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Les premiers r6sultats de ce travail ont fait l'objet d'une 

communication à la Société Nationale de Transfusion Sanguine à TOULOUSE 

le 24 novembre 1978. Les résultats ultérieurs ont donné matière à une 

communication par affichage au Congrès National de Transfusion Sanguine 

à STRASBOURG le 25 juin 1979 ainsi qu'à une publication dans la Revue 

Française de Transfusion et d'immuno-hématologie (1980 XII1 (4) : 451) 

sous le titre "Dépistage et dosage des anticorps antitétaniques par 

méthode immunoenzymatique". 
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I : INTRODUCTION 



Malgré l'existence d'une prévention absolue : la vaccination 

antitétanique, la plus efficace et la mieux tolérée de toutes les vaccinations, 

le tétanos a encore tué, en 1978, environ 200 personnes en Frazce. 

Depuis 1977, les Centres de Transfusion Sanguine sont seuls auto- 

risés à préparer les inmiünoglobulines spécifiques d'origine humaine servant à 

la prophylaxie et au traitement du tétanos. Ces organismes ont donc été amenés 
\ 

à participer Zi la défense active de la population contre le tétanos, en 

entreprenant, sous l'égide du Ministere de la Santé des campagnes de vaccination 

pour les donneurs de sang, d'une part, et à mettre sur pied des structures leur 

permettant d'assurer le dépistage des anticorps et la production d'immunoglobulines 

antitétaniques, d'autre part. 

Dans ce but, il est nécessaire de sélectionner, parmi la totalité des 

donneurs, ceux qui ont un taux d'anticorps antitétaniques suffisant (au moins 

égal B 4 UIIml) pour la préparatiorT-lines spécifiques. Plus encore, 

les plasmas ainsi repérés doivent êtrexassés en-érentes catggories selon 

le taux d'anticorps, ceci permettant war un mélange approprié de plasmas d'obtenir 

en fin de fractionnement une inmunoglobuline titrant au moins 125 UI/ml. 

Pour atteindre ces 2 objectifs, il est indispensable de disposer de 

méthodes à la fois rapides, précises et adaptables à un dépistage de masse 

permettant le dosage des anticorps. De nombreuses techniques ont été proposées 

dans ce but :l'electroinimunodiEfusion qui reste la méthode de base la plus 

utilisée ainsi que la technique de Laurell, l'hémagglutination. Les méthodes 

immunoenzymatiques jusqu'à présent ne répondent pas aux critères déjà évoqués. 

Après avoir abordé cette nouvelle méthode qu'est l'immunoenzymologie, 

au cours de notre D.E.A, pour le dépistage de l'Ag sérique 

associé au virus de l'hépatite B, nous avons cherch6 à mettre au point une 

technique inmtunoenzymatique simple, rapide et précise, permettant un dosage des 

anticorps antitétaniques par rapport à une gamme étalon. 



Dans un premier temps, nous rappelerons les différents aspects du 

tétanos et de sa prévention, les techniques actuelles de dépistage et dosage 

des anticorps antitétaniques, enfin les principes généraux de l'immunoenzymo- 

logie et les applications réalisées jusqu'à présent pour les Ac AT. 

La deuxième partie de ce mémoire concernera nos travaux personnels avec, 

dans un premier temps, la préparation des réactifs, ensuite, l'étude de différents 

paramètres aboutissant à la mise au point de techniques imminoenzymatiques que nous 

appliquerons aux dépistage de masse et dosage des anticorps antitétaniques. 



I : GENERALITES i 



Dans ce chapitre nous rappellerons brièvement les différents aspects 

du tétanos et de sa prévention. 

1) HISTORIQUE 

HIPPOCRATE, le premier, décrivit la maladie. 

NICOLAIER (1 1 4 ) ,  en 1884, isole un bacille en -épingle qu'il ne peut 

cultiver. Cet échec est expliqué par KITASATO ( 88 ) en 1887 : le geme se 

développe en milieu anaérobie. 

FABER ( 56 ), en 1890, prouve l'existence de la toxine, puis 

WASSERMAN démontre qu'elle se fixe électivement sur les tissus nerveux. 

Après injection de petites doses de toxine à des animaux, ceux-ci 

produisent une antitoxine. Cette découverte de BEHRING et KITASATO ( 17 ) 

amène la prévention de l'affection par sérothérapie en 1892 (ROUX & VAILLARD 

( 133 )). Dès 1923, la production d'anatoxine par W O N  ( 125 ) permet 

d'envisager la vaccination. 

II) LE BACILLE DE NICOLAIER 

1" )  Caractères généraux -----------  

Le bacille de NICOLAIER, encore appelé "Plectridium tetani", est un 

bâtonnet Gram positif, le plus souvent isolé. Il produit, après 36 heures de 

culture, une spore terminale sphérique réfringente. 

Ce bacille, mobile et cilié, est un anaérobie strict qui produit une 

toxine spécifique très active. 

Ce germe est sensible B l'autolyse et aux antiseptiques, alors que la 

spore résiste B l'ébullition pendant 3 heures. En revanche, celle-ci est détruite 

par la lumière diffuse. 

La spore est la forme de résistance du germe. Lorsque les conditions 

de développement sont favorables, la membrane se rompt et le prclongewnt émis 

prend progressivement la forme et les caractères du bacille. 

Les spores et bacilles tétaniques se rencontrent essentiellement 

dans le sol, le fumier, les poussières et les matières fécales de l'homme et 

des animaux (surtout bovidés et équidés). 



L'habitat du germe e t  de l a  spore induit  un risque tétanique élevé 

chez l e s  cultivateurs,  jardiniers,  t e r rass ie rs ,  palefreniers,  jockeys e t ,  de 

manière générale, dans les  régions rurales.  Les cas de tétanos apparaissent 

durant les  mois d 'ac t iv i té  agricole importante (Mai à Octobre) ( 96 ). 

Les principales voies de contamination sont les traumatismes cutanés 

(piqûres, griffures,  etc. . . . ) .  Grâce à l a  prophylaxie, les  conséquences graves 

sont évitées l e  plus souvent. 

D'autres l6sions comme les  ulcères chroniques, l e s  eczémas, l e s  injections 

médicamentauses intramusculaires, peuvent serv i r  de porte d'entrée. Pendant 

longtemps, on a pu observer des tétanos après avortement. 

A p a r t i r  de 40 ans, l a  morbidité tétanique augmente de façon 

frappante. Les femmes sont particulièrement touchées; en e f f e t , l a  dernière 

vaccination (quand e l l e  a é t é  effectuée) a l i eu  à 15 ans alors que l e s  hommes 

subissent, au moment du service national, un rappel qui leur  assure une 

meilleure protection ( 97 ) . 
Dans les pays industr ia l isés ,  l e  tétanos du v ie i l la rd  ( 1 ) e s t  

t r è s  caurant. Par opposition, l e  tétanos néonatal ( 29 ) e s t  une des causes 

principales de norbidité e t  de mortalité in fan t i l e  dans les  pays en voie de 

développement. 

I I I )  TOXINE TETANIQUE 

1') Elaboration e t  oD tention de l a  toxine -------------------- 

Le bac i l le  tétanique, placé dans un milieu favorable ( 124 ) , élabore 

une exotoxine d i l fus ib le  t r è s  active. La l ibérat ion de cet te  toxine e s t  

maximale pendant l a  phase exponentielle de croissance du germe mais n 'es t  pas 

to ta le  : il subsiste toujours une fract ion de toxine endocellulaire ( 152 ) . 
De grandes quantités de toxine sont obtenues en fermenteurs, sur un 

milieii de culture e t  dans l e s  conditions optimales établ ies  par PREVOST & 

BOORSMA ( 124 ) e t  par B I Z Z I N I  ( 23 ) . 
L a  purification de l a  toxine e s t  réal isée à par t i r  des corps 

microbiens par action de solutions hypertoniques ( 126 ), ( 23 1. Un detixième 

procédé u t i l i s e  l e  f i l t r a t  de culture ( 23 ), il e s t  plus a i sé  à mener e t  

conduit à des produits ayant une meilleure ac t iv i t é  spécifique. 

On appelle aaatoxine tétanique, l a  toxine modifiée par un traitement 

à l a  chaleur e t  au formol ( 1 2 7 )  ; celle-ci e s t  u t i l i s é e  pour l a  vaccination. 



Quelques c a r a c t é r i s  tiees- -- -------- de l a  toxine 

La toxine tétanique e s t  hydro-soluble, thermolabile (des t ruct ion 

à 65 OC en 1 ou 2 heures) ; e l l e  e s t  a l t é r é e  pa r  l a  lumière, les bases e t  acides 

f o r t s .  Son a c t i v i t é  spéci f ique  e s t  exprimée en uni tés  de f l o c u l a t i o n  

( ~f / m l  ou Lf/mg N2 , 1 un i t é  f locu lan te  s a t u r e  1 U I  a n t i  toxique) . 
La toxine tétanique est une holoprotéine dont l a  composition en 

acides aminés est connue ( 2 5  ). Sa masse moléculaire e s t  de 150.000 environ 

e t  s a  constante de sédimentation 6-7 S.  

La toxine se p r é s e n t e r a i t  sous l a  forme d'un dimère dont les monomères 

s e r a i e n t  assemblés par  des forces  non covalentes. Chaque monomère renfermerai t  

2 sous-unités de t a i l l e s  d i f f é r e n t e s  réunies par  un pont d i su l fu re  ( 24 ). 

Des études, por tant  s u r  les modifications des propr ié tés  de l a  toxine 

par  s u b s t i t u t i o n  de c e r t a i n s  rés idus  d' acides aminés, ont  permis d' é t a b l i r  

l ' i n t e r v e n t i o n  de l a  lys ine  e t  de l a  tyros ine  dans l ' a c t i v i t é  de l a  toxine ( 2 4 ) .  

~ ' e s t  l a  toxine tétanique qu i  provoque l a  maladie e t  conditionne sa 

gravi  t é .  

A) Cheminement de ta  toxine 

Le t ranspor t  de l a  toxine élaborée s e  f a i t  par  voie  veineuse, à 

p a r t i r  du po in t  d ' in fec t ion  jusqu'aux racines antér ieures  de l a  moëlle, ensu i t e  

l a  d i f f u s i o n  s e  f a i t  probablement pa r  voie sanguine. La toxine e s t  mise en 

évidence dans tou t  l 'organisme mais électivement au niveau du système nerveux 

c e n t r a l  . 

B) Fixation de Za toxine 

La toxine s e  f i x e  préférent ie l lement  au niveau de l a  membrane 

synaptique pa r  l ' in termédia i re  d'un récepteur spéci f ique  qui  e s t  un ganglioside.  

La posi t ion ,  l a  quan t i t é  e t  l ' i n t é g r i t é  de l ' a c i d e  N-acétyl neuraminique f a i s a n t  

p a r t i e  du ganglioside ( 115 ) , déterminent, sans tou te fo i s  in te rven i r  directement, 

l a  f i x a t i o n  de l a  toxine, permettant à cel le-c i  d ' ag i r  au niveau du t i s s u  nerveux, 

C) Mécanisme d'action 

La toxine supprime l ' i n h i b i t i o n  des motoneurones ( 34 ) . 
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Chez un sujet sain, la contraction d'un muscle est couplée avec l'inhibition 

l de contraction du muscle antagoniste ; chez le tétanique, l'effet des moto- 

neurones étant supprimé, les muscles aganiste et antagoniste peuvent être 

excités simultanément par un stimulus, même faible, d' où la contracture tétanique. 

~ 11 n'existe pas d'action pathogène directe de la toxine sur des 

~ organes tels que le coeur, le foie, le poumon ou le rein. 

IV) ETUDE CLINIQUE 

1 O )  - - -  Les sp~tôes- - 

Ce sont essentiellement la contracture tétanique et les recrudescences 

paroxystiques. 

- La période d'incubation : elle varie entre 4 jours et 2 semaines 
selon la nature, l'étendue et l'emplacement de ',a blessure. Le tétanos est 

d'autant plus grave que la période d'incubation est courte. 

- La période d'invasion : le premier signe clinique de la maladie 

est caractérisé par des contractures des muscles masticateurs. Il se passe 

environ 7 jours entre le début clinique du tétanos et le premier paroxysme. 

- La période d'état ( 64 ) : les contractures se généralisent et 

envahissent nuque, tronc et membres. Des recrudescences paroxystiques peuvent 

être provoquées par une excitation, même minime (bruits, examens, etc. . .) 
La paralysie des muscles respiratoires impose souvent la mise sous ventilation 

assistée. 

2 O )  Evolution -----  

Celle-ci dépend de l'intensité de l'intoxication, de la durée de 

la période d'incubation. L'âge et l'état du malade, en particulier le taux 

initial d'anticorps antitétaniques, importent également. 

Le plus souvent, la guérison est observée au bout de 6 semaines ; 

cependant des complications cardiovasculaires, respiratoires ou thrombo- 

emboliques peuvent se manifester. 

En règle générale, lorsqu'on est parvenu à maintenir le malade en 

vie au-delà de quatre semaines, celui-ci se rétablit sans séquelles quelque 

soit son âge. l 



3') Traitement ------ 

Nous évoquerons principalement le traitement médical spécifique . 
Il est évidemment associé à une surveillance très poussée du malade ainsi 

qu'à un traitement médical général : antibiothérapie pour lutter contre le 

bacil le técanique, anticoagulants pour éviter les accidents vasculaires dûs 

a la position couchée prolongée, administration de sédabifs pour supprimer 
les paroxysmes. L'alimentation se fait par voie parentérale ou, si le malade 

est trachéo tomisé, par 1' intermédiaire d'une sonde gastrique. 

Le traitement spécifique commence par une désinfection minutieuse de 

la plaie après prélèvement, sur lequel est effectuée la recherche du bacille de 

NICOLAIER. 

Celle-ci assure une protection par immunisation passive. Elle est 

réalisée par l'injection de sérums riches en anticorps antitétaniques (Ac AT) 

d'origine équine ou mieux humaine. 

C) Anatoxinothérapie curative 

Actuellement, on vaccine le malade en 6 semaines. A la fin de sa 

maladie, l'immunisation active du sujet prend le relais de l'immunité passive 

due à la sérothérapie. 

V) PREVENTION 

Nous pouvons distinguer 2 types d'immunité : 

- Active - par la vaccination. 
- Passive pour obtenir une immunité immédiate en cas , 

d'infection, Far l'injection~d'immunoglobulines équines ou humaines. 

1') Immunité active : vaccination ---------------- 

RAMON en 1923 ( 125 ) , mir au point la préparation d'anatoxine 
permettant ainsi une vaccinarion inoffensive et efficace contre le tétanos. 



A) L 'anatoxine tétanique 

L'anatoxine est obtenue en t r a i t a n t  l a  toxine tétanique p a r  l e  f o r m l  
l 

e t  l a  chaleur (127 ). La t o x i c i t é  d i s p a r a i t  mais pas l e  pouvoir antigènique. l 
La détoxicat ion pa r  l e  formol est  un processus i r r é v e r s i b l e .  Le formol i n d u i t  1 
une modificat ion de l a  molécule de toxine, e n  p a r t i c u l i e r ,  des réac t ions  de I 
condensation l i a n t  des rés idus  d'acides aminés par des ponts méthyléniques I 
( l i a i s o n  de type MANNICH) ( 25 ). Le composé principalement obtenu e s t  : 

Tyr-CW2-Lys 

mais on trouve également : I 

Mécanisme de l a  détoxicat ion ............................ 

La détoxicat ion pa r  l e  f o m l  s ' exp l iquera i t  par  : 

1- La modification des rés idus  de ' lys ine ,  de tyrosine ou des 2 à l a  f o i s  ; 

ces rés idus  s e r a i e n t  donc impliqués dans l ' a c t i v i t é  du s i t e  toxique. 

2- Le masquage du s i t e  toxique par  s u i t e  du ve r rou i l l age  dû aux ponts 

mé thy léniques . 
3- Les deux mécanismes conjugués. 

Les ponts méthyléniques peuvent ê t r e  in t raca téna i res ,  i n t e r c a t é n a i r e s  

ou internioléculaires.  Dans c e  de rn ie r  cas,  on ob t i en t  des é d i f i c e s  polymériques 

emprisonnant des molécules de nucléoprotéines ou d 'aut res  produi ts  présents  

dans l e  mil ieu,  en p a r t i c u l i e r  s i  l a  détoxicat ion e s t  prat iquée su r  des 

préparat ions b ru tes  ou semi-purifiées de toxine  ( 151 ). Dans l e  cas de 

prépara t ion du vaccin, l a  toxine u t i l i s é e  d o i t  ê t r e  t r è s  pure a f i n  d ' é v i t e r  

tous l e s  phénomènes d ' a l l e r g i e .  

- 

Les études por tant  s u r  l e  pouvoir immunogène de l 'anatoxine on t  

about i  aux conclusions suivantes : 

1- La capaci té  à indu i re  des ant icorps  n e u t r a l i s a n t s  augmente avec 

le  degré de pureté de l 'anatoxine ; c ' e s t  à d i r e  se lon l e  nombre de polymères 

ex i s t an t s .S i  une toxine e s t  t r è s  pure, il ne s e  forme pas ou peu de polymères 

au cours du processus de détoxicat ion.  

2- Le pouvoir lmunogène augmente d 'autant  p lus  que l ' é t a t  moléculaire 

de l ' anatoxine  e s t  p lus  proche de c e l u i  de l a  toxine nat ive .  



3- Il existe une forme monomèrique de l'anatoxine pure dans le même 

état nmléculaire que la toxine et ayant la même activité floculante spécifique. 

La persistance, dans l'anatoxine, de la configuration originelle de la molécule 

de toxine, constitue donc un élément important de la réponse anticorps. 

B) Le vaccin 

Actuellement, l'anatoxine brute a été remplacée pour la vaccination par 

l'anatoxine purifiée et adsorbée. 

L'utilisation des anatoxines purifiées entraîne une diminution des 

réactions vaccinales mais également une baisse de pouvoir antigénique par la 

suppression d'antigénes accessoires se comportant conmie des substances 

adjuvantes. Une autre explication serait que des altérations se produisent 

quand la purification est effectuée après la détoxication ( 127 ) . - - 

Dans le cas des jeunes enfants, il est intéressact d'avoir une 

anatoxine dont 1' immunogénicité est renforcée par la présence de substances 

inoffensives stimulant l'activité des cellules immunocompétentes. 

L'action des adjuvants est un phénomène immunologique général : 

ainsi au cours de l'immunisation d'un animal, les anticorps formés ont un 

titre plus élevé si l'animal présente un abcès ou une inflammation au point 

d' inoculation. 

En ce qui concerne la vaccination humaine, la technique la plus 
- -- 

efficace et la plus inof fençive est l'adsorption des antigènes sur des sels 
minéraux formant avec 1 'antigène un précipité insoluble. Ce précipité est 

retenu au point d'inoculation sous forme d'un "granulome à corps étranger" 

persistant plusieurs semaines. Le contact prolongé de l'antigène avec les 

cellules immunocompétentes aboutit à la formation régulière des anticorps 

avec un titre élevé. 

Les premières préparations vaccinales ont fait appel à l'alun. 

Actuellement, ce sont surtout des dérivés minéraux, l'hydroxyde ou le 

phosphate d'aluminium qui sontutilisés (Tétavax-Mérieux : hydroxyde dlaluminium ; 

1PAD.T-Pasteur : phosphate de calcium). 

La législation française a rendu obligatoire cette vaccination en 1940. 

a) Protocole -------- 

Les vaccins antitétaniques adsorbés sont pratiqués en injection 
- --.-- 



sous-cutanée. Le schéma classique comporte 3 injections espacées d'un mois 

( i l  e s t  possible de ne f a i r e  que 2 injections car l a  réponse immunitaire due 

à oes vaccins e s t  t r è s  élevée) ; un an après l a  dernière injection, puis tous 

l e s  5 ans, des rappels assurent une imanunité parfai te .  Les réactions post- 

vaccinales sont bénignes : même les  sujets  allergiques peuvent se f a i r e  

vacciner contre l e  tétanos sans aucnn risque. 

b) Seuil d ' imunité  --------------- 

Une protection to ta le  e s t  assurée quand l e  taux sérique d'Ac AT e s t  

égal ou supérieur à 0 , l  U I / m l  ( 63 ). Il n'y a, cependant pas de parallélisme 

entre  ce taux e t  l'immunité effect ive,  selon l a  nature des anticorps e t  l eu r  

"avidité" pour l a  toxine. TURPIN ( 150 ) a remplacé ce  seui l  de 0,l  ~ I / m l  par 

une zone de protection comprise entre 0,01 U I / m l  e t  0 , l  U I / m l .  

1 uni té  antitoxique internationale e s t  l ' a c t i v i t é  spGcifique de 0,309 mg du 

sérum étalon de COPENHAGUE désséché. 

Régonse imun i t a i r e  humorale -- ......................... 

L'imanunité antitétanique dépend du type de vaccin, du nombre 

d' injections e t  de rappels, mais surtout de l a  capacité de réponse de chaque 

individu. 

Selon HERZOG e t  GAIFET ( 78 ), l e s  Ac AT é tan t  dosés par une 

technique au la tex,  l e  taux maxiinum d'Ac AT e s t  a t t e i n t  3 à 4 semaines après 

l a  vaccination e t  persis te  de façon variable entre 8 jours e t  3 mois. 

Environ 1 % des su je t s  vaccinés n'atteignent pas l e  taux protecteur 

de 0,1 U I / m l  ; chez 5 % des mêmes personnes, l a  protection n 'es t  plus assurée 

après 5 ans. 

Les injections de rappel entrainent 1' apparition d' une réponse 

anamnestique mais s i  e l l e s  sont trop fréquentes, on observe un blocage du taux 

des Ac AT. 



u a l i t é  de l a  vaccination an t i t é t an ique  d) -9 .............................. --- 

E l l e  e s t  : -fonction de l a  g r a v i t é  de l a  maladie 

- inoffensive,  su r tou t  s i  l ' anatoxine  in jec tee  e s t  p u r i f i é e  

se lon l a  technique de B I Z Z I N I ,  TURPIN e t  RAYNAUD (127)' (151). 

-eff icace,  durab l e  

L ' u t i l i s a t i o n  d'une anatoxine pure, l ' i n j e c t i o n  de l ' an t igène  en 

quan t i t é  s u f f i s a n t e  associé  a un adjuvant a i n s i  que l'espacement c o r r e c t  des 

in jec t ions ,  about issent  aux mei l leurs  r é s u l t a t s .  

La vaccinat ion an t i t é t an ique  i n d u i t  l a  Eormarsion d 'ant icorps  a l o r s  

que l a  maladie n ' e s t  pas ina~lunisante. La dose morte l le  pour un ho- correspond 

à 1/20O0 de ml de toxine. Pour c rée r ,  avec l a  toxine, un état immunitaire 

comparable à c e l u i  provoqué par 1 ml d'anatoxine, il f a u d r a i t  200 doses 

mortel les de toxine ( 1 2 8 ) .  

2 O )  ---- Immunité_gassive-: ---  --------- Immunoglobulines 

Par négligence e t  par  manque d'information, l a  population f rança i se  

est  m a l  protégée contre  l e  tétanos.  La sérothérapie  qui ,  en cas de contamination, 

assure  une couverture e f f i cace ,  e s t  devenue une prat ique t rop systèmatique. 

