnen- p a r a s i - t o l a g i q u e ) .  L a  s p é c i f i c i t e  

e s t  p a r  c o n t r e  d e ' 9 3  %. Tab leau  IX9. 

IV DISGUS$SON : 

N o t r e  s e u i l  d e  n e g a t i v i t k  (DO = 33)  e s t  tr8s & l e v e .  L e s  
serums d e  s u j e t s  a f r i q a i n s ,  non s c h i s t o s o m i e n s ,  peuven t  a t t e i n d r e  des  

DO i m p o r t a n t e s  ( e n t r e  20 e t  40), c o n t r a i r e m e n t  aux s e r u m s  d e  s u j e t s  
eu rop6ens .  L e s  s e u i l s  d e  n e g a t i v i t e  pour EOUT e t  a l  (7), AMBBOISB- 

THOMAS e t  a l  ( 8 )  et: HULDT e t  a l  ( 9 )  s o n t  i n f t 5 r i e u r s  B 10, 
1 .-. i 

I1 1x8 s ' a g i t  f i a s<de  r k a e t i o n s  c r o i s e e s  avec  d e s  i n f e c t i o n s  .." 1 . - . .  ._. . -  
l d r v e e s  pslr c e r c a i r e s  d'aLimaux.' Noua avons  c h o i s i  un v i l l a g e  où il 
n ' e x i s t a i t  p a s  de  mol lusque  h 6 t e  i n t e r m e d i a i r e - .  L e  d6veloppement  du 

c y c l e  d e  t r a n s m i s s i o n  des s c h i s t o s o m e s  humains o u  a n i a a u x  y e s t  donc 

i m p o s s i b l e .  

* " . . .  

91 n e  s ' a g i t  v r a i s s e m b l a b l e m e n t  p a s  d e  r e a c t i o n s  c r s i s b e s  

avec d ' a u t r e s  p a r a s i t o s e s .  CAPSON ( I O ) ,  AMBWOISB-THOMAS, ( 8 )  o n t  

mon t re  que  l 'Ag  somat ique  s c h i s t o s o m i e n ,  n e  p o u v a i t  donner  d e  r 6 a c t i a s  

c ro i see  qu ' avec  c e r t a i n s  d i s t o m e s t e  . .- ou 1 'Fch inococus  g r a n u l o s u s .  C e s  

deux p a r a s i t o s e s  s o n t  i n e x i s t a n t e s  d a n s  nos  r e g i o n s .  L ' a n k y l o s t o m i a s e ,  

p a r a s i t o s e  extrêmement .  r epandue  n e  s e m b l e  p a s  donner  d e  r e a c t i o n s  

c r o i s 6 e s ) l l  'Ag s c h i S t o s o r i e n ,  
a ec 

. .. . .* . .. . . .  

I1 n e  s'agit p a s  non p l u s  d 'une  a c t i v i t 6  p e r o x y d a s i q u e  
I I  

du s a n g  sur c o n f e t t i .  L e e x c e l l e n t e  c o r r e l a t i o n  c o n f e t t i - s é r u m  est  

c a o n t r e  c e t t e  hypothi?se.  

Il  nobs  f á u t  donc admettre  que  l e  s e u i l  d e  nbega t iv i t r5  
i 

pour  l e s  s e r u m s  a f r i c a i n s  n o n ~ s c h i s t o s o m i e n s , " " e s t  tri25 e l e v e .  L a  

r e a c t i o n  d ' E L I S A  e t a n t  c l a s s i q u e m e n t  $r&s s e n s i b l e ,  e l l e  germet  d e  

d e p i s t e r  des s u j e t s  p a r a s i t & . - B . f a i b 3 . e  t a u x  d 'Ac .  Nous o b t e n o n s  donc 

un chevauchement  i m p o r t a n t  ,. des . .I heux - ,  , .  .. c o u r b e s  . d-e . I  d i s t r i b u t i o n  d e s  IlCl 

chez l e s  s u j e t s  b i l h a r z i e n s  et non b i l h a r z i e n s  (Diagramme 3 bis). 

4 



Notre b u i  e t a n t  de  d e p i s t , e r  l e  maximum d e , s u j e t s  p o s i t i f s ,  :il VI. n d u s  
.<  :?i?;-, 

f a u t  a b a i s s e r ,  l e  s . e u i 1 ,  d e  3 3  , p o u r  augmenter  l a  s e n s i b i l i t e  d u '  d e p i s -  

&age .  C e  f a i s a n t ,  nqus. a l l o n s  dkminuer l a  , s p 6 c i , f , i c i t e ,  l e  nonbre  de 
:, ,% 

. . .  
s u j e t s  non sch i s tDsomiens  f a a s s e m e n t  p o s i t i f s  en  E L I S A  v a  c r o î t e ,  