L ' in jec t ion  répétée  d'anatoxine té tanique,  en p a r t i c u l i e r  au cheval ou B 

l'homme, permet d 'obteni r  des sérums hyperimmuns ou des so lu t ions  d ' an t i tox ine  

p u r i f i é e  e t  concentrée ( 140 ) u t i l i s é s  pour l a  sérothérapie  humaine. 

A)  Sémun htstéroilope 

L ' u t i l i s a t i o n  de ce sérum peut donner l i e u  à des réact ions  a l l e rg iques  

(chocs anaphylactiques, phénomène d' Artus, etc. . . ) dépendantes des ant icorps  

c i r c u l a n t s  e t  de l ' h y p e r s e n s i b i l i t é  r e ta rdée  contre l e s  proté ines  équines ( t2,o ) 

L'inoculat ion e s t  r é a l i s é e  se lon l e  procédé de BESREDKA : l e  sérum est  i n j e c t é  

par  voie  sous-cutanée, par  p e t i t e s  f rac t ions  e t  à i n t e r v a i l e s  r é g u l i e r s  

(30 minutes environ) ; l a  moindre manifestat ion cutanée d ' a l l e r g i e  e n t r a i n e  

l ' a r r ê t  de l ' i n j e c t i o n .  

B) Intérêt  des immunogZobuZines humaines 

L e s  immunoglobulines humaines sont  largement supérieures aux sérums 

animux.  E l l e s  suppriment le  r i sque de réact ions  a l lergiques  ; de p lus  l a  

demie-vie de ces immunoglobulines e s t  de 20 à 43 jours,  donc beaucoup plus 

importante que c e l l e  des immunoglobulines hétérologues (qui va de quelques 



heures à quelques jours) .  Actuellement, l a  dose u t i l i s é e  e s t  de 250 U I ,  e n  

i n j e c t i o n  intramusculaire chez l ' a d u l t e  ; par  c e t t e  voie,25 à 30 % des 

i~~imunoglobulines i n j e c t é e s  passent  dans l a  c i r c u l a t i o n  sanguine, l e  r e s t e  e s t  

d é t r u i t .  

c )  Rôle des centres de trm,sfusion dans Za production des immunogZobuZines 
-.- - - -  - - - .  - 

antitétaniques hwnaines ( 62 1. 

Jusqu'en 1975, c ' e s t  essentiel lement un problème de d i s t r i b u t i o n  qu i  

s 'est  posé : l a  d i f fus ion  p a r  l e s  C.T.S. des immunoglobulines AT en pharmacie 

n 'é tant  pas légalement poss ib le .  Une firme conmerciale a v a i t  donc s a i s i  l e  

marché y d i f f u s a n t  des imunoglobulines AT provenant du 

commerce in te rna t iona l  de produi ts  sanguins, dénoncé par 1'O.M.S ; pour une 

f a i b l e  pa r t ,  ces  imunoglobulines é t a i e n t  produites à p a r t i r  de prélèvements 

e f fec tués  s u r  des donneurs hyperimwnisés, cec i  en i n f r a c t i o n  avec l a  

l é g i s l z t i o n  : 

- La l o i  du 21 j u i l l e t  1952 h a b i l i t e  s e u l s  l e s  C.T.S. à c o l l e c t e r ,  

f r ac t ionner  e t  d i s t r i b u e r  l e  sang humain e t  s e s  dér ivés  (cent res  à b u t  non 

l u c r a t i f )  

- ~'hyperimmunisat ion des donneurs en  vue de l a  prépara t ion 

d'inmunoglobulines spéci f iques  ne peut  ê t r e  f a i t e  que dans les établissements 

de t ransfus ion sanguine en  v e r t u  de l a  l o i  du 2 Août 1961. 

- En 1966, l e  Conseil des Communautés Européennes élimine l e  sang 

humain e t  ses  dérivés des d i spos i t ions  concernant l e s  s p é c i a l i t é s  pharmaceutiques 

A p a r t i r  du l e r  Janvier  1975, l e s  C.T.S. purent d i s t r i b u e r  les 

imrinoglobulines dans l e  c i r c u i t  pharmaceutique. 

L e  minis tère  de l a  Santé décida en  1976 de supprimer l e s  cen t res  

de prélèvement non agréés e t  de mettre f i n  à l a  commercialisation des 

immu~ioglobulines spéci f iques  AT e t  anticoqueluches p a r  des f i m s  pr ivées .  

Finalement, depuis le l e r  septembre 1977, l e s  C.T.S. doivent fourn i r  l a  

t o t a l i t é  des immunoglobulines. Il a é t é  nécessa i re  de mettre s u r  pied une 

organisa t ion renforcée de l a  c o l l e c t e  des plasmas r i ches  en  ant icorps  

an t i t é t an iques .  

D) ColZecte des plasmas riches en Ac AT. 

Le dépistage systématique des Ac AT, e f f e c t u é  au C.T.S. de LILLE 



par  une technique d'électroimmunodiffusion, permet d ' o r i e n t e r  vers l e  

fractionnement, des sérums e t  plasmas r i ches  en  A c  AT (taux égal  ou supér ieur  

à 4 UI/ml), e t  de sé lec t ionner  l e s  donneurs por teurs  de ces anticorps pour les 

prélèvements par  plasmaphérèse. 

Des campagnes de vaccination,  chez l e s  donneurs de sang, son t  

également ef fec tuées  en  vue de l e u r  assurer  une protec t ion immunitaire contre  

i e  tétanos.  Quand l e  taux d'Ac AT des s u j e t s  vaccinés e s t  supérieur à 8 UT/ml,  

ces  personnes son t  conviées à des dons en plasmaphérèse permettant d 'obtenir  

des quant i  tés importantes de plasmas r i ches  en  ant icorps  ant i té taniques .  

La plasmaphérèse consis te  e n  un prélèvement s é l e c t i f  de plasma . 
Après prélèvement du sang, celui-ci  e s t  cent r i fugé  pendant 10 minutes à 

3000 t/mn. Pendant ce temps, l e  donneur r e ç o i t  du sérum physiologique. 

A l a  f i n  de l a  cent r i fugat ion,  l e  plasma surnageant e s t  décanté s tér i lement  

dans une poche de t r a n s f e r t  par  un procédé de presse.  Les globules rouges 

son t  r é i n j e c t é s  au  donneur par  autotransfusion.  L'opération e s t  renouvelée 

e t  500 m l  de plasma, en moyenne, son t  a i n s i  prélevés à chaque séance. 

Un examen médical rigoureux (hémogramme, urémie, glycémie, 

radiophotographie e t  électrocardiogramme) a i n s i  que l e  dosage des ant icorps  

an t i t é t an iques ,  sont  e f fec tués  à chaque plasmaphérèse. 

En 1978, 5644 plasmaphérèses ont  é t é  prélevées au C.R.T.S. de LILLE. 

En 1979, 5988 plasmaphérèses an t i t é t an iques  on t  e t 6  réa l i sées .  

Préparation des imnogZoEuZines 

A p a r t i r  des plasmas sé lec t ionnés ,  l e  Centre de Transfusion prépare - 
se lon  l a  méthode c lass ique  de f r a c t i o ~ n e m e n t  de COHN ( 44 1, des immuno- 

globiilines spéci f iques .  En f a i t ,  on o b t i e n t  p lu tô t  une préparat ion e n r i c h i e  

en  ant icorps ,  contenant, pour 100 m l ,  16,5 grammes d' inanunoglobulines dont 

quelques microgrammes seulement sont  spécif iques.  La concentrat ion de l ' a c t i v i t é  

ant icorpale  spéci f ique  dépend de l a  quan t i t éd ' an t i corps  présente dans l e  plasma 

hyperimmun de départ .  La technique de COHN permet de récupérer  40 à 50 % des 

ant icorps  contenus dans l e  plasma à f rac t ionner .  Sachant que l a  prépara t ion 

thérapeutique d o i t  conteni r  125 U I / m l ,  s eu l s  l e s  plasmas ayant  un t i t r e  



d'Ac AT é g a l  ou supér ieur  à 4 ~I/ml sont  u t i l i s é s .  

Dans le b u t  d'employer les plasmas ou sérums dont l e  taux d'Ac AT 

e s t  i n f é r i e u r  à l a  limite c i t é e  p lus  haut e t  d 'obteni r  une f r a c t i o n  d 'ant icorps  

monospécifiques, l e  C.T.S. de BORDEAUX a mis au po in t  une méthode de p répara t ion  

d' immunoglobulines an t i t é t an iques  par  chromatographie d ' a f f i n i t é  ( 12 1 ) . 
Cependant, l e  passage du s tade  "laboratoire" à l a  production i n d u s t r i e l l e  pose 

de nombreux problèmes. 

V I )  CONCLUSION 

Le tétanos e s t  une maladie in fec t i euse  due à l a  pénét ra t ion  dans 

l'organisme, par  une p l a i e  souvent minime, du b a c i l l e  de NICOLAIER. 

Ce b a c i l l e  syn thé t i se  une toxine neurotrope dont nous avons d é c r i t  les e f f e t s .  

En 1978, s u r  400 cas de tétanos déclarés  dont 5 dans l e  Nord, 200 

fu ren t  mortels .  Il e s t  donc indispensable de prémunir l a  population contre c e t t e  

maladie e n  développant l a  vaccinat ion qui ,  jusqu'à présent ,  n'a pas été 

prat iquée  de façon e f f i cace .  

Pour assure r  une p ro tec t ion  immunitaire immédiate, en cas d ' in fec t ion ,  

l ' i n j e c t i o n  d'immunoglobulines an t i t é t an iques  humaines e s t  recomaildée. Les 

Centres de Transfusion produisent des préparat ions r i ches  e n  ant icorps  an t i -  

té taniques  ; il l e u r  est donc nécessa i re  de sé lec t ionner  l e s  prélèvements 

contenant un taux élevé de ces ant icorps .  

L 



TECHNIQUES DE DEPISTAGE ET DE DOSAGE DES 
ANTICORPS ANTITÉTANIQUES 

- .  

Les ceIstres de t ransfus ion sont  soumis à des obl igat ions  de r a p i d i t é  

pour sépare r  e t  regrouper l e s  plasmas spéci f iques .  Pour c e l a ,  i l s  doivent 

u t i l i s e r  des techniques de dépistage e t  dosage des ant icorps  an t i t é t an iques  

rapides,  p réc i ses  e t  reproductibles qui  permettront de sé lec t ionner  les 

plasmas de t i t r e  in té ressan t ,  su iv re  l ' évo lu t ion  des plasmaphérèses, con t rô le r  

e t  t i t r e r  l e s  plasmas en provenance d 'aut res  cent res  ou l e s  imunoglobulines 

spéci f iques  en cours de fabr ica t ion .  

C e  chap î t re  t r a i t e r a  donc des d i f f é r e n t e s  méthodes immunologiques 

adaptées au dépistage des Ac AT. Nous exposerons l e u r  pr incipe  e t  brièvement 

l a  méthodologie. La technique d 'é lec t ro imunodif fus ion u t i l i s é e  au l a b o r a t o i r e  

e s t  d é t a i l l é e .  

11 e s t  important de p r é c i s e r  que dans toutes  ces méthodes, il e s t  

icdispensable d ' in t rodu i re  un témoin d'Ac AT à 4 U I / m l .  En e f f e t ,  nous avons 

déjà  évoqué l e  problème de l a  prépara t ion des immunoglobulines ; l e  rendement 

du fractionnement de COHN é t a n t  f a i b l e ,  pour ob ten i r  des immunoglobulines 

3 125 U I / m l ,  l e s  plasmas de départ  doivent avoir  un t i t re  égal ou supér ieur  

à 4 U I / m l .  

1 )  TITRAGE DES AC AT I N  VIVO CHEZ LA SOURIS 

C'est une méthode de n e u t r a l i s a t i o n  de l ' e f f e t  l é t a l  de l a  toxine 

té tanique standard de COPENHAGUE à 1000 Lf/ml ( p r i s e  comme référence) par 

l e s  Ac AT. 

Le  sérum ou plasma à é t u d i e r  e s t  d i lué  du I : 10 au 1 : 100; 1 m l  de c e t t e  

d i l u t i o n  e s t  a jou tée  à 1 m l  de toxine d i luée  au 1 : 65 .  Après 2 heures de contact  

à température ambiante, 1 m l  de chaque mélange e s t  i n j e c t é  en  intramusculaire 

à 2 s o u r i s  de 18 à 20 g ; 4 jours plus t a rd ,  l e  nombre de sour i s  mortes 

a t t e i n t e s  de tétanos e s t  é t a b l i .  Le t i t r e  du sérum é t u d i é  est c a l c u l é  à 

p a r t i r  de l a  d i l u t i o n  qui  a  protégé l a  sour i s .  



Il f a u t  procéder en  deux temps : l a  première étape permet d'encadrer 

une valeur g ross iè re  du t i t re ,  l a  détermination p réc i se  é t a n t  r é a l i s é e  dans un 

deuxième essa i .  

Cette technique e s t  complexe ; e l l e  nScessi te  de nombreuses d i l u t i o n s ,  

des animaux e t  l e s  s t r u c t u r e s  pour les a c c u e i l l i r ,  l a  manipulation de toxine. 

Le r é s u l t a t  n ' e s t  obtenu qu'après un d é l a i  de 4 jours.  

C e  n ' e s t  donc pas une technique de rout ine  mais l a  technique de 

référence i n s c r i t e  à l a  pharmacopée, c a r  e l l e  mesure l ' a c t i v i t é  biologique 

réelle des A c  AT. E l l e  permet d' apprgcier  l ' a c t i v i t é  thérapeutique des 

imniunoglobulines spéci f iques .  

C e  test est p ra t iqué  pour l e  C.R.T.S. de LILLE à l ' I n s t i t u t  Pasteur 
de GARCHES. 

I I )  TITRAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQZTES I N  VITRO 

1') Méthodes basées s u r  l a  p r é c i ~ i t a t i o n  e n  mi l ieu  gélosé ------------ 

Méthode de MANCINI ( 96 ) adaptée par NETTER ( 1 1 2 ) . 

a )  Principe ( f igure  1 ) .  ------------ --- 
Les ant icorps  d i f fusen t  librement dans l a  gélose contenant de l 'ana- 

toxine tétanique : dans l a  zone d'équivalence de concentrat ion des ant icorps  AT 

e t  de l 'anatoxine s e  forme un anneau de p réc ip i t a t ion .  La surface  dél imi tée  par  

l 'anneau a i n s i  formé est proport ionnelle à l a  quan t i t é  d'Ac AT déposée. Il e s t  

donc poss ib le  de titrer un sérum, plasma ou une immunoglobuline par rapport  

à une gamme éta lon.  

b )  Technique. --..------ 
Dans un gel  d' agarose à 1 % (p/v) en tampon véronal à pH 8,6 ,  on 

i n t r o d u i t  7 % (v/v) d'anatoxine tétanique d i luée  (à 30 Lf/ml pour le  dosage 

des immunoglobulines, à 15 Lf/ml pour l e  t i t r a g e  des sérums ou plasmas) ; ce 

gel  e s t  ensu i t e  coulé su r  des plaques de verre .  Des p u i t s  son t  pra t iqués  dans 

l a  gélose, dans lesquels  15 u l  des d i l u t i o n s  d'immunoglobulines (ou de sérum 

é ta lon)  e t  des échant i l lons  é tudiés  son t  déposés. Les- lames sont  e n s u i t e  

entreposées e n  chambre humide pendant 30 à 48 heures. + 

La surface  dél imi tée  par l e s  anneaux de p r é c i p i t a t i o n  e s t  proportion- 

n e l l e  à l a  q u a n t i t é  d'Ac AT déposée dans l e  p u i t s  . Par mesure du diamètre des 

anneaux, une courbe é t a l o n  en  fonction de l a  concentrat ion d'Ac AT est  é t a b l i e  ; 

l e  taux d'Ac AT en U I / m l  e s t  déterminé par in te rpo la t ion  s u r  l a  courbe. 
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c) Avantages e t  inconvénients. 

Cette méthode e s t  économique, simple e t  ne nécess i te  aucun apparei l lage.  

La s e n s i b i l i t é  e t  l a  reproduc t ib i l i t é  sont  t r è s  bonnes, cependant l e  déla i  de 

48 heures nécessaire à l 'obtent ion des r é su l t a t s  f a i t  que c e t t e  technique 

n ' es t  pas u t i l i s é e  en routine.  I)e plus,  l a  mesure du diamètre de l'anneau 

e s t  entachée de sub jec t iv i t é .  

B) Méthode selon Za technique de LAURELL (9 1 ) (1  00) . 

Sous l ' inf luence d'un champ élect r ique,  l e s  anticorps migrent dans un 1 
gel contenant de l 'anatoxine tétanique. La formation du complexe insoluble 

antigène-anticorps e s t  v i sua l i s é  sur l a  plaque sous fonne d'un p i c  de 

précipi ta t ion.  Par mesure de l a  hauteur du p ic ,  on détermine, en fonction d'une 

gamme étalon,  l a  concentration en Ac AT de l ' échan t i l lon  étudié.  

b) Techniaue . 
Un gel  d'agarose-agar à 1 % (p/v) en tampon véronal-lactate à 

pH 8,6 e s t  mélangé avec de l 'anatoxine à 1000 Lf /ml  d i luée  de t e l l e  s o r t e  

qu ' i l  y a i t  0,6 à 0,85 Lf par  m l  de gélose. Celle-ci e s t  coulée s u r  des 

plaques de verre  ; 10 u l  des d i lu t ions  de l a  gamme éta lon (ixnunoglobuline 

ou sérum) e t  des échant i l lons  à é tud ie r  sont  déposés dans l e s  pu i t s  pratiqués 

dans l e  gel .  La migration dure deux heures, sous ré f r igéra t ion ,  à ra ison de 

150 mA par plaque. Les plaques sont ensui te  lavées en  eau physiologique e t  

séchées une n u i t  sous papier absorbant. 

Après colorat ion au bleu de Coomassie e t  décoloration, l a  hauteur 

des p ics  e s t  mesurée. Le taux d'Ac AT en UI/ml des échant i l lons  e s t  déterminé 

par  rapport à l a  courbe hauteur des pics  en fonction de l a  concentration 

é t a b l i e  avec l a  référence. La réponse e s t  l i néa i r e  jusqu'à 30 ~ I / m l  environ. 

C) Avantages -,-----,-----------------~ e t  inconvénients 

c ' e s t  une technique reproductible e t  peu onéreuse. La s p é c i f i c i t é ,  

fonct ion de l a  pureté de l 'anatoxine employée, e s t  bonne ; l a  s e n s i b i l i t é  

semble supérieure à c e l l e  du MANCINI (96,112). 

La préparation du gel  e s t  mé~iculeuse .  Pour t i t r e r  précisément, il 

e s t  nécessaire de d i l ue r  L'échantillon pour s e  placer dans l a  zone de 

l i n é a r i t é  de l a  courbe. 

La mesure de l a  hauteur du p i c  e s t  subjective.  Le dé la i  d 'obtention 

du r é s u l t a t  e s t  de 24 heures. 



Figure 2 

TECHNIQUE D' ELECTROIMMUNODIFFUSION SIMPLE (LAURELL (9 1 , 1 00) ) 

gamme étalon 

échantillons doser 

la courbe étalon h = f ( Q c  AD ) est tracée et on en déduit, par mesure 

de la hauteur du pic obtenu pour l'échantillon à doser, le taux d'Ac AT. 



La méthode exposée ici est celle de ENTWISTLE et ELRIDGE ( 55) 

adaptée au laboratoire Australia du C.R.T.S. de LILLE pour le dépistage et 
1 

le titrage des anticorps antitétaniques précipitants. 

En 1979, 214.000 prélèvements ont ainsi été étudiés dont 18.800 

(soit 9 %) ont montré des taux élevés égaux ou supérieurs à 4 UI/ml. 

a) 

Sous l'influence d'un champ électrique, les Ac AT et l'anatoxine 

migrent l'un vers l'autre dans la gélose. Dans la zone d'équivalence de 

concentration des deux substances, il se forme un complexe antigéne-anticorps 
insoluble, visible sous forme d'un arc de précipitation. La distance entre cet 

arc et le puits où a été déposé l'échantillon permet d'apprécier le taux d'Ac AT 

contenu dans celui-ci par rapport à une gamme étalon. 

b Tg~h~~g:~z 

Sur des plaques de verre (14x18 cm), sont coulés 60 ml de gélose 

(Indubiose A 37 ,I .B .F .) à 1 % (p/v) en tampon véronal à pH 8,6 : 

Diéthylmalonylurée sodée 

Diéthylmalonylurée 

Acgtate de sodium 

Azide de sodium 

H20 distillée 

ce tampon est également utilisé pour 1'électrophorSse. 

12 rangées de 20 puits de 4 mm de diamètre et distants de 8 mm bord à bord sont 

percées par une PERFODISTRIMATIC (APELAB). 25 ul des échantillons ainsi que de 

la gamme étalon (immunoglobuline étalon 3 110 ~I/ml, C.N.T.S. ; sérums à 4 et 

8 ~1/ml, Institut Pasteur) sont déposés dans les réservoirs situés à l'anode ; 

les puits situés à'la cathode sont remplis d'anatoxine tétanique (1000 ~f/ml) 

diluée de manière à n'obtenir des arcs de précipitation que pour des taux 

d'Ac AT égaux ou supérieurs à 4 UI/ml. La raigr~tion est effectriée sous une 

intensité de 80 mA par plaque (100 V) pendant une heure. 

La lecture des plaques se fait sur une boîte lumineuse à fond noir avec 

éclairage latéral. 

Le taux approximatif d'Ac AT des échantillons est déterminé par 

comparaison de la distance entre puits et arcs de précipitation avec celle 

observée pour la gamme de référence. 



Un dosage précis, notamment pour les Umnunoglobulines, peut être 

réalisé par dilution de celles-ci, du 1:10 au 1:40 en général. Le titre d'Ac AT 

est calculé en multipliant la dernière dilution positive par 4 UIIml. 

C) Avantages et inconvénients ------ ------------------- 
Cette technique est rapide, peu coûteuse ; elle permet l'évaluation 

approximative du titre des sérums, plasmas ou immunoglobulines en fonction de la 

position des arcs de précipitation. L'avantage essentiel de cette mgthode est qu'il 

n'y a pas d'effet de zone c'est-3-dire que des taux d'anticorps très faibles ou 

très élevés sont mis en évidence (2,5 à 170 UIIml au moins). 11 y a généralement 

une bonne correspondance avec les tests effectués sur souris, on note parfois des 

discordances pour les plasmas titrant moins de 4 UIIml. 

Comme pour les techniques précédemment citées, l'inconvénient majeur 

réside dans la subjectivité d'interprétation des résultats. D'autre part, pour 

déterminer le titre exact des inmunoglobulines AT, de nombreuses dilutions 

doivent être préparées. 

L'étalonnage du lot d'anatoxine est également un gros problème du fait 

même de la difficulté de lecture. NOUS avons indiqué plus haut que la limite de 

détection en E.I.D. était fixée au laboratoire 2t 4 UI/ml 

" _ -  
2") Méthodes basées sur 1 'agglutination ------------------ 

Quand on met en présence un antigène fixé sur une particule et les 

anticorps correspondants, on observe la formation d'agrégats de plus en plus 

importants, en fonction de la concentration en anticorps, alors que le liquide 

surnageant est de plus en plus clair. Ceci est la conséquence d'une agglutination 

que l'on visualise facilement. 

L'agglutination passive directe est utilisée pour le dépistage des 

Ac AT : l'anatoxine tétanique est fixée à la surface de particules, latex ou 

hématies, par adsorption simple ou par des procédés chimiques (action de 

l'acide tannique ou du glutaraldéhyde, diazotation). Quand les anticorps 

correspondants sont mis en présence de la suspension, la formation du complexe 

antigène-anticorps aboutit à l'élaboration d'un réseau de particules ; s'il 

n'y a pas d'Ac AT dans l'échantillon, le milieu reste homogène (particules 

non agrégées). 



Figure 3 

ELECTROIMMUNODIFFUSION DOUBLE ( 55 ) 

colonne 1 : échantillons Zi doser. Par appréciation de la position de l'arc, 

le taux d'Ac AT est estimé. 

colonne 2 : gamme étalon. Plus le taux d'Ac AT est élevé, plus l'arc est 

éloigné du puits (ici témoins à 8, 6 et 4 UIIml). 



ALEXANDER e t  MûNGRIEFF ( 2,3 ) décr ivent  l e  t e s t  au l a t e x  qu i  e s t  

adapté par  JOUJA ( 80 ) e n  microméthode. 
26 

HERZOG, GAIFFE, TURPIN e t  B I Z Z I N I  (79,46) mettent au point  une 

r é a c t i o n  s u r  plaque. 

Des d i l u t i o n s  successives de ra i son  2 du sérum à é t u d i e r  son t  

mélangées à volume égal  avec l a  suspension de l a t e x  s e n s i b i l i s é  avec de 

l ' anatoxine .  L'ensemble e s t  l a i s s é  en contact  3 heures à 3 7 ' ~ .  

Dans l e  cas d'un r é s u l t a t  p o s i t i f ,  l e s  pa r t i cu les  sont  agglutinées 
au fond des godets ; l e  r é s u l t a t  e s t  considéré cornne négatif  lorsque l e  

contenu des godets r e s t e  homogène donc t rouble .  

Le t i t r é  agglut inant  du sérum e s t  l e  taux de l a  dernière  d i l u t i o n  

présentant  une agg lu t ina t ion  n e t t e .  

Cette technique e s t  simple e t  reproductible mais ne permet pas 

d 'obteni r  directement l e  taux en  U I / m l  par  rapport  2 un é ta lon mais après 

conversion à l ' a i d e  d'une t a b l e  de correspondance. 

C ) Mdthodes d 'hémagg Zutination passive directe ( f ip i re  41 . 

a)  P r i n c i ~ s -  
La technique de prépara t ion du r é a c t i f  ( identique en  technique 

manuelle e t  automatique) e s t  dérivée de c e l l e  de NELSON ( 111 ). D e s  hématies . 
humaines, de groupe O , sont  revêtues d'anatoxine tétanique purissime par un 

agent couplant : l e  chlorure de chrome. Les Ac AT contenus dans l ' é c h a n t i l l o n  

à é t u d i e r  s e  combinent avec l 'anatoxine f i x é e  su r  les hématies - ce l l e s -c i  

sont  donc r e l i é e s  e n t r e  e l l e s  e t  forment des agg lu t ina t s  en q u a n t i t é  p lus  Qu 

moins importante se lon l a  concentrat ion d'Ac AT du sérum. 

Différentes techniques dér ivant  du principe exposé ci-dessus ont  

é t é  m i s e s  au point .  Les va r ia t ions  e s s e n t i e l l e s  r és idan t  dans l e  choix des 

hématies humaines ou de cobaye, l e s  processus d'automatisation e t  les 

d i l u t i o n s  des r é a c t i f s ,  nous ne l e s  décrirons pas. 

Toutes l e s  techniques d 'agglut inat ion son t  s u j e t t e s  à l ' e f f e t  de 

zone, la  p lupar t  ne peuvent être u t i l i s é e s  su r  plasmas e t  nécess i t en t  une ou 

p l u s i e u r s  d i l u t i o n s .  D e s  r éac t ions  faussement pos i t ives ,  dues à des in te r fé rences  

avec l e  fac teur  rhumatolde ( I g  M a n t i  Ig  G) par  exemple, sont  observées. 



HEMAGGLUTINATIOH PASSIVE DIREXiT 



Un complexe antigsne-anticorps en phase liquide, traversé par un rayon 

lumineux, disperse une quantité de lumière proportionnelle à sa concentration. 

La source lumineuse est constituée par un rayon laser émettant un faisceau de 

lumière cohérente monochromatique très étroit et de haute intensité. La mesure 

de la dispersion de la lumière est effectuée sous un angle optimum de 31 '8. Ces 

deux éléments : source lumineuse et angle de mesure assurent à la méthode une 

extrême sensibilité. La lecture s'effectue sur un écran à affichage digital 

directement gradué en pourcentage R.L.S (Ratio Light Scattering) 

b) &~J&cg_t@g 

Le C.T.S. de BORDEAUX ( 135 ) a fait quelques essais de mise au point 

qui se sont avérés peu concluants. Les causes des difficultés rencontrées sont 

variées : 

- Les sérums chyleux ne permettent pas la moindre mesure 
- Il faut utiliser des volumes de 25 à 50 y1 de sérm non dilué ce qui 

entraîne une glévation de R.L.S. du témoin blanc sérum et des différences dosages 

moins témoins peu significatives. 

- La forte concentration en PEG 6060 (2,5 2) permettant la réaction 

anatoxine - Ac AT provoque la floculation d'immunoglobulines non spécifiques. 
Dans ces conditions, l'étude a été abandonnée momentanément. 

La radioimrmnologie s'est considérablement développSe depuis les 

premiers essais de YALOW et BERSON en 1959 ( 172 ). D'abord utilisée pour le 

dosage de substances en très faibles quantités, telles que les hormones, elle 

s'est étendue, depuis 20 ans, à de nombreuses disciplines. 

Ce sont des techniques en phase solide (41) (42) qui ont été utilisées 

pour le dosage des Ac AT. (21) (72) (146) 

Cette méthode est basée sur la compétition entre les Ac AT solubles d'un - - 

échantillon et les Ac AT insolubilisés sur une phase solide pour la toxine 
125 tétanique marquée B l'iode I . 



Dans un premier temps, l e s  Ac AT furent  i n s o l u b i l i s é s  par l i a i s o n  

covalente à l a  bromoacétylcellulose ( 72 ) ( 131 ). 

La technique f u t  améliorée en  f i x a n t  l e s  Ac AT s u r  des tubes en  

polyéthylène (41) (42) (21). 

La f i g u r e  5 montre les d i f f é r e n t e s  étapes pour l e s  deux var iantes  poss ib les .  - - - - - -- - ----- 

b) Techniques non c o m ~ é t i t i v e s  d i t e s  "en sandwich" (46)  (167) ------ ----------- ..................................... _- J 

or) Principe  

Le pr incipe  de ces méthodes e s t  schématisé dans l a  f igure  6. 

L'anatoxine té tanique est f ixde  su r  une surface  p las t ique  ( 42 ).  Les Ac AT 

m i s  e n  présence de c e t t e  phase sol ide ,  s e  l i e n t ,  proportionellement à l e u r  

concentrat ion,  à l 'anatoxine f i x é e  s u r  l e  polystyrène. Après incubation,  l a  

phase s o l i d e  e s t  lavée e t  mise en contact  avec une proté ine  (anatoxine, IgG 

de l a p i n  a n t i  IgG humaine, e t c . .  .) marquée à l ' iode  qui  s e  l i e  aux 

ant icorps .  Après un nouveau lavage, l a  r a d i o a c t i v i t é  f i x é e  s u r  l a  phase s o l i d e  

e s t  mesurée à l ' a i d e  d'un compteur de rayonnement g a m .  

Dans ces condit ions,  il e s t  poss ib le  de doser l e s  Ac AT par  rappor t  

à une gamme é ta lon .  

8 ) Applications 

- Technique du C.N.T.S. 

DROUET ( 50 ) a mis au point  une technique o h  l a  phase so l ide  e s t  cons t i tuée  

pas une b i l l e .  Les Ac AT f i x é s  sonq mis en évidence p a r  l 'anatoxine té tanique 

marquée à 1 ' 1 ' ~ ~ ( 6 7 )  

- Technique du C.T .S. de LILLE (104) (105) 

L'anatoxine e s t  f ixée  su r  une plaque p las t ique  dont l e s  cupules sont  faci lement 

découpées l o r s  du comptage. pour mettre en évidence les Ac AT, on u t i l i s e  de l a  
125 pro té ine  A marquée à l ' iode  1 . Ce cons t i tuan t  membranaire de S t .  aureus 

possède l a  p ropr ié té  de se f i x e r  électivement s u r  l e  fragment Fc des immuno- 

globulines de c lasse  IgG. 

Ces techniques sont  t r è s  sens ib les   IO-^ UI/ml) e t  p réc i ses ,  e l l e s  s o n t  

semi-automatisables. 

Les c r i t è r e s  d'.ch j e c ~ l v i t é  des r é s u l t a t s ,  de r e p r o d u c t i b i l i t é  e t  de s e n s i b i l i t é  

sont  respectés  ; l a  correspondance avec l e  test sour i s  est bonne. Cependant, I 
l 'équipement coûteux e t  l ' u t i l i s a t i o n ,  s t r ic tement  réglementée, des radio- 

éléments, fon t  de ces techniques un domaine réservé à quelques cent res  importants., 



Figure 5 - 

DOSAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUES 

PAR METHODE RADIOIMMUNOLOGIQUE COMPETITIVE 

Cdmpétition 
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L' IMMUNOENZYMOLOGI E O 
La législation concernant l'utilisation des substances radioactives 

et le coût élevé du matériel nécessaire, limitent l'emploi des techniques 

radioisotopiques à quelques centres importants. 

11 n'est donc pas possible de développer dans tous les C.T.S. une 

méthode radioimmunologique de dépistage et de dosage des Ac AT. 

Les techniques immunoenzymatiques sont basées sur les mêmes principes 

que la radioimmunologie. L'immunoenzymologie réunit Les avantages de celle-ci, 

sans en avoir les inconvénients : les réactifs marqués avec un enz-yme sont 

aisés à préparer, se conservent facilement ; l'amplification par action de 

l'enzyme permet d'accéder à des sensibilités et des spécificités voisines 

ou identiques à celles des méthodes radioimmunologiques, et elle donne des 

résultats objectifs. 

Dans ce chapitre, nous exposerons, après l'historique, les principes 

des différentes techniques immunoenzymatiques et les applications de l'immune- 

enzymologie dans différents domaines de la biologie. Nous aborderons ensuite 

les premiers essais d'adaptation aux dépistage et dosage des anticorps anti- 

tétaniques. Ceci nous permettra d'introduire et de justifier le choix de la 

méthode que nous avons mise au point. 

1) HISTORIQUE 

C'est dans le domaine de l'histochimie que l'immunoenzymologie fut 

utilisée pour la première fois. 

En 1950, COONS et KAPLAN ( 45 ) mettaient au point la technique d'immune- 

fluorescence pour localiser des constituants cellulaires. De nombreuses 

méthodes immunocytologiques ont été développées depuis, elles ont toutes un 

point commun : une substance marqueur liée à un anticorps et visible en 

microscopie optique ou électronique (voire les deux). 

De très nombreux marqueurs ont été employés : 

- substances fluorescentes ( 45 ), surtout en microscopie optique 

- substances radioactives utilisées par BERENBAUM en 1959 ( 22 ) 

- la ferritine, utilisée par SINGER ( 141 ) surtout pour des études 

ultrastructurales. 

- des métaux lourds, utilisés en 1961 par PEPE ( 117 ). 
Mais aucun de ces marqueurs n'est pleinement satisfaisant. 

L'immunofluorescence est une technique longue et difficilement automatisable, 

l'utilisation des isotopes radioactifs est coûteuse et régie par une 



l é g i s l a t i o n  sévère. La masse moléculaire importante de l a  f e r r i t i n e  

(747000 daltons)  gène l a  pénét ra t ion  du complexe an t i aorps - fe r r i t ine  dans l e s  

t i s s u s .  Les enzymes ont  donc é t é  envisagés comme marqueur. 

Les études de STRAUS - en 1964 ( 148 ) puis  c e l l e s  de GRAHAM e t  

KARNOVSKY en 1966 ( 65 ) préconisent l a  péroxydase de r a i f o r t  (horse radish  

peroxydase : HRP ; E.C.1.11.1.7) comme t raceur .  

En 1966, W 4 N E  e t  PIERCE ( 109 ) marquent l e s  ant icorps  avec l a  

HRP par  l ' i n te rmédia i re  du p p' dif luoro- m m' dini trophényle sulfone (FNPS). 

Simultanément, une a u t r e  équipe : AVRAMEAS e t  URïEL ( 14 ) , 
u t i l i s e  également un conjugué anticorps-HRP, l e  couplage é t a n t  r é a l i s é  à 

l ' a i d e  de carbodiimides hydrosolubles. 

Ces conjugués sont  u t i l i s é s  pour l o c a l i s e r  des const i tuants  e n  

histochimie ( 14 ) ( 109 ) ou pour doser des proté ines  en immuno-diffusion 

(14). 

Un progrès t r è s  important e s t  dû aux travaux ~'AVRAMEAS qui  e n  

1968 ( 6 ) e t  1969 ( 7 ), emploie l e  glutaraldéhyde comme agent 

b i fonct ionnel  de couplage e n t r e  proté ine  e t  enzyme. La méthode de couplage 

e s t ,  par  l a  s u i t e ,  améliorée pa r  AVRAMEAS e t  TERNYNCK ( 13 ) en 1971. 

En 1971, l'immunoenzymologie prend un essor  considérable. Jusque 

l à  cantonnée à l a  l o c a l i s a t i o n  des const i tuants  c e l l u l a i r e s  e t  à l ' é t u d e  

de l a  synthèse des ant icorps  ( 8 ) ( 1 4 4 ) ,  l'immunoenzymologie e s t  

appliquée, à p a r t i r  de c e t t e  date,  au dosage q u a n t i t a t i f  des déterminants 

membranaires des c e l l u l e s  lymphoïdes ( 9 ) m a i s  auss i  à l ' analyse  

q u a n t i t a t i v e  des l iquides  biologiques e t  humoraux. 

La méthodologie développée pour l a  mise en place de ces techniques 

e s t  comparable à c e l l e  u t i l i s é e  pour l a  radioimmunologie ( 102 ). Ainsi ,  

AVRAMEAS e t  GUILBERT ( 10 ) , ENGVALL e t  PEiUMANN ( 53 ) e t  VAN WEEMEN e t  

SCHUURS ( 153 ) .mettent e n  compétition l ' an t igène  à doser e t  le  même antigène 

couplé à un enzyme pour l a  l i a i s o n  avec l ' an t i corps  homologue, f i x é  s u r  une 

phase s o l i d e  (const i tué ,  en l 'occurence de c e l l u l o s e  ac t ivée  a u  CNBr). 

Au cours de ces e s s a i s ,  des concentrat ions de l ' o r d r e  de 1 à 100 ng/ml de 

proté ines  o n t  é t é  déterminées. 

En 1972, ENGVALL e t  PEU- ( 155 ) u t i l i s e n t  pour l e  ~ r e m i e r  

dosage d 'anticorps le pr incipe  de f i x a t i o n  des pnj té iner  s u r  tubes de 

polystyrène,  mis au point  par  CATT e t  TREGEAR e n  1967 ( 42 ) , pour l a  

radioimmunologie. VAN WEEMEN e t  SCHULTRS ( 154 ) r é a l i s e n t  des dosages d'haptènes. 

Toutes les techniques inmunoenzymatiques dont nous avons p a r l é  

se déroulent  en phase hétérogène, c 'est-à-dire q u r i l  y a une étape de 

sépara t ion du conjugué l i é  d'avec l e  conjugué r e s t é  l i b r e .  



En 1972, RUBINSTEIN e t  c o l l .  ( 134 ) mettent au po in t  une technique 

d i t e  "en phase homogène", c a r  e l l e  ne nécess i te  pas de sépara t ion.  

En 1973, l e s  méthodes de dosage s e  fondant s u r  un mode de réac t ion  

non compétitif se développent ( 19 ) ( 98 ) . 
NAKANE e t  KAWAOI étudient ,  en  1974, une nouvelle méthode de couplage 

basée su r  l 'oxydation périodique de la  copule glucidique de c e r t a i n s  enzymes 

e t  permettant de l e s  l i e r  à des proté ines  ( 108 ). 

L a  même année, VOLLER (158 ) remplace l e s  tubes en polystyrène 

habituellement employés comme support,  par  des plaques de m i c r o t i t r a t i o n  

COOKE de même nature chimique. Cette innovation.  ouvre de l a rges  perspect ives  

d ' u t i l i s a t i o n  pour l a  technique imunoenzymatique qui  peut a i n s i  être prat iquée 

à plus  grande échel le  e t  automatisée facilement. 

A l ' heure  a c t u e l l e ,  l e s  méthodes inmunoenzymatiques son t  largement 

employées dans de nombreux domaines .(voir appendice ) . 



11) DûSAGES IMMUNOENZYMATIQUES 

I ls  son t  tous basés su r  l ' u t i l i s a t i o n  d'un coniplexe obtenu pa r  

l i a i s o n  d'un antigène ou ant icorps  avec un enzyme qu i  permettra l e  dosage 

e n  f i n  de réact ion.  

Ceci n ' e s t  poss ib le  que s i  ce conjugué conserve ses a c t i v i t é s  

immunologiqüe e t  enzymatique e t ,  dans l e  cadre des techniques fondées s u r  l a  

compétition, s ' i l  garde l a  même constante d ' a f f i n i t é  que l a  proté ine  3 doser.  

Ces techniques peuvent être c lassées  en  fonct ion de c r i t è r e s  t r è s  

d ivers ,  tou te fo i s  nous avons essentiel lement retenu l ' ex is tence  ou non d'une 

étape de sépara t ion conjugué l i é  / conjugué l i b r e ,  ce  qui nous permet de 

d i f f é r e n c i e r  les techniques e n  phase homogène des techniques e n  phase hétérogène. 

D e  nombreuses dénominations ont  été a t t r i b u é e s  à ce  deuxiàme type de méthodes 

(phase hétérogène) : 

E. I .A .  : Enzyme irmnunoassay 

E.L.A. : Enzyme labe l l ed  assay 

C.E.L.I.A. : Cornpetitive enzyme l inked immunoassay 

E.L.I.S.A. : Enzyme l inked immunosorbent assay 

C e  de rn ie r  terme e s t ,  peut-être, le plus  approprié c a r  il i d e n t i f i e  phases 

homogène e t  hétérogène en même temps q u ' i l  d i f fé renc ie  ces techniques de 

c e l l e s  employées pour les réac t ions  de co lo ra t ion  e n  microscopie. 

Dans un ~ r e m i e r  temps, l e s  d i f f é r e n t s  pr incipes  de réac t ion  seront  

envisagés. Nous verrons e n s u i t e  l e s  problèmes de méthodologie concernant chaque 

é tape  de ces techniques : (préparat ion de la phase so l ide ,  du conjugué, e t c . . . ) .  

Schémas ----  réact ionnels  -------  

Le pr incipe  de l a  réact ion imnunoenzymatique u t i l i s a n t  de nombreuses 

va r ian tes  techniques en  fonct ion du type de dosage à ef fec tue r ,  il nous a 

semblé p lus  c l a i r  d'exposer séparément l e s  techniques l e s  p lus  u t i l i s é e s  en  

l e s  regroupant dans un cadre a r b i t r a i r e  dépendant du principe de l a  r é a c t i o n  

immunologique . 

A) Dosage immunoenzymatique en phase hm..ogène '(figure 71 

RUBINSTEIN ( 134 ) u t i l i s a  c e t t e  méthode pour l e  dosage de l a  

morphine. La morphine, couplée au lysozyme, e s t  incubée avec des ant icorps  
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antimorphine ; l a  f i x a t i o n  de ces ant icorps  s u r  l e  conjugué inhibe l ' a c t i v i t é  

du lysozyme. L a  morphine l i b r e  présente dans le sérum é t u d i é  e n t r e  e n  

compétition avec l a  mrph ine  conjuguée à l'enzyme, pour l a  f i x a t i o n  des anticorps 

induisant  une levée, plus ou moins importante, de l ' i n h i b i t i o n  de l ' a c t i v i t é  du 

lysozyme. 

Cette méthode a é t é  employée essent ie l lement  pour des substances de 

f a i b l e  poids moléculaire ou haptènes ( s u r t o u t  hormones, c o r t i s o l ,  T4,  thyroxine, 

drogues e t  médicaments) e t  en f a i t ,  il s ' a g i t  uniquement de dosages d'antigènes. 

La f i g u r e  7 présente  le  schéma de c e t t e  technique, dont l e  pr incipe  est à l a  

base du système E . M . I . T . ~  (BASTIANI < 16)), 

b) Réact i fs  ------- 

Les enzymes u t i l i s é s  son t  l e  p lus  souvent le  lysozyme, l a  glucose-6 

phosphate deshydrogénase e t  l a  malate deshydrogénase. 

Le couplage haptène-enzyme e s t  r é a l i s é  l e  plus souvent p a r  l ' i n t e r -  

médiaike d'anhydrides mixtes. Cela n ' e s t  poss ib le  que s i  l 'haptène con t i en t  un 

groupement acide. 

L a  r éac t ion  mise en  jeu e s t  l a  suivante : 

Le rapport  molaire H p / E n z p  dokt obéi r  à c e r t a i n s  c r i t è r e s  : 

- l a  f i x a t i o n  de l 'haptène  s u r  l'enzyme ne d o i t  pas modifier 

l ' a c t i v i t é  enzymatique. 



- La f i x a t i o n  de l ' an t i corps  ( d i r i g é  contre l 'haptène) s u r  l e  

complexe d o i t  induire  une i n h i b i t i o n  de l ' a c t i v i t é  enzymatique l a  p lus  

importante poss ib le .  

- L'aaticorps anti-haptène ne d o i t  pas modifier ' " l ' ac t iv i t é  de 

l'enzyme lorsque l 'haptène n ' e s t  pas couplé avec ce lui -c i .  

Récemment, une technique en phase homogène u t i l i s a b l e  pour les 

proté ines  de n'importe que l l e  t a i l l e  a é t é  développée ( 61 ). Des proté ines  

son t  couplées à l a  f i-galactosidase d lE.col i .  La f i x a t i o n  d'Ac d i r i g é s  

contre  ces proté ines  s u r  l e  conjugué en t ra ine  une i n h i b i t i o n  de 95 % de 

l ' a c t i v i t é  de l'enzyme, s i  l e  s u b s t r a t  chromogénique u t i l i s é  e s t  de t a i l l e  

importante ; l ' i n h i b i t i o n  n ' e s t  pas observée pour des s u b s t r a t s  de f a i b l e  

t a i l l e  ( c e c i  donne à penser que l ' i n h i b i t i o n  s e r a i t  d 'or ig ine  s t é r ique) .  