. .  Eo a p p l i q u a n t  L b  t a b l e a u  d e s  c o n t i n g e n t s  2 x 2 pour  

d i f f b r e n t e s  DO* (61, nous  t r o u v o n s  que l a  I@ s e u i l  25  n o u s  donne l e  
m e i l l e u r  c o u p l e  s e n s i b i l i t 6 - s p c j c i f i c i t 6 ,  Pour c e t t é  DO secnil; l a  

s e n s i b i i i t k  de n o t r e  techniqque e s t  d e  8 5  % e t  l a  s p e c i f i c i t 6  de 77 % *  
ALttrement d i t ,  1 5  % des s u j e t s  p o s i t i f s  &chappen t  a u  d e p i s t a g e  

immunologique,  t a n d i s  que 23 % d e s  sk je t s  n b g a t i f s  s e r o n t  c o n s i d e r e s  

comme p a r a s i t e s .  ( t a b l e a u  3x2) 
C e s  donnees  t i r ee s  d e  4 ' o b s e r v z t i o n  s o n t  c o n f i r m 6 e s  p a r  l i 6 t u d e  

I 

s t a t i s q u e  q u i  a f a i t  l ' o b j e t  d 'un  document s e p a r e  ( 1 2 ) .  

B ien  d u e  l a  s e n s i b i l i t e  d e  n o t r e  t e c h n i q u e  immurlologique 
s o i t  n e t t e m e n t  s u A 6 r i e u r e  B c e l l e  de  l ' exah6r i  p a r a s i t o l o g i q u e  des 

se l les ,  n5u8 n e  d & g i s t o n $  pas i00 % d e s  malades i  D ' a u t r e  p a r t ,  l a  

mauvaise  s p 6 c i f i c i t e  de  notre reaction i n t e r d i t ,  pour l ' i f t s t a n t ,  

l ' e m p l o i  de 1'BLISA en s6ro-Bpi.d4miologie,  

1 

P a r  c o n t r e  c e t t e  t e c h n i q u e  p e u t  GOUS r e n d r e  de g r a n d s  

s e r v i c e s  d a n s  le c a d r e  d'un d e p i s t a g e  en  vue  d 'un  t r r i t e m e n t  de  Nasse. 

Un essai t h e r a p e u t i q o e  rcjcent  avec  1 '0xamniquine  u t i l i s e  en c u r e s .  

s e q u e n t i e l l e s  chez t o u s  l e e  i n d i v i d u s  de  p lu$s  de  4 a n s  dans un 

v i l l a g e  meso-endbmi,que* (II), nous a mon t re  ka p a r f a i t e  t o l e r a n c e  

du p r o d a i t ,  a u s s i  b i e n  c h e z  l e s  s u j e t s  p a r a s i t e s  q u e t n o n  p a r a s i t é s .  

7 ,  

t ' i n o c u i t 6  de ce  nouveau s c h i s t o s o m i c i d e  f a i t  que n o u s  poiivoris e n v i -  

s a g e r  de le presc r i r e  s a n s S c l a n g e r  & d e s  s u j e t s  non b i l h a r z i e n s .  D e s  

l o r s ,  l e  m n q u e  d e  s p e c i f i c i t 6  d e  n o t r e  r e a c t i o n  n ' e s t  pl lns  UE. 
, 

o b , s t a c l e  8 son e m p l o i  en d 6 p i e t a g e  de  masse. 
'. 

Z ' e x p b r i e n c e  nous' a m m d ; r &  que, l e  t r a i t e m e n t  e Q f i c a c e  d e  

85  % de %a p o p u l a t i o n  p a r a s i t e e  en  c u r e s  r ad i , cca l e s  . .  r e p é t k e s  permet- 

t a i t ,  s i n o n  d ' i n t e r r o m p r e  la t r a n s m i s s i o n ,  d u  moins de  l a  s k a b i l i s e r  

A d e s  n i v e a u x  t r e s  b a s ,  DBs f o r s ,  l a  s e n s i b i l i t e  d e  n o t r e  r e a c t i o n  
e s t  s u f f i s a n t e  e t  son  emplo i  pourra ê t r e  t e s t e . , d a n s  ce t y p e  

d ' i n d i c  E t i o n .  



A u  terme d e  c e t t e  e t u d e ,  n o u s  avons  mont re  que  l a  r e a c t i o n  

6 t a i t  p a r f a i t e m e n t  r e p r o d u c t i b l e  l o r s q u e  l a  t e c h n i q u e  é t a i t  so igneuse -  

ment s t a n d a r d i s e e ,  Le manque de s e n s i b i l i t 6  e t  l a  mauva i se  s p e c i f i c i t 6  

d e  la r e a c t i o n  s o n t  un o b s t a c l e  B son  u t i l i s a t i o n  en se ro -6p id6mio log ie .  

Mais l a  f i a b i l i t 6  de l a  r e a c t i o n  e s t  s u f f i s a n t e  p ~ u r  que  son utilisa- 
t i o n  p u i s s e  être e n v i s a g e e  dans  l e  c a d r e  d 'un d e p i s t a g e  en vue d ' u n ,  .. 
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484. 

Commentaire du Diagramme II 

Le s e u i l  supérieurcde lecture des Deo, e s t  de 107, ce qui 

explique l a  forme tronquée de l a  courbe observée. 
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