Cette technique a permis de déceler  des quan t i t é s  d'IgG humaines de l ' o r d r e  

de 0,25 à 4,O &les. 

La s e n s i b i l i t é  e s t  identique à c e l l e ,  des techniques développées 

pour des haptènes. 

B )  Dosage imnoenzymatique en phase hétérogène, 

a )  Dosage des antigènes ---- --------- ----- 
a) Par compétition ( f i g u r e  8) 

L'antigène à doser e s t  mélangé avec l ' an t igène couplé à l'enzyme, 

i l s  e n t r e n t  a l o r s  en  compétition pour l a  f i x a t i o n  s u r  une f a i b l e  q u a n t i t é  

d 'ant icorps .  Toutes les molécules d'anticorps son t  l i é e s  à des molécules 

d'antigène. L'antigène l i é  (couplé ou non à l'enzyme) e s t  ensu i t e  séparé  

de l ' an t igène  l i b r e  (couplé ou non à l'enzyme). 

x S i  l a  r éac t ion  a l i e u  en mil ieu l iqu ide ,  l e s  méthodes employées 

seront  : l a  p r é c i p i t a t i o n  par  l e  polyéthylène glycol  ou le  s u l f a t e  d'ammonium, 

l a  méthode du double ant icorps  $our l'Ag l i é ) ,  ou l e s  sépara t ions  s u r  charbon 

a c t i f  ou rés ines  échangeuses d r i o n s  (pour l'Ag l i b r e ) .  Toutes ces techniques 

son t  couramment employées en  radioimunologie .  

i S i  l a  r éac t ion  a l i e u  e n  phase so l ide ,  c 'est-à-dire s i  l ' a n t i c o r p s  

est  f i x é  s u r  ce l lu lose  ou su r  p las t ique ,  l a  sépara t ion s ' e f f e c t u e  pa r  simple 

lavage s u i v i  de cent r i fugat ions  s i  on u t i l i s e  l a  ce l lu lose .  L ' a c t i v i t é  

enzymatique est  ensui  t e  déterminée pa r  add i t ion  d r  un s u b s t r a t  dont la 

dégradation abou t i t  à un produi t  coloré,  l e  plus souvent, ce qui permet une 

l e c t u r e  au  spectrophotomètre ou v i s u e l l e .  

 activité enzymatique s e r a  d 'autant  moins importante q u ' i l  y aura p lus  

d'antigène dans l ' é c h a n t i l l o n  à doser ( f igures  8a et  ab). 
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Figure 9 

DOSAGE DES ANTIGENES PAR ?ETHODES NON COMPETITIVES 
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8 )  Méthodes non compétitives ( f igure  9) 

* Méthode immunoenzymométrique (en mi l ieu  l iqu ide ) .  

Le pr incipe  est le  même que c e l u i  du dosage radioimmunornétrique : l ' a n t i c o r p s  

couplé à l'enzyme e s t  a jou té  e n  excès à l ' an t igène correspondant à doser de 

t e l l e  s o r t e  que ce lui -c i  s o i t  totalement u t i l i s é .  

Après incubation,  des p a r t i c u l e s  so l ides  (ce l lu lose ,  sépharose 4 B, 

e tc . . . )  s u r  l e sque l l es  o n t  é t é  f ixées  pa r  covalence des molécules d 'antigène,  

son t  a joutées  en  excès. Celles-ci f i x e n t  donc l e  conjugué Ac-enzyme n 'ayant  

pas réagi  e t  son t  éliminées par  cent r i fugat ion.  L ' a c t i v i t é  enzymatique est 

mesurée dans l e  surnageant. E l l e  e s t  d'aut-ant p lus  importante que l ' an t igène  

é t a i t  présent  en  grande quan t i t é  dans l ' é c h a n t i l l o n  étudié.  

i Méthode double ant icorps  d i t e  "sandwich" (en phase s o l i d e ) .  Cet te  

technique, insp i rée  de l a  méthode radioinnnunologique d é c r i t e  pa r  WIDE ( 167 ), 

n ' e s t  appl icable  que pour l e s  antigènes possédant au  moins 2 s i t e s  de f i x a t i o n  

des anticorps.  La substance à doser e s t  incubée avec un excès d 'anticorps 

i n s o l u b i l i s é  s u r  une phase so l ide .  Toutes l e s  molécules d 'antigène se f i x e n t .  

Le même ant icorps ,  couplé à l'enzyme e s t  ensu i t e  a jou té  en excès également ; 

il v i e n t  se f i x e r  su r  l e  deuxième s i t e  de l ' an t igène.  L'excès de conjugué 

anticorps-enzyme est  él iminé par lavage e t  l e  dosage enzymatique permet de 

déterminer l a  quan t i t é  de conjugué l i é  à l a  phase so l ide ,  donc l e  taux d 'ant i -  

corps. 

Toutes ces méthodes permettent de doser des antigènes avec une 

s e n s i b i l i t é  à peu près ident ique  à c e l l e  des dosages radioinmminologiques. 

b )  Dosage --- ------------ des a n t i c o r ~ s  - ( f igure  10) 

a) Par compétition ( f igure  10a) 

L'anticorps à doser e s t  mélangé à une quan t i t é  connue du même 

ant icorps  marqué par un enzyme. Les deux ant icorps  en t ren t  e n  compétition 

pour l a  f i x a t i o n  s u r  les molécules d'antigène correspondant i n s o l u b i l i s é .  

Après sépara t ion e t  é l iminat ion de l a  phase so l ide ,  1' a c t i v i t é  enzymatique 

est  dosée dans le  surnageant. L ' ac t iv i t é  e s t  inversement propor t ionel le .  à 

l a  quan t i t é  d 'anticorps contenue dans l ' échan t i l lon  à é tud ie r .  

If- 8 )  Méthodes non compétitives ( f igures  lob e t  10c) 

z Avec anti-globuline marquée ( f igure  lob) d i t e  méthode i n d i r e c t e :  

L'antigène e s t  i n s o l u b i l i s é  s u r  une phase so l ide .  Le sérum à é tud ie r  e s t  mis 

e n  présence de c e t  antigène e t  l e s  ant icorps  homologues s e  f i x e n t  pa r  

l 1 i n t e m é d i a ? r e  de l ' an t igène  s u r  c e t t e  phase s o l i d e .  Un lavage permet 
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d'éliminer le sérum e t  les composants qui  n 'ont  pas réagi .  Une anti-globuline,  

c 'est-à-dire des anticorps (de lapin ,  mouton, e t c .  ..) a n t i  I g  humaines, couplée 

à un enzyme e s t  a joutée  e t  se f i x e  s u r  toute  molécule d 'ant icorps  l iée à l a  

phase so l ide .  Par lavage, l ' excès  d'anti-globuline e s t  éliminée e t  l e  s u b s t r a t  

est finalement i n t r o d u i t .  La dégradation du s u b s t r a t  par l'enzyme en un produit  

co lo ré  permet de q u a n t i f i e r  l e  conjugué f i x é  e t ,  p a r  l à  même, l e  taux d 'ant icorps  

de l ' échan t i l lon .  Selon l ' an t ig lobu l ine  u t i l i s é e  ( a n t i  IgG ou a n t i  IgM), il est  

poss ib le  de d i f f é r e n c i e r  l a  c l a s s e  d ' Ig  étudiée.  

+ Avec l 'ant igène.  marqué ( f igure  IOc) . 
L'antigène est  f i x é  s u r  une phase so l ide ,  l ' a n t i c o r p s  à doser e s t  a j o u t é  e t  

se f i x e  à l a  phase s o l i d e  par  réact ion avec l ' an t igène .   excès de r é a c t i f  

est  él iminé pa r  lavage, puis  l e  même antigène, marqué par un enzyme, es t  

a jouté .  Il se f i x e  s u r  l e  s i te  anticorps r e s t é  l i b r e .  11 s u f f i t ,  après  lavage, 

d 'a jouter  l e  s u b s t r a t  de l'enzyme pour pouvoir déterminer l a  quan t i t é  d'Ac 

i n t r o d u i t e  au départ .  

Ce sont  l e s  techniques les plus  couramment u t i l i s é e s  qui o n t  étf- exposées i c i .  - - -.- - 
D e  nombreuses var iantes  en o n t  é t é  t i r é e s  (BELANGER (18) . 

2') Réact i fs  nécessa i res  à l a  r e a l i s a t i o n  de dosages i m n o e n z ~ a t i q u e s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ---- 

Nous ne décr i rons  i c i  que les principaux r é a c t i f s  u t i l i s é s  dans les 

techniques e n  phase hétérogène, ceux employés au cours des techniques e n  

phase homogène ayant d é j à  é t é  c i t é s  : 

- Les r é a c t i f s  de sépara t ion du conjugué l i é /  l i b r e .  

i En mil ieu  l iqu ide  : i l s  on t  é t é  d é c r i t s  dans l a  

technique de dosage compéti t i f  des antigènes.  

r En phase s o l i d e  : an t i corps  ou antigène i n s o l u b i l i s é  

(immunoadsorbants) 

- Obtention du conjugué par couplage d'un antigène ou d'un ant icorps  

avec l'enzyme. 

- Subst ra t  de l'enzyme. 

A) L 'imtnunoadsorbant . 
L'immunoadsorbant peut s e  d é f i n i r  comme un matér ie l  insoluble  dont 

c e r t a i n s  cons t i tuan t s  possèdent l a  p ropr ié té  de pouvoir se combiner s p é c i f i -  

quement à des protéines.  Il peut  ê t r e  obtenu par f i x a t i o n  chimique i r r é v e r s i b l e  

ou adsorption physique d 'anticorps ou d 'antigènes,  sans q u ' i l  y a i t  p e r t e  

d ' a c t i v i t é  biologique, s u r  une matrice insoluble  ou par polymérisation des 



anticorps ou antigènes à l'aide de réactifs chimiques bifonctionnels. 

Les imunoadsorbants ont été utilisés comme phase solide pour 

séparer les composés libres et liés dans les techniques radioimmunologiques 

et immunoenzymatiques. 

a) Gels ----- 
Dans la première technique développée par ENGVALL ( 53 ) et 

VAN WEEMEN (153 ), les anticorps anti-HCG étaient couplés, soit à une 

m-aminobenzyl-oxyméthylcellulose selon le procédé de CAMPBELL et WELIKY 

( 37 ) - soit 3 une cellulose microcristaliine activée au CNBr (bromure 

de cyanogène) selon les techniques décrites par AXEN et PORATH ( 15 ) ou 

WIDE ( 166 ) ( 168 ). Il est également possible d'insolubiliser une protéine 

(antigane ou anticorps) sur du sépharose 4 B activé au CNBr ; ce type de phase 

solide a été utilisé par KAT0 et - al.( 83 ) ( 84 ) et STREEFKER et al. - 
( 149 ). On peut aussi lier des protéines a du Séphadex ou à de la cellulose 

microcristalline traités par oxydation périodique ( 57 ) (169 ). Les 

fonctions aldéhydes apparaissant sur le support traité réagissent avec les 

groupements aminés libres de la protéine. MAIOLINI et - al.( 95 ) ont utilisé 

comme phase solide un immunoadsorbant obtenu en polymérisant l'a-foetoprotéine 

semi-purifiée par addition de glutaraldéhyde selon la technique d'AVRAMEAS et 

TERNYNCK ( 12 ). Le glutaraldéhyde posssde deux groupements aldéhydiques 

actifs qui réagissent avec les groupements aminés des protéines (surtout 

E-aminés de la lysine) établissant ainsi des liaisons covalentes. La formation 

de polymères conduit à l'apparition d'un réseau de protéines insolubles 

formant gel. L'insolubilisation d'une protéine est quantitative aux alentours 

de son point isoélectrique ; en général, pour éviter une trop grande perte 

d'activité biologique, la réaction s'effectue à pH 5.0 (dans le cas de l'AFP 

( 95 ) elle a été réalisée B pH 7.0). 

Tous ces immuiioadsorbants sont préparés facilement, cependant leur 

utilisation comme phase solide dans les techniques immunoenzymatiques nécessite 

des centrifugations au cours des étapes de lavage et de séparation. Une 

amélioration a été apportée avec la mise au point par GUESDON et AVRAMEAS 

( 69 ), de billes composées d'un mélange d'agarose et de polyacrylamide 

et rendues magnétiques par l'inclusion, au coeur du gel, de Peso4. Sur ces 

billes, commercialisées par IBF sous le nom de MAGNOGEL 44 , il est 
possible de fixer un antigène ou un anticorps suivant les protocoles mis 

au point pour les gels d'agarose ( 122 ) ou de polyacrylamide ( 165 ). 



GUESDON l ' a  u t i l i s é  comme support  s o l i d e  dans l e  dosage irnm~~oenzymatique 

des IgE (701, 

b )  Solides -------- 

GATT e t  TREGEAR ( 42 ) avaient  développé, pour la  radioimmunologie, 

l ' u t i l i s a t i o n  de tubes p las t iques  recouverts  d 'ant igène ou d 'ant icorps  con= 

phase so l ide .  ENGVALL e t  PERLMANN ( 54 ) r e p r i r e n t  ce p r inc ipe  au p r o f i t  de 

1 'inmiunoenzymologie . En e f f e t ,  un grand nombre de molécules son t  suscep t ib les  

de s' adsorber s u r  l e s  p las t iques  : glycoprotéines 

( 75 ), l i popro té ines  ( 60 ), DNA ( 52 ) ( - 6 8  ) ( 119 ) mais a u s s i  

polysaccharides bac té r i ens ,  seu l s  ( 38 ) ou l iés à l a  poly-L-Lysine ( 66 ). 

On ne connait  r i e n  du mécanisme de c e t t e  f i x a t i o n  mais l a  na ture  chimique de 

l a  matière p l a s t i q u e  u t i l i s é e  (polyvinyles, polystyrènes,  e tc . . . )  
1 

- -- - 
semble jouer un rôle e s s e n t i e l  dans ce  processus :(43). De p lus  on 

observe quelquefois  une d i f fé rence  de capaci té  d'adsorption des proté ines  

e n t r e  d i f f é r e n t s  l o t s  de f ab r i ca t ion  de p las t ique .  

Après l e s  tubes,  VOLLER e t  - a l .  ( 158 ) u t i l i s è r e n t  des plaques de micro- 

t i t r a t i o n  qu i  conviennent par t icul ièrement  aux études à grande éche l l e  e t  

permettent une économie de r é a c t i f s .  

HAMAGUCHI ( 74 ) puis KAT0 (86) employèrent des morceaux de 

s i l i c o n e  ou des t i g e s  de ve r re  comme support  ( 73 ). Des disques de papier  

p l a s t i f i é  ( 40 ) e t  même des pa rce l l e s  de ve r re  ( 163 ) f u r e n t  également 

u t i l i s é s  dans des méthodes mises au po in t  pour l e  dépistage de l'Ag HBs 

(ant igène a s s o c i é  à l ' h é p a t i t e  v i r a l e  de type B ) .  

Actuellement, l e  support s o l i d e  l e  plus couramment employé est l a  

plaque de m i c r o t i t r a t i o n  (COOKE) . 
Il e x i s t e  d i f f é r e n t s  systèmes d ' incubat ion  pour recouvr i r  les pa ro i s  

p las t iquesavec  un antigèze ou un ant icorps .  Le système de CATT e t  TREGEAR est  

le plus  fréquemment appliqué. 

L'antigène ou l ' a n t i c o r p s  e s t  s o l u b i l i s é  dans un tampon carbonate - bicarbonate 

à pH 3.6 , c e t t e  s o l u t i o n  e s t  déposée dans l e  tube ou l a  cupule à s e n s i b i l i s e r  

e t  l a i s s é e  en  contac t  à des températures e t  pendant des périodes v a r i a b l e s  

s e l o n  l a  protéine.  

Un c e r t a i n  nombre de travaux décr ivent  un a u t r e  système ( 143 ) ( 68 ) ( 60 ) 

( 99 ) ( 92 ) ( 74 ) ( 86 ) : l e  tampon dans lequel  l a  proté ine  à f i x e r  

e s t  mise en s o l u t i o n  e s t  à un pH proche de l a  n e u t r a l i t é  pH 7.2 - 7.4 (eau 

physiologique tamponnée par  des ions phosphates ou tampon PBS). Les 



paramètres de temps d' incubation,  température e t  concentra t ion  e n  proté ine  

son t  à déterminer en fonct ion  du système antigène-anticorps u t i l i s é .  

Selon l a  technique développée pa r  l a  s u i t e ,  les prépara t ions  

d 'ant igènes ou d 'ant icorps  se ron t  par t ie l lement  ou totalement p u r i f i é e s ,  

c e c i  pour améliorer  l a  s p é c i f i c i t é  des réac t ions  innnunologiques mises e n  jeu, 

Les tubes ou plaques s e n s i b i l i s é s  sont  f a c i l e s  e t  rapides d'emploi c t  

permettent l ' au tomat isa t ion ,  Cependant, l e u r  usage présente  deux inconvénients 

majeurs : 
- L e s  substances s o n t  simplement adsorbées physiquement, il peut  

donc se produire des p e r t e s  de matér ie l  adsorbé au cours des incubations e t  

lavages répétés .  Pour p a l l i e r  c e  handicap, BOENISCH ( 28 ) t r a i t e  les 

plaques au glutaraldéhyde avant adsorpt ion  de l a  f e r r i t i n e .  SOHL-AKERLUND 

e t  - a l .  ( 1 4 3 ) ,  après  avoi r  s e n s i b i l i s é  des  plaques de m i c r o t i t r a t i o n  dans le  b u t  

de doser  des IgA, f i x e n t  l a  ~ r o t é i n e  adsorbée par  add i t ion  de glutaraldéhyde. 

Ces méthodes ne se ron t  pas fréquemment r ep r i ses .  

- La capaci té  d 'adsorption est  l imi tée  e t  c e c i  d ' au tan t  p l u s  qu'on 

t r a v a i l l e  en microméthode (plaques COOKE) .Par contre, l e s  é tapes  de s é p a r a t i o n  

sont  s impl i f i ées  par  l ' u t i l i s a t i o n  de t e l s  supports ~ u i s q u ' e l l e s  se f o n t  par  

lavage. 

A l 'heure  a c t u e l l e ,  l e s  recherches s e  poursuivent pour t rouver de nouveaux 

supports  p las t iques  ( 116 ) e t  d é f i n i r  les fac teur s  inf luençant  l ' adsorp t ion  

des proté ines  ( 106 ) ( 82 ). La p lupar t  des techniques immunoenzymatiques 

sont  r é a l i s é e s  e n  tubes (macrométhodes) ou s u r  plaques de m i c r o t i t r a t i o n  

(microméthodes), a i n s i  l ' au tomat isa t ion  e s t  plus a i s é e  à mett re  en  oeuvre. 

B) Le conjugué 

Di f fé ren t s  f ac teur s  in terv iennent  dans l a  prépara t ion  d'un conjugué 

protéine-enzyme. Celui-ci d o i t  conserver son immunoréactivité tou t  en  ayant une 

a c t i v i t é  spéci f ique  importante. 

Le choix de l'enzyme d o i t  ê t r e  e f fec tué  e n  fonct ion  d'un c e r t a i n  

nombre de c r i t è r e s  : 

L'enzyme d o i t  a v o i r  un haut  degré de pure té  e t  l ' a c t i v i t é  spéc i f ique  l a  p lus  

importante poss ib le ,  c e t t e  a c t i v i t é  ne d o i t  pas, ou peu, être rédu i t e  après 

l e  couplage avec l ' an t igène  (ou l ' an t i co rps )  . Il f a u t  d ' au t re  p a r t i  que 

l'enzyme s o i t  s t a b l e  à température du l abora to i re ,  de même que l e  conjugué 



obtenu après  couplage. Ce complexe protéine-enzyme d o i t  être soluble e t  s e  

conserver facilement. L'enzyme ne d o i t ,  n i  ê t r e  sens ib le  à des e f f e c t e u r s ,  

ni être p résen t  dans l e  mi l ieu  à doser. 

La mise e n  évidence de l ' a c t i v i t é  enzymatique d o i t  ê t r e  simple, 

rapide e t  sens ible .  Les enzymes dont l ' a c t i v i t é  donne naissance à un produi t  

coloré  son t  u t i l . i sés  préférent ie l lement  . 
Il n 'exis te  pas d'enzymes idéaux de ce po in t  de vue, un c e r t a i n  

nombre pourtant ,  remplissent  suffisamment de conditions pour pouvoir ê t r e  

u t i l i s é  : l a  phosphatase a l c a l i n e  (8), l a  péroxydase de r a i f o r t  (53),  

l a  glucose oxydase ( 94 ) e t  l a  $-D galactosidase ( 85 ) ; actuellement, 

l e  marquage des proté ines  e s t  principalement r é a l i s é  à l ' a i d e  des deux premiers. 

La molécule marquée par  l'enzyme peut ê t r e  un antigène ou un ant icorps .  

Comme pour l a  prépara t ion de l a  phase so l ide ,  une p u r i f i c a t i o n  plus ou moins 

poussée de ces substances e s t  nécessa i re  pour éliminer l e s  i n t e r a c t i o n s  non 

spéci f iques  pouvant s e  manifester au cours de toute réac t ion  innminologique. 

Les ant igènes  é t a n t  de nature t r è s  va r iab le  ( su r tou t  les haptènes), les 

méthodes de p u r i f i c a t i o n  l e u r  sont  propres e t  l e u r  énumération en s e r a i t  

f a s t id ieuse .  Des pr incipes  c lass iques  peuvent ê t r e  m i s  e n  jeu  pour ob ten i r  

un haut degré de pure té  : chromatographies de g e l - f i l t r a t i o n ,  d'échange d ' ions 

ou en  couche mince - préc ip i t a t ions  au s u l f a t e  d'ammonium ou éthanoliques - 
ex t rac t ion  par  des solvants  e t  même u l t r acen t r i fuga t ion  ou chromatographie 

d ' a f f i n i t é .  Les ant icorps  possèdent une s t r u c t u r e  commune que l l e  que s o i t  

l ' espèce  productr ice  ce qui  permet un schéma de prépara t ion ident ique .  

Le degré de pure té  du matér ie l  à marquer dépend de l ' e s s a i  à r é a l i s e r .  Dans 

l a  p lupar t  des cas,  il s u f f i t  d ' u t i l i s e r  l a  f r a c t i o n  d'immunoglobulines t o t a l e  

obtenue pa r  p r é c i p i t a t i o n  s a l i n e  ou par chromatographie d'échange d ' ions .  

Cependant l ' u t i l i s a t i o n  d 'anticorps spéci f iques  ou de l a  f r a c t i o n  F(ab) des 

immunoglobulines permet de diminuer l ' i n t e n s i t é  de l a  colora t ion de fond 

(dûe aux réact ions  non spéci f iques)  e t  d ' u t i l i s e r  l e  conjugué à des d i l u t i o n s  

p lus  importantes. 

Les ant icorps  spécif iques d'un antigène son t  obtenus par chromatographie 

d ' a f f i n i t é  ( 46 ). Un immunoadsorbant s u r  lequel  a é t é  g r e f f é  un antigène,  

f i x e  tous les ant icorps  spéci f iques  de c e t  antigène tout  en adsorbant l e  

moins poss ib le  d 'ant icorps  non spéci f iques .  Les ant icorps  f i x é s  réversiblement 

e t  a i n s i  i s o l é s  de l 'ant isérum sont  d i s soc iés  du support sous l ' i n f luence  

d'une v a r i a t i o n  de pH ou par des agents d i s soc ian t s  t e l s  que : KCN, urée,  

chlorhydrate de guanidine, e tc . . .  



Les techniques c l a s s iques  de prépara t ion  des immunoadsorbants ont  d é j  à é t é  

évoquées dans l e  paragraphe 2' concernant l a  phase sol ide .  L'antigène peut 

être couplé à l a  c e l l u l o s e  ou au sépharose, à des b i l l e s  de polyacrylamide 

ou de ve r re  ; il peut  être i n s o l u b i l i s é  pa r  polymérisation au  moyen de r é a c t i f s  

b i fonct ionnels .  

Le fragment F(ab) des immunoglobulines e s t  obtenu par  a c t i o n  de l a  papalne 

(123) s u r  l e s  I g  t o t a l e s .  

Quelle que s o i t  l a  technique de p u r i f i c a t i o n  cho i s i e ,  il est  p ré fé rab le  

d'employer au dépar t  un sérum hyperimmun contenant un taux élevé d ' an t i co rps  

spéci f iques  . 

La nature très var i ab le  des antigènes implique l ' u t i l i s a t i o n  de 

méthodes de couplage spéci f iques  à chacun d'eux. Certaines techniques de 

couplage f o n t  i n t e r v e n i r  uniquement l e s  p a r t i e s  protéiques de l ' a n t i c o r p s  

e t  de l'enzyme par l ' i n t e rmédia i re  d'agents b i fonct ionnels  comme le  

glutarazdéhyde ; d ' a u t r e s  techniques u t i l i s e n t  l a  copule glucidique de 

l'enzyme s i  e l l e  e x i s t e .  Les premiers couplages fu ren t  r é a l i s é s  avec des 

agents  b i fonct ionnels  comme l e  4,4' d i f luoro  3,3' d i n i t r o  diphénylsulfone 

( 107 ) ( 1 10 ) qu i  donne de bons r é s u l t a t s .  Depuis, de t r è s  nombreux 

agents  couplants ont  é t é  essayés : carbodiimides ( 14 ), chlorure de l ' a c i d e  

cyanurique ( 11  ), orthodianisidine-bisdiazotée ( 6 ) .  

11 e x i s t e  actuel lement 3 modes principaux de couplage chimique : 

deux d 'ent re  eux fon t  appel à un agent b i f o n c t i o m e i ,  dimaléimi.de ou 

glutaraldéhyde,  l e  t roisième met en jeu 1' oxydation périodique de l a  copule 

' glucidique de l a  H.R.P. . ün de rn ie r  procédé de couplage f a i t  i n t e r v e n i r  l a  

l i a i s o n  innnunologique, il permet d 'obteni r  l e  complexe péroxydase-anti 

péroxydase. 

a) Couplage par  l e  N,N1 orthophenylène-dimaléimide 

Cet te  procédure a é t é  u t i l i s é e  par  KAT0 et  - a l .  (83) ; par 

l ' i n t e rmédia i re  de f a  dimaléimide il s ' é t a b l i t  un pont e n t r e  l e s  groupements 

SH - l i b r e s  de l'enzyme e t  de l ' an t i co rps .  S i  les groupements SH - s o n t  bloqués, 

on emploie l ' e s t e r  benzoïque de l a  N hydroxy;maléimido-succinimide q u i  r é a g i t  

avec l e s  groupements NH . Les conjugués obteniis ont  permis de r é a l i s e r  2 
l e s  e s s a i s  les plus sens ib les  en  immunoenzymologie (dosage de 0.03 fM d ' I g ~  

humaines) ( 74 ). Récemment, CASTRO e t  MONJI  ( 39  ) o n t  mis au p o i n t  l a  

synthèse d'un nouveau der ivé  naléimidé de l a  thyroxine qu i  permet le  couplage 



thyroxine-% galac tos idase  par  l ' i n t e rmédia i re  des groupements -SH de l'enzyme. 

0 ) Couplage par  l e  glutaraldéhyde 

En 1969, AVRAMEAS ( 7 )  d é c r i t  l e  couplage d'un enzyme avec une 

proté ine  par  1' in termédia i re  du glutaraldéhyde . Le glutarakdéhyde r é a g i t  

principalement avec les groupements aminés l i b r e s  ( 58 ), par t icul ièrement  

l e  groupement &-aminé de l a  l y s i n e  ( 33 ) ( 129 ), par  formation de bases  

de Sch i f f ,  encore que d 'aut res  mécanismes a i e n t  été proposés ( 129 ) 

( c f .  f i g u r e  1 1 ) .  En e f f e t ,  l a  s t r u c t u r e  du r é a c t i f  en s o l u t i o n  peut ê t r e  
I 

d i f f é r e n t e  de c e l l e  d'un aldéhyde, en  p a r t i c u l i e r  par  poiymérisation. Les 

s t r u c t u r e s  reprodui tes  ( f i g u r e  12)sont proposées. 

Le protocole  e n  1 temps d é c r i t  par  AVRAMEAS ( 7 ) cons i s t e  à 

mélanger l ' a n t i c o r p s  e t  l'enzyme à coupler  e t  à y a j o u t e r  l e  glutaraldéhyde 

gout te  à goutte.  Le conjugué obtenu après d ia lyse  e t  cen t r i fuga t ion  es t  

conservé à + 4' C.  Ce conjugué anticorps-enzyme e s t  composé d'une populat ion 

très hétérogène de complexes, mais il ne con t i en t  pas d 'ant icorps  l i b r e s .  

Le rapport  molaire moyen anticorps/enzyme e s t  compris e n t r e  1 e t  2. Les a c t i v i t é s  

inmiunologiques e t  enzymatiques son t  i n t a c t e s .  Le plus souvent, l e s  groupements 

aminés l i b r e s  ne p a r t i c i p e n t  pas à l ' a c k i v i t é  ca ta ly t ique  de l'enzyme n i  à 

l ' a c t i v i t é  ant icorps  ; l e u r  in te rven t ion  dans les réact ions  de pontage ne 

modifie donc pas l ' immunoréactivité du conjugué. Les r é s u l t a t s  obtenus avec c e  

conjugué , sont  parfai tement reproduct ib les  ( 53 ) ( 153 ) 
- ---- 

La technique a é t é  améliorée en 1971 par  AVRAMEAS e t  TERNYNCK ( 13 ). 

La péroxydase s e u l e  ne peut  ê t r e  i n s o i u b i l i s é e ,  même par  un excès de g lu ta r -  

aldéhyde ( 12 ) : c e t  enzyme possède peu de rés idus  de l y s i n e  (164) et- l a  plupart  

d 'ent re  eux présentent  probablement un blocage de l e u r  groupement &-aminé 

( 114 ). Quand le  glutaraldéhyde e s t  a j o u t é  en excès à l a  péroxydase, un seul  

des deux groupements aldéhydes r é a g i t  avec l'enzyme, l e  dér ivé  obtenu prend 

une conf igura t ion  t e l l e  que l e  groupement a c t i f  l i b r e  ne peut i n t e r a g i r  avec 

%ne nouvelle m l é c u l e  de péroxydase e t  r é a g i t  avec l e s  groupements aminés de 

l a  proté ine  a jou tée  pa r  l a  s u i t e .  La péroxydase e s t  d issoute  dans un tampon 

à pH neutre  e t  un excès de glutaraldéhyde e s t  a jouté .  La péroxydase a c t i v é e  

r é a g i t  e n s u i t e  à pH 9,s avec l a  s o l u t i o n  d 'ant icorps.  On o b t i e n t  une populat ion 

homogène de complexes dont l e  rapport  molaire ant icorps  / enzyme e s t  de 1 .  

D e  p lus  l a  péroxydase e s t  s t a b i l i s é e  par  l e  t rai tement au glutaraldéhyde.  

Les études de BOORSMA e t  KALSBEEK ( 3 1 ) donnent de nombreuses informations 

s u r  l a  na ture  des complexes obtenus pa r  l a  méthode en 2 temps : à t i t r e  i n d i c a t i f  

l e  f a i t  d 'avoi r  éliminer l a  péroxydase en excès, m u l t i p l i e  l ' a c t i v i t c d e  c e  

conjugué par  10 ( 156 ). 
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y) Couplage par oxydation périodique 

Cette méthode a é t é  d é c r i t e  par  NAKANE e t  KAWAOI e n  1974 ( 108 ). 

L a  HRP II est une glycoprotéine contenant environ 18 % de glucides ( 132 ) ; c e t t e  
- 

f r a c t i o n  glucidique n' i n t e r v i e n t  pas dans 1 ' a c t i v i t é  enzymatique, il est  donc 

poss ib le  de l 'oxyder par  ac t ion  du per iodate  de sodium sans pe r te  d ' a c t i v i t é  

enzymatique, par t icul ièrement  s i  tous l e s  groupements ci e t  E aminés e t  

hydroxyliques sont  bloqués par  l e  fluorodinitrobenzène avant oxydation, ceci  

pour é v i t e r  l a  polymérisation ( 138 ). Les fonctions aldéhydes a i n s i  formées 

réagissent  avec les groupements a ou E aminés des proté ines  mises e n  présence. 

Les r é s u l t a t s  obtenus semblent s a t i s f a i s a n t s  , cependant, c e r t a i n s  au teurs  o n t  

mis en évidence une v a r i a t i o n  sens ib le  du pourcentage de glucides su ivan t  les 

préparat ions de péroxydase , ce  qu i  exp l iquera i t  l e s  d i f f i c u l t é s  de 

r e p r o d u c t i b i l i t é  (1  60) . 

S ) Méthodes récentes 

Deux nouvelles méthodes ont  é t é  expérimentées en  1978. L'une conduit 

à l a  formation d'un pont d i s u l f u r e  inter-moléculaire e n t r e  une p ro té ine  X 

th io  l é e  e t  une p ro té ine  Y contenant des l i a i s o n s  d i s u l  f uriques réac t ives  

( 87 ). L'autre méthode permet d 'obtenir  un monoconjugué anticorps-enzyme : 

l'enzyme ( inver tase)  e s t  f i x é  s u r  succinylconcanavaline A sépharose 6 B ; les 

ant icorps  sont  ensu i t e  couplés à c e t  enzyme par  l ' in termédia i re  du glutaraldéhyde 

Le conjugué anticorps-enzyme e s t  é l u é  du ge l  par  1 'ci-méthyl mannoside ( 1  20). 

Le recul  n ' e s t  pas s u f f i s a n t  pour juger de l ' e f f i c a c i t é  r é e l l e  de ces deux 

techniques de couplage. 

Le de rn ie r  mode de couplage e s t  immunologique, il e s t  s u r t o u t  u t i l i s é  

e n  histochimie pour l aque l l e  il a été mis a u  point  p a r  STERNBERGER e t  - al .  

( 145 ). YORDE a employé ce  type de conjugué dans l a  technique C.E.L.I.A. ( 173 ) 

- 
Il e s t  assez  d é l i c a t  de séparer ,  après couplage, l e s  ant icorps  

l i b r e s  rés idue l s  des ant icorps  impliqués dans l e  conjugué ; e n  e f f e t ,  l e s  

d i f férences  de charge e t  de masse moléculaire sont  f a i b l e s .  Dif férents  milieux 

de g e l - f i l t r a t i o n  on t  donc é t é  é tud iés  par  BOORSMA e t  STREEFKERK ( 31  ) ; 

l e  gel  de polyacrylamide agarose (u l t roge l  Ac A-44) e s t  p lus  e f f i c a c e  que l e  

séphadex 6-200 mais- ;a sépara t ion n ' e s t  jamais complète. Un t r a v a i l  récent  , 
( 4 ) d é c r i t  un procédé de p u r i f i c a t i o n  basé s u r  l a  d i f férence  d ' a f f i n i t é  

de l ' an t i corps  l i b r e  (2 à 3 % de glucides)  e t  du complexe anticorps-HRP 

( la  HRP con t i en t  18 % de glucides)  pour l a  concanavaline A. Par un tel  procédé, 

l e  rapport  IgG non conjuguées / IgG conjuguées passe de 2 à 0.1. I l  s e r a i t  

poss ib le  en  répétant  l 'opéra t ion d ' en r ich i r  une préparat ion d 'ant icorps  marq.ués 

à l a  péroxydase-. 



Une revue générale très complète des m d e s  de couplages a été r é a l i s é e  p a r  

VAN WEEMEN e t  SCHUURS ( 15 7 ) . 

C) Le substrat 

Une f o i s  l'enzyme f i x é  s u r  l e  système à mettre en évidence, son 

a c t i v i t é  est  révélée  pa r  un s u b s t r a t  spéci f ique .  Celui-ci d o i t  ê t r e  peu 

coûteux e t  maniable ; il s e r a  de préférence chromogénique mais KAT0 ( 83 ) 

u t i l i s a ,  avec succès, un s u b s t r a t  fluorogénique. 

Le para-nitro phénylphosphate est i d é a l  avec l a  phosphatase 

a l c a l i n e .  Facilement u t i l i s a b l e ,  il est t r è s  soluble  ; l a  r éac t ion  es t  stoppée 

aisément pa r  add i t ion  de soude e t  l e  produi t  jaune obtenu est  parfai tement 

s t a b l e .  

La péroxydase ca ta lyse  l a  r éac t ion  de dégradation de l ' eau  oxygénée, 

ce  qui  permet l 'oxydat ion d'un s u b s t r a t  secondaire par  l'oxygène n a t i f  l i b é r é .  

La diaminobenzidine (DAB) e t  l ' ac ide  5 aminosalicylique (5 AS) donnent des 

produi ts  par t ie l lement  insolubles  ; ceci  n ' e s t  pas gênant e n  histochimie ou 

dans l e  cas de l e c t u r e s  non quan t i t a t ives  (v i sue l l e s ) .  Actuellement l 'or tho-  

phénylène diamine (O.P.D.)est l e  s u b s t r a t  l e  plus s a t i s f a i s a n t  avec l a  HRP ---------- ---.- - -- - __- 
( 1 7 1 ) , son oxydation abou t i t  le  de 

_L.-------"d- - - '--̂ lu-""- _ *_  - *  . 
couleur orange. Part iculièrement employée lorsqu'une l e c t u r e  spectrophotomètrique 

--"1 ,..., ,* -.-*- - --.9' - 
est  nécessaire,  1 OPD présente deux inconvénients : i n s t a b i l i t é  à l a  lumière 

<-- -- -- -r-y"v- --- - 
e t  p ropr ie tes  mutagènes. ~ ' o r t h o t o f 1 " ~ î î W  .a @gaiement donné de t r è s  bons 

- -. r é s u l t a t s  ( 103). 

Avant l a  mise en oeuvre du dosage imunoenzymatique lui-même, il 

est  nécessaLre de d é f i n i r  les concentrat ions optimales des r é a c t i f s  

précédemment d é c r i t s  a i n s i  que l e s  temps e t  température d'incubation. 

3') E q r e s s i o n  des r é s u l t a t s  - -----------  

Il es t  poss ib le  de déterminer un r é s u l t a t  q u a l i t a t i f  par simple 

l e c t u r e  v i s u e l l e . L a  p o s s i b i l i t é  de détermination object ive  du r é s u l t a t  p a r  
1 

l e c t u r e  spectrophotomètrique de l a  dens i t é  optique,  ne d o i t  pas ê t r e  négligée.  
1- 

D e  nombreux appare i l s  peuvent e f f e c t u e r  une mesure de densi té  optique s u r  des 

volumes de 300 ~1 ou moins. 

Il y a de mul t ip les  p o s s i b i l i t é s  d'expression des r é s u l t a t s  dépendant en ou t re  

du type de technique immunoenzymatique u t i l i s é .  

1 - Pos i t i f -néga t i f .  Tous l e s  échant i l lons  donnant une D.O. i n f é r i e u r e  

ou supérieure à une D.O. l i m i t e  prédéterminée son t  considérés comme p o s i t i f s .  



2 - Détermination d'un titre. Les échantillons sont étudiés à différente: 

dilutions. Le titre est la réciproque de la dernière dilution produisant une D.O. - 
supérieure ou inférieure à celle des témoins négatifs. 

3 - Rapport des D.O. Le rapport D.O. de l'échantillon/D.O. des témoins; 

négatifs doit être inférieur ou supérieur 3 un rapport prédéterminé pour que 

l'échantillon soit considéré conme positif. 

4 - Etablissement d'une courbe étalon. Il est toujours possible 
d'introduire dans l'essai une serie déchantillons de concentration connue ; la 

concentration des échantillons étudiés est déterminée par rapport à la courbe de 

référence obtenue. 

4') Avantages et inconvénients des technigues immunoenzymatiques ------ ........................ ------------- ---- --- 
- -- - - - - -- 

Le handicap des techniques immunoenzymatiques réside dans la nécessité 

d'une étape supplémentaire pour révéler et mesurer l'activité de l'enzyme ; 

ceci prolonge évidemment la durée de manipulation. Cependant cet inconvénient 

est minime par rapport à ceux présentés par la radioimmunologie. Nous avons 

rassemblé dans le tableau 1 les différents critères permettant de comparer 

ces deux méthodes. 

La technique imunoenzymatique sur support solide présente de nombreux 

avantages sur les autres méthodes immunoenzymatiques. Toutes les manipulations 

s'effectuent dans-\&e . même . tube, ce qui évite les pertes au cours de la réaction 

et facilite les opérations de lavage. Les résultats sont obtenus en moins de 

24 h généralement. 11 n'est pas nécessaire de purifier parfaitement l'antigène 

que l'on ne peut pas toujours obtenir en grandes quantités ; de même, la 

préparation d'anticorps par précipitation au sulfate d'anmionium - et chro- -. 

matographie sur DEAE cellulose est suffisante ;si l'antisérum est spécifique. 
La coloration finale est développée à partir de la phase solide, donc la 

plupart des facteurs d'interférences non spécifiques, comme la coloration du 

sérum, sont éliminés. 

Les possibilités des techniques immunoenzymatiques sont nombreuses. Déjà 

utilisées pour le dépistage systèmatique de l'antigène HBs ( 171 ) 
- - -- .- 

ou pour le dosage d'anticorps, en particul~e~ dans le cas-des maladies 
p---+ --" .. -.-.-a. 

parasitaires, ces techniques semblent promises à un bel avenir.: 

Nous avons donc entrepris, d'appliquer les possibilités de cet outil 

au dépistage de masse et au dosage des anticorps antitétaniques. 

4' 



TABLEAU 1 - 

COMPARAISON DES TECHNIQUES RADIOIMMUNOLOGIQUES ( R I )  

E T  IMMUNOENZYMOLOGIQUES CIE ) 

CRITERES 

: sens ib i l i t é  

:R élevée pour des substances : élevée quelque s o i t  l a  
: de masse moléculaire élevée : masse moléculaire de l a  
:+ pour des pe t i tes  molécules : substance dosée. 
: l a  fixation d'un enzyme de : 
: masse moléculaire élevée 
: peut influencer l a  réaction : 

: spéc i f ic i té  : dépend de l a  pureté des : dépend de l a  pureté des 
: réac t i f s  : réac t i f s  

: correcte s i  lecture au : correcte s i  l ' a c t i v i t é  mesurée: : re~roduc tibili té : spec tropho : e s t  suff isante  .-------------------.-------------------------------.-----------------------------* 
: object i fs  s i  lecture au : objec t i f s  i résu l ta t s  : spectrophotomètre 

: préparation de 
: l 'antigène peut ê t r e  complexe : peut ê t r e  complexe 

: préparation simple mais : bien : conjugué 
: standardisation à réa l i ser  : standardisée c .--------------------.------------------------------.------------------------------- 
: f ac i l e  mais une étape mise en oeuvre 
: supplémentaire 

: d i f f i c i l e  

- - -  - - -- - 

: automatisation : possible : possible .------------------.-------------------------------.------------------------------. 
: coût par t e s t  : faible  : élevé 

: 1/2 vie des réac t i f s  : longue : courte 

: aucun : l e s  manipulations de r éac t i f s  : 
: risques pour l a  : marqués sont peu dangeureuses : 
: santé du personnel : : mais l e  marquage nécessite des : 

: techniques spécialisées .------------------.------------------------------.------------------------------. 
: courant dans un laboratoire : coûteux e t  ins ta l la t ions  

: agréées 



I I I )  APPLICATION AU DOSAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUES (Ac AT) 

Nous avons rassemblé dans l e  tableau II les pr incipales  ca rac té r i s -  

t iques des quelques études r é a l i s é e s  pour l e  dosage des Ac AT. Aucune ne 

s 'adapte  parfaitement auxdépistage e t  dosage de rou t ine  des Ac AT. L a  sépharose 

4B u t i l i s é  comme phase s o l i d e  pa r  l e  C.T.S. de BORDEAUX e s t  peu pra t ique  ; 

il nécess i t e  des cent r i fugat ions  du matér ie l  après chaque lavage. Les tubes 

ou plaques de m i c r o t i t r a t i o n  sont  p lus  maniables e t  permettent p lus  faci lement 

une semi-automatisation de l a  méthode. La nécess i t é  de d i l u e r  de façon 

importante (en général  au 1:200) les échant i l lons  é tud iés  est  a l o r s  un handicap 

pour automatiser l a  technique. Enfin, les d é l a i s  d'obtention des r é s u l t a t s  s o n t  

dans l a  p lupar t  des cas incompatibles avec l e s  exigences de r a p i d i t é  dans un 

centre  de trandf us ion.  

Nous avons donc r e p r i s  les deux principes u t i l i s é s  : techniques 

i n d i r e c t e  e t  sandwich, e n  revoyant l e s  principaux paramètres, dans l e  but  de 

mettre au point  une technique imunoenzymatique répondant aux c r i t è r e s  

suivants  : - r a p i d i t é  ( 1 heure au maxirmun) 

- automatisat ion a i s é e  

tou t  en  ayant l a  s e n s i b i l i t é  e t  l a  p réc i s ion  requises .  

Ceci J u s t i f i e  l 'emploi de plaques de m i c r o t i t r a t i o n  à fond p l a t  

comme support s o l i d e  ; de plus ,  pour f a c i l i t e r  l ' au tomat isa t ion,  nous avons 

cherché à u t i l i s e r  l e s  échant i l lons  é tud iés  purs ou à une d i l u t i o n  très peu 

importante. 

Dans ces  condit ions,  nous avons été amenés à t rouver un mode de 

f i x a t i o n  de l ' an t igène  s u r  l a  phase s o l i d e  ayant un meil leur rendement 

que c e l u i  des techniques classiquement employées. 



TABLEAU I I  

CARACTERISTIQUES COMPAREES DES TECHNlQUES EMPLOYEES POUR LE 

DOSAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUXS 

/ 

: ANNEE: ~ é f .  : AUTEURS : PRINCIPE : PHASE SOLIDE : CONJUGUE : DILUTION DE : TEMPS D'OBTENTION : 
: L'ECH. : DU RESULTAT 

: 1976 : ( 159 ) : VOLLER : Technique : plaques de micro- : IgG mouton : 1 : 200 : 24 h ou  4 h 30 
: i n d i r e c t e  : t i t r a t i o n  : a n t i  IgG . 

: 1977 : ( 1 6 1 )  : VOLLER : humaines - 
: phosphatase : . . 
: a l c a l i n e  

: 1976 : ( 71 ) : HABERMANN : Technique : tubes p l a s t i q u e s  : toxine-HRP ; n o n i n d ,  : 3 h  
: sandwich s 

: compéti t ive : :gamme é t a l o n  : 
: en t r e  0.2 e t  : 3 - 4 h  
:O ,0063 U ~ / m l  : .------.-------.------------.-------------.--------------------.---------------.---------------.-------------------. . . 

: 1977 : ( 147 ) : STIFF'LER & : Technique : tubes p l a s t i q u e s  : IgG mouton : 1 :200 * 48 h 
: ROSENBERG : i n d i r e c t e  : : a n t i  IgG : 1:10OOV 

: humaines- : 1 :5000' 
, : phosphatase : * 

: a l c a l i n e  

: 1977 : ( 1 3 5 )  : C.T.S. : Technique : sépharose 4B : toxine-HRP : 1 :20 '  24 h 
: BORDEAUX : sandwich : anatoxine q 

. 
: 1979 : ( 162 ) : VOS e t  a l .  : Technique : plaques de micro- : IgG mouton : d i l u t i o n s  de  : . - 3 - 4 h  

: i n d i r e c t e  : t i t r a t i o n  : a n t i  IgG ou : r a i s o n  2 * 
: IgM de r a t  - : 
: péroxydase : 
: de r a i f o r t  e I 

Cn . Cn 
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Leurs ~ r i n c i ~ e s  (fig-13 ) - - -  - -  ---  - 

L'anatoxine té tanique est  adsorbée s u r  un support so l ide  en  poly- 

s tyrène.  L'échanti l lon é tud ié  e s t  déposé dans l a  cupule "sens ibi l i sée"  e t  les 

ant icorps  an t i t é t an iques  (Ac AT) se f i x e n t  s u r  l 'anatoxine. Ceux-ci sont  ensu i t e  

m i s  en  évidence à l ' a i d e  d'un conjugué : 

- s o i t  IgG de mouton anti-IgG humaines couplées à l a  

péroxydase de r a i f o r t  (Ac - E) pour l a  technique indirecte.  

- s o i t  anatoxine té tanique - péroxydase - de r a i f o r t  

(An - E)  pour l a  technique sandwich, 

Ce conjugué v ien t  s e  f i x e r  s u r  l e  complexe antigène-anticorps déjà 

formé,par l ' intermédiaire du fragment F des IgG ou du deuxième s i t e  spéci f ique  
C 

des Ac AT se lon  l a  technique envisagée. 

L'enzyme, a i n s i  f i x é  s u r  l a  phase so l ide ,  e s t  ensu i t e  révélé par  

add i t ion  du s u b s t r a t  chromogène spécif ique dont l a  t r a n s f o m a t  ion f o u r n i t  

un produitchromophore. L ' i n t e n s i t é  de l a  co lo ra t ion  est propor t ionnel le  au 

taux d'Ac AT contenus dans l ' échan t i l lon .  

La détermination des condit ions optimales d 'adsorption de l ' ana tox ine  

tétanique f a i t  l ' o b j e t  d'une p a r t i e  de ce t r a v a i l .  En règle  générale, une 

so lu t ion  d'anatoxine e s t  déposée puis  Laissée en  contact  avec l e s  godets d'une 

plaque de m i c r o t i t r a t i o n  (M 129B) ;en f i n  d ' incubation,  l e s  s o n t  lavées e t  

u t i l i s é e s  immédiatement ou stockées à + 4' C. 

Les incubations u l t é r i e u r e s  de l ' é c h a n t i l l o n  à doser puis du conjugué 

s o n t  ef fec tuées  à 37' C e n  prenant s o i n  de recouvr i r  l e s  plaques pour é v i t e r  

une évaporation excessive;toutes les d i l u t i o n s  sont  r é a l i s é e s  en  tampon PBS- 

Tween pH 7,4 e t  é tudiées  en  double s u r  un a l iquo t  de 100 ~1 . Un témoin tanipon 

est  incorporé de l a  même façon s u r  chaque plaque. L'étalon de r é f é r e n ~ e  e s t  

de même nature  que les échant i l lons  é tud iés  (immunoglobulines, sérums ou 

plasmas) . 
Les cupules "sens ibi l i sées"  sont  lavées ,  avant u t i l i s a t i o n  a i n s i  

qu 'après les diverses incubations, 3 f o i s  pa r  0,3 m l  de tampon PBS-Tween 

pH 7,4 préparé comme s u i t  : 

so lu t ion  A : NaH2P04 0,01 M 

NaCl 0,15 M 



Figure 13 

Pr inc ipe  
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X Anatoxine té tan ique 

O Ant icorps an t i t é tan iques  

Ant i  IgG - Péroxydase 
ou anatoxine - péroxydase 

Subst ra t  

-+ Colora t ion  



solution B : Na2W04 0,01 M 

NaCl 0,15 M 

Le pH est ajusté 3 7,4 en mélangeant A et B. Le Tween 20 est ensuite 

ajouté 2 une concentration finale de 0,05 % (v/v) ; tous les produits sont 

de qualité RP NORMAPUR (PROLABO). 

La révélation enzymatique se fait par addition de la solution 

de substrat dont la composition ( 171 ) est la suivante : 

4 mg d1or~hoph&lène diamine (MERCK) pour 10 ml 
2 pl d1H202 à30 volumes 

de tampon phosphate-citrate à pH 5 obtenu par mélange de 98,6 volumes 

d'acide citrique 0,l M et 101,4 volumes de phosphate disodique 0,2 M ( 99 ). 

Cette solution doit être préparéeexçemporanément ; la réaction a lieu à 

température ambiante, en évitant l'exposition à une lumière trop intense. 

Après 2 minutes de contact, lraction de l'enzyme est stoppée par adjonction 

d'acide sulfurique 4N.. 

La densité optique (D.O.) du contenu des cupules est mesurée à 

492 nm sur un speatrophotomètre PERKIN-ELMER 550 équipé d'une microcuve 

à circulation. Le zéro de l'appareil est réglé sur un témoin blanc constitué 

par la solution de substrat et d'acide sulfurique dans des proportions 

identiques à celles utilisées dans la réaction. 

Les courbes D.O. = f (Ac AT) sont établkes après avoir soustrait 

la D.O. moyenne du témointampon de eelle obtenue pour. les échantillons. 

Différents paramètres : temps d'incubation, dilution des échantillons, 

dilutions de travail des conjugués font l'objet d'une étude ultérieure. - 
- 

X PRÉPARATION DES RÉACTIFS 

1 )  AVSORPTTON D E  L'ANATOXINE TETANTQUE S U R  LE SUPPORT SOLTVE 

1 O )  Comparaison de l'adsorption de 1' anatoxine tétanique sir le support ~la-s~c~,u~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - - - - - -  
par séchage ( 89 ) et par contact (42,159,161) - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - -  

L'étape d'adsorption de l'anatoxine a été étudiée isolément pour 

éviter qu'un paramètre, intervenant dans le déroulement ultérieur de la 

technique immunoenzymologique, soit mal choisi etqu'il ne soit donc pas possible 

de juger de ljefficacité réelle du procédé d'adsorption. 

Grâce à un traceur radioactif, nous allons comparer la technique de 

fixation classique qui se fait par simple contact à pH 9,6 ( 42 ) et une 

méthode préconisant le séchage des protéines à pH 7,4 ( 89 ) .  



A) Principe 

S o i t  une substance A marquée à 1' iode I~~~ ; son . a c t i v i t é  

spéci f ique  S peut  s'exprimer comme : 

ro s 3 ------ où r = r a d i o a c t i v i t é  
m O 

O m = masse de A 
O 

S i  l ' o n  mélange une quan t i t é  t r è s  f a i b l e  mo de A marquée a une 
quanti  t é  t r è s  importante de substance A f ro ide ,  on o b t i e n t  1 'équation 

suivante : 

où s = a c t i v i t é  spéci f ique  du mélange 

i n f é r i e u r e  à S 

' M = masse de A f ro ide  

m é t a n t  très p e t i t  pa r  rapport  à M, on peut  é c r i r e  : 
O 

Après adsorption de ce mélange s u r  un support so l ide ,  l ' a c t i v i t é  
r; spéci f ique  s f i x é e  su r  l a  phase so l ide ,  est  égale à : s = ---- 

M ' 

r 
O 

r 
O On peut  donc en  déduire : ---- = ---- M M C  

r * 
O donc M*= ---- x M 

r 
O 

Connaissant l a  r a d i o a c t i v i t é  r e t  l a  masse M déposées, il est 
O 

poss ib le  de déterminer M., masse de A f i x é e  par  mesure de l a  r a d i o a c t i v i t é  

r' f i x é e  . 
O 

Nous avons appliqué ce  pr incipe  de l a  manière suivante : une q u a n t i t é  

cons t an te ,  t r è s  f a i b l e ,  d'anatoxine tétanique.  marquée à 1' iode 1 25 e s t  a jou tée  

à des d i l u t i o n s  de ra ison 2 d'anatoxine f r o i d e  ; on peut  considérer  que l e s  

molécules d'anatoxine marquées pa r  l e  radioisotope se comportent comme l'ensemble 

des molécules présentes .  La r a d i o a c t i v i t é  déposée au début de l 'expérimentat ion 

e s t  déterminée pa r  comptage e t  l e s  taux de protéines f ro ides  i n t r o d u i t e s  sont  



é t a b l i s  par  dosage selon l a  méthode de LOWRY ( 93 ) avec l e  r é a c t i f  de FOLIN- 
- - -. 

CIOCALTEU (MERCK). Après adsorptibn de l ' anatoxine  e t  lavages, l a  radio- 

a c t i v i t é  f i x é e  s u r  l e  p las t ique  e s t  mesurée. Le pourcentage d 'adsorption de 

l ' anatoxine  est  ca lcu lé  comme s u i t  : 

cEm mesurés - BF 2 d'adsorption = - --------------- - X IO0 
cprn déposés - BF 

où cprn : coups pa r  minute 

cprn mesuré: : moyenne des cprn après  adsorption e t  lavages 

cprn déposés : moyenne des cpm après  l e  dépôt 

- 
BF : moyenne des b r u i t s  de fond de l ' a p p a r e i l  

Le taux de proté ines  f i x é  e s t  dédui t  de ce pourcentage d 'adsorption.  

Pour permettre les comptages, nous avons dû employer des cupules 

ind iv idue l l e s  (M 179, DYNATECH) de même composition chimique que les plaques 

M 129 B. 

Des d i l u t i o n s ,  de ra i son  2, d'anatoxine té tanique sont r é a l i s é e s  

en  tampon PBS pH 7,4 ou en  tampon carbonate - bicarbonate pH 9,6 ( N ~ ~ c o ~  

0,015 M, NaHCO 0,035 M, NaN3 0,2 % (p/v) ) (161). Une quan t i t é  constante  (30 ~ 1 )  3 
de t r aceur  cons t i tué  par de l ' anatoxine  marquée (1 pCi/ml, 40 yg/ml ; C.N.T.S.), 

correspondantà3000 cprn environ. e s t  mélangéeavec1,47 mlde chacunedes d i l u t i o n s .  

Pour chaque tampon e t  d i l u t i o n  d'anatoxine, 10 cupules sont  s e n s i b i l i s é e s  p a r  

100 pl de solut ion.  Les  incubations sont  de une n u i t  à 37' C pour les 

d i l u t i o n s  en  tampon PBS e t  de 3 heures en  chambre humide (161) pour c e l l e s  

e f fec tuées  en tampon carbonate-bicarbonate. Les cupules son t  ensu i t e  lavées.  

Les comptages sont  r éa l i sés ,  après l e  dépôt des d i f f é r e n t e s  

so lu t ions  d'anatoxine e t  après chaque lavage,pendant une minute s u r  un 

compteur de rayonnements gamma NE 1600 (NUCLEAR-ENTREPRISES). 



2O)Etude ----A--- de l1adsor;etion -- Ea; --  séchage --  à EH - -  7,4 

Nous avons choisi, comme support, la plaque de microtitration en 

polystyrBne à fond plat (M 129 B ; DYNATECH) car elle est commode d'emploi 

et se prête aisément à l'automatisation. 

En fonction des résultats obtenus, nous avons opté pour le procédé 

d'adsorption par séchage. Nous allons en étudier différents paramètres : 

concentration de l'anatoxine, temps d'incubation et adjuvants de fixation. 

Principe 

Les plaques sont mises en contact avec une solution d'anatoxine 

tétanique dans différentesconditions d'incubation : durée, traitement 

préalable des plaques par l'acide chlorhydrique, fixation de l'antigène 

adsorbé par le glutaraldéhyde ou l'éthanol. Ces supports sensibilisés sont 

ensuite utilisés, dans les mêmes conditionsopératoires. Les courbes de 

densité optique obtenues en fin de réaction immunoenzymatique, selon le 

protocole décrit plus haut, sont comparées. 

Etude des différents paramètres 

temp d'incubation fixation ear le glutaraldéhyde concentration d'antigène --- --------------I-,,,------ -,-,,, ---,,,,,,, -,2,,,--,-,,,,--,,------ -,, 

Les incubations ont été réalisées dans les conditions suivantes : 

@ une nuit à 37' C ce qui entraîne le séchage complet de la 

solution ( go ). 

@une nuit à 37' C ( 90 )puis fixation pendant 1 heure à la même 

température avec 50 pl d'une solution de glutaraldéhyde (MERCK) à 0,03 Z en 

tampon PBS ( 139 ) 

@rois heures à 37' C ( 32 ). 

L'anatoxine semi purifiée à 1000 Lflml (Institut Pasteur) est diluée 

au 1 :4 ou au 1 :32 (soit 973 et 122 pg de protéineslml) dans les cas @ et @, 
- - 

uniquement au 1 : 4 -  pour -) en tampon PBS pH 7,4. Ces solutions sont réparties 

à raison de 50 pl dans chaque cupule. 



Ces supports " sens ib i l i sés"  son t  u t i l i s é s , d a n s  les condit ions 

opéra toi res  suivantes : 

- g a ~  d'Ac AT obtenue pa r  d i l u t i o n  de ra ison 2 d'une immuno- 

globuline an t i t é t an ique  ; incubation de 2 heures. 

- mgiug&Ac - E (IgG demouton a n t i  IgG humaines - péroxydase ; 

I n s t i t u t  Pas teur)  d i l u é  au 1 : 100 ; incubation d'une heure. 

- révéla~igo-~gzpatiqg~:lOO 111 de s u b s t r a t  puis  200 ~1 d1H2S04 4N. 

Nous avons comparé les r é s u l t a t s  obtenus pour les t r o i s  procédés 

d' adsorption suivants  : 

@ v o i r  p 61. 

@ une n u i t  à 37' C puis  f i x a t i o n  des proté ines  adsorbées pendant 

10 minutes 3 température ambiante, avec 0 , I  m l  d 'éthanol absolu (R.P. NORMAPUR, 

PROLASO) par cupule (139) ; l e s  plaques son t  ensu i t e  lavées e t  séchées sous 

f l u x  d' a i r .  

@ l e s  cupules sont  préalablement t r a i t é e s  par 100 p l  d'HC1 

(R.P. NORMAPUR, PROLABO) pendant 30 minutes à température de l a  p ièce  dans 

l e  b u t  de f a i r e  appara i t r e  s u r  l e  p las t ique  de nouveaux sites de f i x a t i o n  (139); 

après  3 lavages, l ' anatoxine  e s t  déposée e t  séchée une n u i t  à 37' C.  

Dans tous les cas,  l ' anatoxine  d i luée  au 1 :8 ( s o i t  486 pg de 

protéines/ml)  es t  r é p a r t i e  à ra ison de 100 pl  par  cupule. 

Lacomparaisona é t é  ef fec tuée  dans l e scond i t ions  d é c r i t e s  ci-dessous : 

- gamme r é a l i s é e  pa r  d i l u t i o n  de ra ison 2 d'un sérum t i t r é  chez l a  

s o u r i s  ; incubation d' une heure. 

- conkgué  A c  - E d i l u é  au 1 : 100 ; incubation d' l heure --- -- 
- ---_-_________ révé la t ion  e n z p a t i * ~ :  ____ 200 p l  de s u b s t r a t  puis  150 pl  ~ ' H ~ S O ~  4N. 

Il) COUPLAGE DE L'ANATOXINE TETANIQUE AVEC LA PEROXYDASE D E  RAIFORT 

Nous avons appliqué l a  technique en 2 temps ~'AVRAMEAS e t  TERNYNCK 

(13) dont l e  principe a déjà  é t é  exposé dans le  chapi t re  "immunoenzymologie". 



La péroxydase de r a i f o r t  e s t  mise en  contact  avec une so lu t ion  

de glutaraldéhyde à pH 6,8. L'excès de glutaraldéhyde e s t  él iminé e t  

l'enzyme "activé" e s t  mélangé avec l a  so lu t ion  de protéines à pH basique. 

11 s ' é t a b l i t  donc un pontage e n t r e  les groupements amines de l'enzyme e t  des 

pro t é ines  par  1 'intermédiaire du glutaraldéhyde . Les groupements aldéhydiques 

rés idue l s  l i b r e s  son t  bloqués pa r  qddit iol i  de lys ine .  La prépara t ion est ensu i t e  

conservée à + 4' C .  

2') Protocole ( f i g u r e  14 ) - ----  

20 mg de péroxydase de r a i f o r t  (EC 1 . 1 1  . l .  7. ; Grade 1, RZ 3, 

BOEHRINGER) sont  dissous dans 0,4 m l  d'une so lu t ion  de glutaraldéhyde 

(WRCK) à 1 % en tampon phosphate de potassium 0 , l  M pH 6,8. Après 

incubation,  18 heures à température ambiante, l a  s o l u t i o n  est  d ia lysée  

p lus ieurs  f o i s  contre  500 m l  d'eau physiologique (NaCl 9 O/oo - (p/v)) . 
A l'enzyme a i n s i  "activé", sont  ensu i t e  a joutés  4,5 m l  d'anatoxine 

té tanique ( s o i t  25 mg de p ro té ines ) ,  préalablement d ia lysée  contre de 

l ' eau  physiologique, e t  1,3 m l  de tampon carbonate - bicarbonate pH 9,5 ; 

l e  mélange est  l a i s s é  24 heures à + 4' C.  0 ,5  m l  d'une so lu t ion  de l y s i n e  

0,2 PI (MERCK) son t  a jou tés  e t  l 'ensemble e s t  à nouveau incubé, pendant 

2 heures,  à i- 4' C .  La s o l u t i o n  est  e n s u i t e  d ia lysée  p lus ieurs  f o i s  contre  

2 1 de tampon PBS â pH 7,4. 

11 e s t  nécessa i re  de l a i s s e r  l a  so lu t ion  de conjugué se  s t a b i l i s e r  

une semaine à + 4' C avant u t i l i s a t i o n .  

# ETLn)E DE DI FFÉRENTS PA~W'~TRES INTERVENM 

DANS LA RÉACTION IWNOENZYMTIQtlE 
* t 

Les condit ions optimales pour chaque paramètre son t  déterminées par  

l ' é tabl issement  d'une courbe DO = f ((Ac AT)) après étude d'une gamme de 

concentrat ion d t  Ac AT. Seront gardés constants ,  l e s  deux paramètres suivants  : 

- l ' adsorpt ion de l ' anatoxine ,  r é a l i s é e  pa r  séchage à 3 7 O ~  

- l a  r évé la t ion  enzymatique, ef fec tuée  avec 200 ~1 de subs t ra t  

e t  l ' a r r ê t  de l a  réact ion par 150 y1 d '  H2S04 4Nl. 

Pour l a  technique sandwich, l ' é t u d e  de c e r t a i n s  paramètres a é t é  

écour téeà  l a  vue des r é s u l t a t s  obtenus pour l a  technique i n d i r e c t e .  



- , f igure  14 

PREPARATION DU CONJUGUE 

ANATOXINE TETANIQUE-PEROXYDASE DE RAIFORT 

20 mg de péroxydase dans 0,4 m l  de tampon phosphate O ,  1 M 

pH 6,8 contenant 1 % de g l u t a r a l d ~ h y d e  

I 18 h à t0 labora to i re  

d ia lyse  contre  NaCl 0,15 M 

Péroxydase "activée" 

+ 4,5 m l  d'anatoxine tétanique semi-purifiée ( 1000 Lf /ml) 

d ia lysée  contre  NaCl 0,15 M 

+ 1 , 3  m l  de tampon carbonate-bicarbonate 0,5 M pH 9,5 

1 2 4 h à + 4 O C  

Conjugué anatoxine-enzyme 

d i a l y s é  contre  PBS pH 7,4 à + 4' C 



1 O )  E tude des temps d' incubation --------------- 

A)  Technique imnoenzymatique indirecte 
- .- - - 

a) influence du te% d'incubation du coG2ggu- -------------- ------------------- 

Nous avons comparé les résultats obtenus avec les temps 

d' incubation suivants : 

échanti 1 lon 2 h  2 h  

conjugué 2 h  I h  

pour les conditions opératoires : 

- adsor~tion ----- ----- de l'anatoxine diluée au 1 :8 (486 pg de protéineslml) . 
- coniggge Ac - E dilué au 1- : 100 --- --- 

L'amélioration des résultats obtenue en 3 heures d'incubation nous 

a conduit à étudier des temps d'incubation moindres : 3 h, 2 h, 1 h, 112 h. 

Différents couples de temps ont été choisis pour cette étude : 

échantillon 2 h l h  112 h 114 h 

conjugué 1 h I h  1/2 h 114 h 

L'anatoxine est diluée au 1 :32* (soit 175 pg de protéines/ml) 

3) Technique sandwich 

Nous avons étudié les couples de temps ci-dessous 
- - - - . - -- 

échantillon 1 h 112 h 114 h 

conjugué I h  112 h 114 h 
--. - 

Dans les mêmes conditions opératoires que précédemment ; nous 

utiliserons ici le conjugué anatoxine - enzyme (An - E), préparé au 
laboratoire, à la dilution 1 :50 . 

-. - --- - 4--- .-. - ." -- 
r les lots d'anatoxine employés sont différents 



2') Détermination de la dilution de travail des conlugués . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  --- 

A) Peehnipe indirecte 

Les temps d'incubation adoptés sont de 1/4 d'heure. 

Le conjugué Ac - E est étudié aux dilutions suivantes : 
1:100,,~:300,1:500, 1:lOOO. 

B )  Technique sandwich 

Les dilutions suivantes 1 : 25 , 1 :50,1: 100, 1 : 200 du conjugué 
An - E, que nous avons préparé, sont étudiées avec des temps d'incubation 
de 112 heure. 

3') Etude simultanée de 2 2aramOtres : concentration de l'anatoxine tétanique -----------  -----------------------  - 
adsorbée sur le sugport glasti%ue, dilution de travail des échantillons ---------  --  --  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

A) Principe 
a -- 

Nous avons cherché à déterminer ici les conditions optimales de 

concentration d' anatoxkne adsorbée et de dilution des échantillons étudiées. 

Dans ce but, nous avons employé la technique du "damier" qui 

consiste à étudier un sérum à différentes dilutions pour chaque concentration 

d'antigène. Ainsi, le couple concentration d'anatoxine - dilution des sérums 
produisant, en fin de la réaction immunoenzymatique , le plus grand écart de 
D.O.entre 2 sérums de référence (titrant 15 et 5 UI/ml chez la souris) a été 

I 

choisi pour le dépistage de masse des anticorps antitétaniques. 

B) Technime indirecte 

L'anatoxine tétanique, utilisée pour l'adsorption sur les plaques, 

a été préparée par dilution successive de 2 en 2 du 1:4 au 1:128. Les sérums 

sont étudiés purs ainsi qu'aux dilutions 1 :5 , 1 : 10, 1 : 15, 1 :20 et 1 :50 . 
Le conjugué Ac - E est dilué au 1:300. 



Pour des dilutions d'anatoxine identiques à celles employées dans 

le paragraphe précédent, les sérums ont été utilisés purs et aux dilutions 

1 :2 , 1=5., & I O ,  1 :50. Le conjugué est dilué au 1 :50: 
...-A r" - 

.- 

4 ' )  Influence de la concentration du substrat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Une gamme d'Ac AT préparée par dilution du sérum étalon à 15 UI/ml 

est étudiée selon la technique sandwich dans les conditions déjà indiquées. 

La réaction enzymatique est réalisée avec deux solutions de substrat : 

SI = substrat préparé comme suit : 

2 ~1 dfH202 à 30 volumes dans 10 ml de tampon ~hosphate-citrate 
4 mg d'orthophénylène diamine à pH ! 

S2 = 0,4 ml dVH2O2 à 30 volumes 3 dans 10 ml de ce même tampon 8 mg d'orthophénylène diamine 
(C . T. S. Bordeaux) 

à raison de 200 pl par cupule. La réaction est stoppée par addition de 150 pl 

dPH2SO4 4N après 4 minutes de réaction au lieu de 2 .  

I 

,7.*, - ' - ,., _ - .- . - 1 2 DEPISTAGE ET DOSAGE DES A M I C W S  AMIT~ANIWES 

1 O )  Protocole ----- 

Les études décrites jusqu'ici nous ont permis de déterminer les 

conditions optimales de réaction et d'établir un mode opératoire pour le 

dépistage et le dosage des anticorps antitétaniques dans les sérums et plasmas. 

Celui-ci est schématisé dans le tableau III; pour une même dilution d'ana- 

toxine adsorbée, les échantillons sont dilués au l: ]o.et le conjugué Ac - E 
au 1:300,dans la technique indirecte,alors que les sérums ou plasmas sont 

étudiés purs avec le conjugué An - E dilué au 1:50,dans la technique sandwich. 
-. - - 

A chaque changement de lot d'anatoxine ou de conjugué, il est 

indispensable de revoir les conditions optimales d'utilisation. 



PROTOCOLES DES DEPISTAGE ET DOSAGE DES 

AC AT PAR METHODES IMMUNOENZYMATIQUES 

Technique ind i rec te  Technique sandwich 

: adsorption de : Anatoxine d i luée  au 1 :32 (175 pg de protéineis/ml) s é c n e e  : 
: 1 ' anatoxine :. une n u i t  $ 37' C 
.iiii----i----i--i--i-.--.----i ---C------CC-----CI-----------* 

e 

: incubation avec : . temps 114 heure : , temps 112 heure % 

: l e s  échant i l lons  : . échant i l lon  10 p l  plus t : , échant i l lon  pur 
: 90 pl de tampon par cupule : Y 

: incubation avec : . temps 114 heure : . temps 1/2 heure 2 
: l e  conjugué : . d i l u t i o n  du conjuguél:300 : , d i l u t i o n I : 5 0  : 

: révéla t ion : 200 pL de s u b s t r a t  2 minutes puis  150 p l  d'H2S04 4N 
r enzymatique 

ad' 

TABLEAU I I I  

I 

0-l 
a, 

I 

s g.l 
r' F- F .A O 

C -."-. 
1 



2') Dépistage e t  dosage des a n t i c o q s  an t i t é t an iques  --- ---- ------  -------- 

Nous avons e f f e c t u é  l a  recherche des ant icorps  an t i t é t an iques  p a r  l a  

technique inmunoenzymatique sandwich, s u r  1100 sérums provenant de donneurs 

de sang dans l e  cadre du dépistage systématique de ces ant icorps  e t  s u r  80 

mélanges de plasmas provenant de s u j e t s  d é j à  sélect ionnés ayant f a i t  l ' o b j e t  

de prélévements standards ou en plasmaphérèses ; 361 sérums o n t  é t é  é tud iés  

par  l a  technique imnoenzymat ique i n d i r e c t e .  

Parallèlement, l a  technique d' électroinnnunodiffusion (E .I. D), dér ivée  

de celle d é c r i t e  par  ENTWISTLE e t  ELRIDGE ( 55 ), u t i l i s é e  habituellement au 

l abora to i re  (vo i r  p. 2 0 )  a é t é  r é a l i s é e  sur* ces mêmes échant i l lons .  

Le  taux des ant icorps  an t i t é t an iques  a été déterminé par  rappor t  

à des é ta lons  de référence de &me nature  que l e s  échant i l lons  à doser : un 

sérum t i t r é  en  électroimrnuno-diffusion e t  contrôlé  p a r  l a  technique de 

n e u t r a l i s a t i o n  de l a  toxine chez l a  souris* à 15 U I / m l  e t  un plasma t i t r é  à 

20 Ui/ml en E . I .D .  Celui-ci nous a permis d ' é v i t e r  une sous-estimation du 

t i t r e  des plasmas du f a i t  de l e u r  d i l u t i o n  par  l ' an t icoagulant .  

L e s  échan t i l lons  pour lesquels  une discordance de r é s u l t a t  a é t é  

observée on t  é t é  é tud iés  une deuxième f o i s  par  l e s  2 techniques, c e t t e  

seconde détermination a é t é  seule  p r i s e  en  compte. 

3O) Reproduct ib i l i té  - - - - - - . - - -  

Nous avons i n t r o d u i t  à plus ieurs  repr ises ,dans  un même e s s a i  e t  

dans des e s s a i s  d i f f é r e n t s ,  l e  même échant i l lon .  Les coef f i c ien t s  de v a r i a t i o n  

(C.V)intra e t  in ter -essa i  on t  é t é  ca lculés  en  u t i l i s a n t  l a  formule suivante  : 

a à l ' I n s t i t u t  Pasteur de GARCHES. 

où C.V. = c o e f f i c i e n t  de va r ia ton  - 
M = moyenne des valeurs  obtenues 

a- = é c a r t  type 



I I 

I RESULTATS I 
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1) ETUDE DE L'ADSORPTION DE L'ANATOXINE TETANIQUE SUR LE SUFPORT SOLIDE 

1 Comparaison de 1 'adsorgtion de 1 'anatoxine tétanique sur supgort plastique - ---------  ------------------  -------  
par séchage et par contact -------------  

Les résultats de cette étude sont rassemblés dans le tableauIV: 

les pourcentages d'adsorption obtenus à pH 7,4 par séchage sont très supérieurs 

à ceux déterminés avec le système classique à pH 9,6. 

Des conclusions analogues à celles de HERRMANN et COLLINS (76) 

et PESCE et - al. ( 118 ), concernant l'adsorption des protéines, peuvent être 

tirées de cette étude : le rendement de fixation est fonction de la concen- 

tration de protéines déposées sur le support. Cependant PESCE ( 118 ) fixe 

au maximum 5 pg de protéine (albumine de rat ou IgG de lapin) ; le procédé 

de séchage complet à pH 7,4 permet d'adsorber des quantités importantes 

d'anatoxine tétanique. On peut penser que ce processus d'adsorption est 

applicable à toute protéine dans la mesure de sa résistance thermique à 37'~. 

Le tableau V montre le pourcentage de radioactivité totale éliminée 

à chaque lavage : très élevé au premier lavage, il diminue progressivement 

à chaque étape. A partir du quatrième lavage, il n'y a plus de radioactivité 

éliminée . 
On peut considérer ces résultats comme similaires à ceux qui auraient 

été obtenus sur des plaques M 129 B, la composition chimique et les traitements 

subis étant identiques. 

Adsorption par séchage à pH ----------  ---  

Les résultats obtenus sont rassemblés dans la figure 15. 

A) Influence du temps d'incubation e t  de la fixation p a r  Ze glutaralddhyde 

Rappelons que trois procédés d'adsorption ont été expérimentés : 

@ une nuit à 37O C ce qui entraîne le séchage complet de la solution 

de protéines sur le godet en plastique. 

@ une nuit à 37O C puis fixation par le glutaraldéhyde a trois heures à 37' C 



TABLEAU I V  

TAUX D' ADSORPTION DE L ' ANATOXINE TETANIQUE 

APRES 3 LAVAGES PAR SECHAGE ET PAR CONTACT 

ANATOXINE P B S  pH 7,4 CARBONATE pH 9,6 
une nuit  à 37O C : 3 heures en chambre humide : 

. . (séchage) (contact) 

: dilution : taux de pro-: pourcentage : pg protéines : pourcentage : pg protéines : 
: téines (en : f lxation : fixées par' : f ixat ion : f ixées  par : 
: vg/ml)déposé: : cupule : cupule 
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La figure 15 confirme le fait, déjà établi, que la fixation des 

protéines sur le plastique est proportionnelle au temps d'incubation. La 

courbe @ montre qu'il existe une relation directe entre le taux d'Ac AT et 
l'intensité de la coloration obtenue en fin de réaction, cependant la pente 

de la courbe est trop faible pour permettre une détermination précise, avec 

une bonne sensibilité, de ce taux. Nous avons donc, d'emblée, éliminé ce 

processus d'adsorption, bien que la limite de détection soit atteinte à 

4,5 UI/ml. 
----- - - - -- - - 

Avec les procédés@et @,la proportionalité entre taux d'Ac AT 

et densité optique existe jusqu'à 90 et 45 UI/ml respectivement. Il est 

possible de mesurer des variations de0,7 ~I/ml sur la courbe A et de 1,3 UI/ml 

sur la courbe Bpour une vaktation de D.0 de 0,02. 

Plusieurs causes, éventuellement simultanées, peuvent être B 

l'origine des effets de zone observés au-delà de 90 et 45 UI/ml : 

- La réaction immunoenzymatique comporte deux étapes mettant en jeu une 
réaction antigène-anticorps ; celle-ci est régie par des mécanismes complexes 

impliquant l'affinité des anticorps ainsi que les concentrations 

relatives des 2 molécules. Dans le cas présent, l'effet de zone observé peut 

être dû à un excOs d'Ac AT par rapport aux sites antigéniques disponibles sur 

le support créant une saturation de la phase solide voire même une disso- 
- -- - -- 

ciation du complexe Ag-Ac, ou à un excès d'antiglobuline couplée à l'enzyme, ce 

qui entraîne alors une dissociation des immuns complexes formés. 

- La révélation de l'enzyme fixé est affectée par un facteur limitant soit que 
la concentration de substrat fourni à l'enzyme est insuffisante,ce qui induit 

l'apparition d'un plateau de densité optique, soit que le produit de trans- 

formation du substrat inhibe l'enzyme à forte concentration. 

- La possibilité d'inhibition stérique, a chaque étape de la technique, ne 
doit pas être écartée. 

Nous chercherons donc, au cours des essais de mise au point des 

deux variantes immunoenzymatiques, à atténuer les effets de ces divers 

facteurs. 

BI Influence de La concentration d 'anatoxine 

Nous avons réuni dans la figure 15 les résultats obtenus après 

adsorption d'anatoxine tétanique par les procédés @ et @ aux dilutions 





1 :4 (A et B) et 1 :32  et et B/) . Dans le cas où 1 'adsorption est suivie d'une 
fixation par le glutaraldéhyde (B et B'), la figure confirme l'existence 

d'une relation directe entre quantité d'anatoxine adsorbée et quantité 

d'Ac AT fixée sur celle-ci puisque la baisse de concentration d'anatoxine 

s'accompagne d'une diminution des valeurs de D.O. Le déplacement de l'effet 

de zone vers les fortes concentrations d'Ac AT, quand la quantité d'antigène 

déposée diminue, implique que la concentration du conjugué est insuffisante. 

A l'inverse, c'est la saturation de la phase solide par les anticorps 

AT en excès qui est B l'oiiigine de l'effet de zone, dans les cas A et A', 

puisque celui-ci se déplace vers les faibles concentrations d'Ac parallblement 

à la diminution de concentration d'anatoxine. Un autre facteur est mis en cause: 

une fois le point d'équivalence de concentration anatoxine adsorbée-anticorps 

antitétanique atteint, ici B 22,5 ~I/ml pour A' , les D.O. mesurées sont 
supérieures B celles obtenues avec une plus forte quantité d'anatoxine déposée ; 

il semble logique d'invoquer ici l'inhibition stérique. 

La légère amélioration de sensibilité (résultats non montrés) 

apportée par l'utilisation de 100 pl d'anatoxine diluée au 1:8 au lieu de 

50 pl au 1:4 confirme le rôle des inhibitions par encombrement stérique. 

Le fait d'augmenter le volume du dépôt entraîne l'augmentation de la surface 

"sensibilisée" ; le contact entre l'antigène adsorbé et les anticorps 

contenus dans les échantillons est donc facilité et le risque d'inhibition 

stérique diminué. 

C) Essais dfaméZioration de Z 'adsorption de Z'anatoxina , 
l 

Le traitement du support plastique par 1'HCl @ et la fixation 
des protéines par 1 'éthanol @ n'am6liorent apparemment pas 1 'adsorption 
de l'anatoxine tdtanique sur le polystyrSne. Dans les deux cas, un plafonnement 

des D.O. mesurées, est observé. Les pentes des courbes DO = f (Ac AT) sont 

très inférieures B celle obtenue après adsorption par séchage 3 37' C @ 
(fig 16) ; deux éléments interviennent dans ces résultats. D'une part, la 

D.O. mesurée pour le témoin tampon est considérablement augmentée dans les 

deux cas, montrant ainsi l'existence d'un important phénomène d'adsorption 

non spécifique. Si le conjugué est fixé non spécifiquement sur le plastique, 

il semble évident que toutes les protéines sériques préalablement déposées 

ont également été adsorbées ; dans le cas de la technique indirecte utilisée 
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dans cette étude, toutes les IgG fixées spécifiquement ou non sont révélées. 

D'autre part, ces traitements font subir à l'anatoxine tétanique des 

modifications ou dénaturations telles que sa capacité de réaction avec les 

anticorps spécifiques est diminuée. Nous avons donc abandonné les procédés 

d'adsorption @) et @. 

3' Conclusion ------ 

Le procédé d'adsorption de l'anatoxine tétanique par séchage à 

37' C nous parait le plus indiqué pour une technique de dépistage des anticorps 

antitétaniques. La fixation ultérieure des protéines adsorbées par le glutar- 

aldéhyde n'apportant pas d'amélioration nette et cette étape supplémentaire 

allongeant le temps de mise en oeuvre de la technique, nous ne l'emploierons 

donc pas. 

Dans la suite de notre étude, les conditions d'adsorption de 

l'anatoxine tétanique ont été définies, B partir des résultats précédents, 

comme suit : 

L'anatoxine semi-purifiée àlOOOLf/ml est diluée en tampon PBS 

à pH 7,4 et répartie à raison de 100 pl par cupule. Après séchage complet, 

une nuit à 37' C, la plaque est lavée 3 fois par 0,3 ml de tampon PBS-Tween. 

Les produits de lavages sont récupérés et concentrés dans une cellule AMICON 

402 sur membrane DIAFLO PM IO et utilisés à nouveau. 



II) ETUDE DES DIFFERENTS PARAMETRES 

1 O )  .Temps d ' incubation ----------  

A) Technique .Mrimunoenzymatique indirecte 

a) influence du temps d'incubation du c o n i ~ g ~ ~ -  ---------------- ..................... 

La figure 17 a été établie à partir des valeurs obtenues dans les 

conditions décrites p65. Le temps de contact des échantillons étudiés avec 

la phase solide a été de 2 heures, seul le temps d'incubation avec le conjugué 

a varié : soit 2 heures soit 1 heure. L'effet de zone observé pour 4 heures 

dtincubation,au tota1,disparaît avec la réduction du temps de réaction avec 

le conjugué. 

Différentes explications peuvent être envisagées : 

- Les anticorps antitétaniques et l'anatoxine subissent sous l'effet 
de la température (37'~) une dénaturation telle que les différents complexes 

antigène-anticorps ne peuvent plus se former ou se dissocient. 

- Au cours du temps, les anticorps AT se dissocient de l'anatoxine. 
Les IgG libres entrent alors en compétition avec les Ac AT adsorbés pour la 

réaction avec l'antiglobuline couplée à la péroxydase et/ou sont éliminées- au 

lavage entrainant unediminution du rendement de la réaction. 

- Une inhibition par encombrement stérique peut également être 
envisagée. 

b) Btude de différents couples de temps d'incubation ........................ --------- --------------- 

Nous pouvons tirer de la figure 18, rassemblant les résultats de 

cette expérience, différentes conclusions : 

- Si nous comparons les courbes obtenues pour les temps d'incubation 
2 h - 1 h et 1 h - 1 h, nous constatons que la diminution du temps de réaction 
entre antigène adsorbé et anticorps à doser provoque le déplacement du phéno- 

mène de saturation : en 3 heures d'incubation, la zone linéaire de la courbe, 

utilisable pour un dosage, s'étend de 0,l à 0,6 UI/ml,ensuite s'installe un 

plateau de saturation ; en 2 heures, la courbe possède une pente correcte, 

bien que plus faible que dans le cas précédent, jusqu'8 2 UI/ml. Ceci confirme 
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Figure 18 
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que le phénomène de saturation observé est dû, au moins en partie, à un 

excès d'Ac AT dans les échantillons étudiés par rapport à la capacité de 

fixation de l'antigsne adsorbé. D'autre part, les valeurs de D.O. du 

plateau sont augmentées alors que la quantité d'Ac AT fixée en un temps 

moindre est forcément diminuée : l'influence des concentrations de conjugué 

et de substrat comme facteurs limitants n'est donc pas négligeable 

- Le couple de temps 114 h 114 h nous fournit les meilleurs 
résultats, le phénomène de saturation ne se manifeste qu'au delà de 2,5 UI/ml. 

Entre 0,l et 2,s UI/ml, la pente de la courbe est moins forte que celles des 

courbes obtenues avec des temps d'incubation supérieurs mais elle reste encore 

nettement suffisante pour permettre un dosage avec une bonne sensibilité 

puisque une variation de D.O. de 0,01 correspond à 0,05 UI/ml. 

C'est en utilisant ces temps d'incubation que nous allons définir les 

dilutions de travail du conjugué Ac - E, des sérums et de l'anatoxine 

permettant d'atténuer au maximum l'effet de zone observé ici. 

B )  Technique imnoenzymatique "sdwZch" 

La figure 19 montre les courbes obtenues en étudiant une gamme de 

concentration d'Ac AT avec différents temps d'incubation des échantillons 

puis du conjugué. 

La réduction du temps d'incubation total de 2 h (2 fois 1 heure) 

3 1 heure (2 fois 112 h) entraine une augmentation des valeurs de D.O. 

mesurées en fin de réaction immunoenzymatique. Toutefois, une diminution 

trop importante de ces temps (2 fois 114 h) conduit à une coloration plus 

faible. 

Les conditions expérimentales employées pour cet essai semblent 

bonnes puisqu'aucun phénomène de saturation n'est mis en évidence jusqu'à 

15 UI/ml (sauf pour 2 heures d'incubation où l'effet de zone s'amorce entre 

12 et 15 UIIml). Nous encadrerons donc les valeurs des différents paramètres 

utilisées ici pour déterminer exactement les conditions optimales de 

réalisation de la technique. 

2') Influence de la concentration du conhué ------------------  - 

A) Technique indzrecte 

Différentes courbes standards,préparées à partir du sérum étalon 

à 15 UI/ml,ont été établies par la technique immunoenzymatique indirecte, 



Figure 19 
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Figure 20 

A-A conjugué dilué au 1:100 
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le seul paramètre variable étant la concentration du conjugué, IgG de mouton 

anti IgG humaines couplées Zi la péroxydase de raifort, employé aux dilutions 

suivantes : 1:100, 1:300, 1:500, 1:1000, figure 20. 

A forte concentration du conjugué (dilution 1:100), il est observé 

un effet de prozone dû à un excès de conjugué par rapport aux Ac AT fixés à 

l'antigène adsorbé sur le support plastique. Par opposition, avec les dilutions 

importantes 1:500, et 1:1000 du conjugué, les valeurs de D.O. diminuent 

ostensiblement et un effet de zone provoqué par un défaut de conjugué est observé. 

Nous utiliserons donc le conjugué Zi la dilution intermédiaire 1:300. 

Cependant, les p h 6 d n e s  de saturation dus aux facteurs limitants déj3 cités : 

saturation des sites antigéniques par un exchs d'Ac AT et défaut de conjugué 

ne sont pas éliminés ; des améliorations, par dilution des échantillons étudiés 

ou changement de concentration de l'anatoxine adsorbée, doivent donc être étudiées. 

B) Technique "smrdtl.ich" 

Une étude similaire a été réalisée, ici, pour déterminer la 

meilleure dilution de travail du conjugué anatoxine - péroxydase préparé au 
laboratoire. Les dilutions employées varient du 1:25 au 1:200. Nous pouvons 

conclure d'après la figure 21 que la dilution 1:50 est la meilleure ; en 

effet, avec une plus forte concentration de conjugué, un plateau est observé 

pour les taux d'Ac AT supérieurs à 12,s UI/ml soit par défaut de substrat, 

soit par saturation de la phase solide, pour les dilutions 1:100 et 1:200 

du conjugué, les valeurs de D.O. obtenues sont inférieures et il se produit 

même un effet de zone au delà de 12,s UI/ml, par défaut de conjugué. 

3') Interdépendance des 2 ~arametres : concentration d'anatoxine-;-dil~tion ----------- ------------------ - - 
des échantillons 

Pour chaque variante de la technique, on a retenu comme optimales, 

les conditions expérimentales donnant la plus forte différence de D.O. entre 

les sérums B 5 et 15 UI/ml, considérés à la même dilution. 
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A )  Technique indirecte  

Les résultats obtenus dans l'étude simultanée du taux d'anatoxine 

et de la dilution des sérums ont été représentés de deux façons différentes. 

La figure 22 montre les courbes de D.O. en fonction de la dilution des sérums 

titrant 5 et 15 UI/ml pour chaque dilution d'anatoxine tétanique adsorbée. 

L'augmentation des densités optiques est en relation directe avec la dilution 

d'anatoxine adsorbée ; 3 partir de la dilution d'anatoxine 1:64, un plateau 

est atteint. Simultanément, les courbes d'allure incurvée se redressent de 

plus en plus jusqu'a la linéarité presque parfaite pour les dilutions 1:32, 

1:64  et 1:128. Ceci reflète l'évolution favorable dans les rapports de 

concentration antigène/anticorps, tout excès de l'un ou de l'autre se 

manifestant par un plateau. 11 est ainsi possible de situer les conditions 

optimales de réaction comme suit : dilution d'anatoxine 1:32 , dilution du 
sérum 1:lO; dilution d'anatoxine 1:64, dilution du sérum 1:15. 

Pour déterminer exactement ces paramètres, nous avons représenté 

les mêmes résultats dans la figure 23 en portant,en ordonnées,les écarts de 

densité optique (A D.O.), pour une dilution donnée, des sérums titrant 

5 et 15 UI/ml en fonction de la dilution d'anatoxine (en abscisse)., 

Plusieurs possibilités de travail s'offrent 2 nous : la meilleure 

est remplie par le couple anatoxine au 1:64 et sérum au 1:15. La dilution 

1:15 du sérum sous 100 ~1 directement dans la cupule étant délicate, en 

pratique, nous avons préféré utiliser le sérum dilué au 1:10, avec l'ana- 

toxine adsorbée à la dilution 1:32. Ce choix a d'ailleurs été confirmé par 

une meilleure reproductibilité des résultats. 

B) Technique s M c h  

La même étude a été effectuée mais les dilutions de sérum considérées 

sont p, 1:2, 1:5, 1:10 et 1:50. 

Les courbes représentées sur la figure 24 montrent une évolution 

similaire B celle décrite pour la technique indirecte. D'après la figure 25, 

nous pouvons dire que les meilleures conditions de réaction sont réunies avec 

l'anatoxine diluée au 1:32 et le sérum utilisé pur. 

Des résultats similaires ont été obtenus pour des temps d'incubation 

d'Il4 h ; cependant, les valeurs de D.O. et deAD.0. étant diminuées, nous 

avons opté pour des durées d'incubation d'1/2 heure. 
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4') Influence de la concentration du substrat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Deux solutions de substrats différentes ont été utilisées pour 

révéler l'enzyme fixé en fin de réaction imniunoenzymatique. 

S = 2 vl d1H202 à 30 volumes 
dans 10 ml de tampon 

4 mg d'orthophénylène diamine 

S2 = 400 pl d ' ~ ~ 0 ~  à 30 volumes 
dans 10 ml de tampon 

8 mg dtorthophénylSne diamine 

Les résultats de l'étude sont réunis dans la figure 26. L'augmentation 

de concentration du substrat (S ) a entrainé l'allongement du temps nécessaire 2 
à l'apparition de la coloration, ce qui est un avantage certain pour une meilleure 

reproductibilité lors de la répartition des réactifs, mais ceci s'est accompagné 

d'une diminution des valeurs de D.O. obtenues. Il semble donc que ce paramétre 

nécessite, à lui seul, une étude plus  approfondie.^ 

5 ' )  Conclusion ------  

Avant d'aborder les résultats de l'application pratique des techniques 

que nous avons'mises au point, il nous semble important de discuter des éléments 

notés jusqu'à présent. 

Nous nous sommes fixés un certain nombre de critères 2i respecter 

dans la mise au point d'une technique de dépistage des Ac AT : 

- la précision qui est bien évidemment un des points principaux 
- la sensibilité,ici,nfest pas le but principal puisque nous devons 

dépister des taux élevés d'Ac AT : au moins 4 UI/ml. Nous avons bien entendu 

recherché le maximum de sensibilité dans la zone supérieure 3 4 UI/ml mais 

l'étude qui précède nous montre que, par le jeu des dilutions d'anatoxine, 

des sérums ou du conjugué, il est toujours possible de déplacer cette zone vers 

des taux d'Ac plus faibles. 

- la rapidité et la possibilité d'adaptation B l'automatisation : 

ces deux derniers objectifs ont été atteints grâce.8 la méthode d'adsorption 

de l'anatoxine tétanique par séchage à 37'~ qui possède un rendement de fixation 

très élevé . Ainsi,les temps d'incubation ont été très fortement réduits 
(1 h et 1/2 h au total) et les échantillons sont utilisés purs ou à une dilution 

facilement réalisable directement dans les cupules et avec un risque d'erreur 

faible. 



Figure 26 



III) APPLICATION AUX DEPISTAGE ET DOSAGE DES Ac AT 

1') Courbes d'étalonnage --------- - 

Elles sont établies par mesure de la densité optique, en fin de 

réaction immunoenzymatique, pour une gamme de co~centration d'Ac AT réalisée 

par dilution de nos étalons de référence. 

Les courbes obtenues par la technique sandwich pour le sérum (fig 27) 

et le plasma (fig 28) sont comparables. Comme le montre la figure 28, la courbe 

est d'allure sigmoidale ; un phénomène de zone dû à la saturation des sites 

antigéniques par un excès d'Ac ou à un défaut de substrat se manifeste au delà 

de 20 UIjml. Dans le cas du sérum étalon, les possibilités de la technique sont 

d'au moins 15 UI/ml. Il est donc possible de doser, au cours même du dépistage, 

sur échantillon pur, le taux d'anticorps AT jusqu'à 20 UI/ml. Au delà, il est 

nécessaire de diluer l'échantillon. 

La courbe établie, à partir du sérum étalon, par la technique 

indirecte (fig 29) présente une rupture de pente à partir de 7,s UI/ml ; 

nous serons donc amenés à reprendre certains échantillons pour les doser dans 

la zone de la courbe ayant la meilleure pente. 

2') Dé~istage des anticorps antitétaniques - ------------------  

Nous avons rassemblé dans le tableau VI les résultats comparatifs des 

dépistages de ces anticorps réalisés par les techniques immunoenzymatiques et 

par électroimrmno-diffusion. Nous avons distingué 4 catégories d'échantillons 

selon le taux d'anticorps antitétaniques : inférieur à 4 UI/ml, de 4 à 7 UI/ml, 

égal et supérieur à 8 UI/ml (subdivisé en 8 - 19 UIIml et supérieur ou égal à 

20 UIIml) . 
La technique sandwich nous fournit desrésultats concordants avec 

l'électro-immunodiffusion pour les plasmas comme pour les sérums ; ce n'est 

pas le cas pour la technique indirecte qui semble nettement moins satisfaisante 

(apparemment,déplacement de la classe 4 à 7 UI/ml vers la classe)/ 8 UI/ml). 

Les taux d'Ac AT déterminés par les techniques immunoenzymatiques 

sont surestimés par rapport à ceux de l'EID, en particulier pour la technique 

indirecte. Ce phénomène peut s'expliquer par plusieurs faits : 

- 1 'électroimmunodiffusion permet de mettre en évidence les anticorps 1 
précipitants quelque soit leur classe (170). L'apparition d'anticorps antitétanique 4 
des classes IgM et IgA n'est pas limitée à la réponse immunitaire primaire (77). 

- - 





Figure 28 

COURBE D'ETALONNAGE ETABLIE A PARTIR DU PLASMA 

A 40 UI/ML PAR TECHNIQUE SANDWICH 
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- les techniques immunoenzymatiques détectent les anticorps anti- 
tétaniques immunologiquement actifs vis a vis de l'anatoxine qu'ils soient 
précipitants ou non, la variante d'EU indirecte ne dosant que les anticorps 

de type IgG. 

La technique E U  sandwich dose donc, théoriquement, tous les 

anticorps antitétaniques présents dans les échantillons, de façon spécifique. 

Nous avons étudié les résultats des dosages d'anticorps antitétaniques 

en calculant, par la méthode des moindres carrés, les droites de régression 

linéaire et le coefficient de corrélation entre taux estimé en EID et mesuré 

en EU. 

Les résultats concernant les sérums et plasmas par technique EIA 

sandwich ont été traités séparément puisque la nature des échantillons et donc 

des étalons employés différe. 

Les figures 30, 31 et 32 représentent les droites de régression 

obtezzues. Le diagramme établi (fig 30) pour 122 sérums dosés par la technique 

indirecte montre la grande dispersion des valeurs. L'équation de la droite de 

régression linéaire est y = 1,14 x + 0,05 (fig 30). Notre technique immuno- 

enzymatique indirecte surestime les taux d'Ac AT par rapport 3 1'EID d'autant 

plus que ceux-ci sont élevés,comme le reflète déjà le tableau VI. Le coefficient 

de corrélation r est de 0,79. 

Par contre, les coefficients de corrélation pour 84 sérums et80 

plasmas dosés par technique EIA sandwich sont beaucoup plus satisfaisants : 

ils sont respectivement de 0,94 et 0,97, ce qui indique une concordance presque 

parfaite. Les équations des droites de régression sont y = 1,29 x - 1,11 (fig 31, 
sérums) et y = 1,12 x - 1,39 (fig 32, plasmas). Dans l'ensemble, nous notons 

une surestimation des taux d'Ac AT dosés dans les sérums. Les coefficients de 

corrélation de 0,94 et 0,97 obtenus entre la technique sandwich et 1'EID 

montrent que nous avons dosé les mêmes populations d'Ac AT. 

Nous n'avons rapporté jusqu'à présent que des résultats obtenus avec 

les techniques immunoenzymatiques par mesure spcctrophotométrique. Il ne f a W  

pas écarter la possibilité de lecture visuelle pour la sélection des sérums 

ayant un titre d'Ac AT intéressant. La figure 33 est la photographie d'une 

plaque après révélation de l'enzyme fixé . Par comparaison des intensités de 
coloration obtenues pour l'étalon B 4 UI/ml et les échantillons 3 doser, il 

est possible de dépister,très rapidement et sans aucun appareillage,les 

prélèvements dont le taux d'Ac AT est égal au moins à 4 UI/ml. 





Figure 31 

Corrélation entre les résultats des 

dosages d'Ac AT par E . 1 . D  et E.1.A 

sandwich sur des sérums. 

Le chiffre à côté d'un point représente 

le nombre de résultats superposés en ce 

même point. (14 résultats, sortant de 

l'échelle, n'apparaissent pas sur la 

figure) . 

x taux d'Ac AT 
en Ullml en E.t.0 
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3') R=groduetibilité ------- 
h rableau VI1 rasidle t m t u  les valeurs en U I / r l  obtenues pour 

le s6rm étalon a : 5 UI/ml par les diffQrentea techniques emplopi&ea @ans ce 
trsrvail. 

Les chiffres se rapportant à la techaique de neutralirortian de la 

toxine chez la souris ne sont donn€s qu'a titre indicatif, ce dosage n'ayant 

été réa1isB que 4 fois par un laboratoire extgrieur. (Pasteur, Garches). 

Les coefficients de variation se situent B 8,s X et environ 12,s X 

pour les techniques immunoenzpmatiques alors que celui observé pour 1'EfD est 

de l';tare de 1 1  X. Avec la methode inaawioanzpatiqua sandwi* mise au point 

au laboratoire, nous disposons donc d'une technique aussi rapide que l'électro- 

inmamodiffusion (1 heure) et d'une meilleure reproductibilité. 

Les itudes de reproductibilité rlsalisdes pour d'autres techiques de 

depistage des anticorps rpntitbtaniquas sont peu nonrbreuses. Cependant, n m s  

avons relevd les quelques valeurs suivantes : la technique de 'Laurall, utilisée 

en routine au Centre de Transfusion de Bordeaux possbde un C71 de 6 B $ X (13 - -  

WINSNES ( 170 ) mentionne, qu'au cours d'essais repiktas en Blectro~odiffusiol 

et test de neutralisation de la toxine, les r6sultats varient de plus ou moins 
h. 

33 X ce 'qyi nous parait exagbrément élevé, enf in S T I ~ ~ R O S E N B E R G  ( 147 ) 

abtient avec une technique immunoslllr;pmatique indirecte un CV de 10 12 %,ce 

de B peu près avec nos propres résultats. 
\ 

Différents facteurs d'erreurs et donc de variation sont impliqués. 

us invoquer, en premier lieu, le support plostique r il existq des 

variations d'adsorption des protéines dans différentes parties des plaques de 

microtitration, ce phénomène connu est aussi appel6 effet de bord ; 

de plus, des écarts thermiques inter-puits pendant les périodes d'incubatiop 

ont Sté r8cemnent démontrés par BUE(T ( 36 ). Nous avons utilise des plaques 

spécialement traitées (M 129 B) pour éliminer l'effet de bord sais le facteur 

1 ,>., 2*,?7Ll thermique a pu intervenir d'autant que les temps d'incubation courts adoptas 
, %%.% 

&9?.t4i>$ ne permettent pas d'atteindre un dquilibre de tempPrature. La qualit6 optique &$$,A" n p ~ ~ $ ,  , 
f 4  * k,E+,_ ' du plastique est &galement importante dans le cas d'une lecture spectropboto- 

, ,m., $%?? métrique automatis6e : la mesure se faisant travers le fond des godets en *;;yP- &k% 
QI plastique, toute rayure ou dQfaut de la plaque interfère dans le risultat. 

,>,,,t;i* 
$, 3.'>..* -7 
i ~ ;  ci'id~"r'&;A, Un facteur primordial réside, dans les dilutions d'anatoxine et 

%6k?%+~@3$,. 

. - S i % ~ û . L ~ ; . ~  des échantillons. Pour la dthode sandwich, les conditions de travail optimales +& 
qx4-p, étant rgunies, cette source d'erreur n'est intervenue que pour les échantillons 

h 
Y* t,mb m-m,.vv / . -" 

A$. <~ I 
<,? c1^7., 

5 
. >  . ? J  , J  



TABLEAU V I  1 

ETUDE DE REPRODUCTIBILITE DES TECHNIQUES D'ELECTRO- 

IMMUNODIFFUSION ET IMMUNOENZYMATIQUES 
2 

b 'I 

--.iII 

Technique : nombre de : M : O CV CV 
: dosages : en U I / m l  : inkra essai  :inter essai  : 

: l a  souris .------------------.----------.--------.-.---------.-----------. 



ayant un taux d'anticorps antitétaniques supérieur a 20 UI/ml et devant donc 
être dilués ; le coefficient de corrélation avec l'électroimmunodiffusion 

montre que cet élément n'a pas joué dans les résultats. Par contre, le choix 

des dilutions d'anatoxine et des échantillons (1:32, 1:10), qui nous avait 

paru le plus adapté pour la technique E U  indirecte, s'est montré, à long 

terme, peu judicieux. La nécessité de reprendre les échantillons titrant 

plus de 7 U~/ml, afin d'obtenir une meilleure précision dans le dosage 

entraine un risque d'erreur important . 

Le dernier point susceptible d'intervenir dans les variations 

se situe au niveau de la révélation de l'enzyme fixé. Le temps d'incubation 

du substrat est très court (de l'ordre de 2 minutes) ; ceci a été adopté 

dans l'optique de rapidité de la technique mais il est évident que, dans ces 

conditions, le moindre décalage dans l'arrêt de la réaction entraine des 

variations de densité optique importantes. 

Un palliatif pourra peut-être être trouvédans l'utilisation d'une concen - 
tration de substrat telle que la coloration apparaisse un peu moins 

rapidement, tout en respectant les impératifs horaires, pour permettre 

d'assurer un temps de réaction avec l'enzyme égal dans tous les godets d'une 

plaque. L'automatisation de cette étape peut également être envisagée dans ce 

même but. 

Nous avons disposé d'un appareil de lecture de D.O. automatique 

MüLTISKAN (FLOW LABO) qui, par l'utilisation de faisceaux optiques verticaux, 

permet la mesure de la densité optique du contenu de 8 cupules à la fois à 

travers le plastique de la plaque : ceci autorise plusieurs lectures d'une 

même plaque puisque'il n'y a pas de prélèvement de l'échantillon. 

Nous avons constaté ainsi qu'il était possible de retarder la 

mesure de D.O. des plaques après révélation enzymatique, en stockant celles- 

ci à 4 ' ~  et à l'obscuritg, cependant, on observe une perte de, 

sensibilité pour les faibles concentrations d'Ac AT par augmentation de la 

"coloration de fond" à la suite de la dégradation spontanée du substrat. 



4') Conclusion ------ 

Au stade de l'application des 2 variantes immunoenzymatiques que 

nous avons mises au point, la technique indirecte s'est avérée mal adaptée 

au dépistage et au dosage des Ac AT. 11 semble que le choix des paramètres 

de la réaction n'ait pas été judicieux : une étude ultérieure pourrait nous 

permettre de corriger le protocole de la technique. De plus, la spécificité 

de la technique indirecte nous parait inférieure à celle de la méthode 

imrnunoenzymatique "sandwich". Cette dernière répond à la plupart des 

critéres nécessaires pour être utilisée dans un dépistage de masse des Ac AT, 

l'automatisation pouvant éventuellement entrainer l'amélioration de la 

reproductibilité de la méthode. 
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Le but de notre travail a été de mettre au point une technique de 

dépistage et dosage des anticorps antitétaniques de taux égal ou supérieur 

à 4 UI/ml en vue de la préparation d'immunoglobulines humaines spécifiques. 

Diverses méthodes immunologiques sont couramment employées cependant, 

la plupart ont pour inconvénient majeur un manque d'objectivité dans l'inter- 

prétation des résultats outre des temps de réaction longs ou une mise en oeuvre 

délicate. 

Nous avons donc étudié deux variantes de la technique immuno- 

enzymatique, indirecte ou sandwich, pour les anticorps antitétaniques. 

La méthode indirecte nécessite une étude plus approfondie. En effet, 

deux possibilités s'offraient à nous pour le choix des conditions optimales de 

réalisation de la technique anatoxine diluée au 1:32, sérum au 1:10 

ou II 14 1 :64 I I  1:15 

nous avons opté pour le premier cas qui s'est révélé inadequat. 

La technique sandwich, pour laquelle nous avons préparé au 

laboratoire un conjugué anatoxine tétanique-péroxydase de raifort, satisfait 

pleinement aux critères imposés. 

Elle permet d'obtenir, au cours même du dépistage, le dosage des anticorps 

antitétaniques, jusqu'8 20 UI/ml, que l'on peut ainsi classer selon leur 

titre. Les courbes obtenues sont caractérisées par une pente forte qui permet 

la détermination précise et sensible du taux des anticorps. La reproductibilité 

Qvaluée à 8 X et le délai de 1 heure pour l'obtention des résultats sont tout 

à fait compatibles avec un dépistage de masse. Dans un tel contexte cette 

méthode peut se prêter à l'automatisation dans la mesure où l'on dispose 

d'appareils de lavage et de répartition des réactifs. 

Les essais ont été réalisés, pour les deux méthodes avec de 

l'anatoxine fraiche ou recyclée fixée sur le godet plastique sans que les 

résultats en soient affectés. 

Les techniques immunoenzymatiques précédemment décrites pour le 

dosage des anticorps antitétaniques (71, 135, 147, 159, 161, 162) présentent certain 

inconvénients. Le délai d'obtention des résultats varie entre 3 heures 

( 71 ) et 48 heures ( 147 ). La technique classique d'adsorption à pH 9,6 



des protéines sur des supports en plastique (41, 42) aboutit à un 

rendement de fixation faible ce qui implique la nécessité d'étudier les 

échantillons à doser à des dilutions importantes - 1:200 en général - 
pour éviter les effets de zone - L'adsorption de l'anatoxine par séchage 
à 37' C, que nous avons préconisée, améliore nettement le rendement de 

fixation, permettant ainsi de réduire les différents temps d'incubation 

et doser les anticorps antitétaniques sur des dilutions peu importantes 

- 1:10 pour la technique indirecte - voire sur sérum pur pour la variante 
"sandwich". Un bon rendement est également obtenu lors de la fixation de 

l'anatoxine sur du Sépharose 4B ( 135 ) cependant cette technique nécessite 

de nombreuses centrifugations au cours des étapes de lavage, rendant son 

application à un dépistage en grande série difficilement réalisable. Pour 

la technique indirecte, nous avons employé un conjugué préparé par 

l'Institut Pasteur ; par contre, nous avons réalisé le couplage de 

l'anatoxine tétanique avec la péroxydase selon la méthode dlAVRAMEAS 

( 13 ) plus simple et plus rapide que le mode de conjugaison préconisé 

par NAKANE et KAWAOI ( 108 ) , employé par HABERMANN ( 7 1 ) . Le conjugué 
obtenu n'a subi aucune étape de purification mais son activité ne semble 

pas en être affectée ; cependant cette amélioration de la qualité du 

conjugué peut être envisagée à condition que le prix de revient du réactif 

n'en soit pas exagérément augmenté. 

Entre nos mains, la technique inmunoenzymatique dite "sandwich" 

semble posséder une spécificité supérieure 3 celle de la technique indirecte 

mettant en jeu un conjugué anti IgG humaines-enzyme (147, 159, 162). En effet, 

celui-ci est susceptible de révéler outre les IgG fixées spécifiquement, -- +- -.,a- -.-, P %.- -..." a- 
les IgG sériques adsorbées de manière aspécifique sur le support solide, 

i 
%, .. ---, .. 

alors que le ~?srujugué anatoxine-enzyme met en évidence uniquement les 

anticorps spécifiques. 

En ce qui concerne la technique sandwich, il ressort que nous 

pouvons titrer les anticorps antitétaniques objectivement par rapport à 

une garrmie Gtûlon sans diluer les échantillons et ce jusqu'à 20 UI/ml 

tandis que 1'EID ( 55 ), l'hémagglutination (20, 51, 111) et la neutralisation 

de la toxine chez la souris, nécessitent de nombreuses dilutions. Cette 

dernière méthode toutefois est la technique de référence car elle seule 

permet de doser l'activité biologique in vivo des anticorps antitétaniques. 



La technique de Laurell, quant à elle, ne présente un effet de zone qu'au 

delà de 30 UI/ml par contre, elle nécessite un délai de 24 heures pour 

l'obtention d'un résultat. 

La reproductibilité de l'EU sandwich est meilleure que celle 

de 1'EI.D pour un temps de réaction équivalent. Par ailleurs, l'EU permet 

une détermination immédiate du titre des anticorps antitétaniques. Les 

coefficients de variation de 1'EIA indirecte et de 1'EID sont peu près 

équivalents. 

Le prix de revient des réactifs des techniques immunoenzymatiques 

que nous avons mises au point est de l'ordre de O F 40 par sGrum. 

La technique d'EU) employée au laboratoire revient environ à O F 20 par 

sérum. Des réactifs conmiercialisés coûtent, pour le Laurell O F 50 par 

sérum et pour l'hémagglutination 1 F. 

Des améliorations sont encore nécessaires. En ce qui concerne 

la méthode indirecte en particulier les conditions optimales de réaction 

doivent être revues. Pour la technique sandwich, la purification du 

conjugué peut être envisagée. Dans l'exposé des résultats, nous avons 

évoqué l'influence de la concentration du substrat, il nous semble 

important de poursuivre une tstude dans cette voie. Enfin, l'automatisation 

nous parait capitale car elle permettra d'améliorer la reproductibilité 

des techniques mais également parce que les temps d'incubation courts 

employés dans nos protocoles ne permettent pas à la réaction d'atteindre 

l'équilibre et que ces délais d'incubation tant avec le sérum qu'avec 

le conjugué ou le substrat doivent être rigoureusement minutes. 
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Nous avons rassemblé ici, dans une liste non limitative, 

quelques exemples de dosages ou mises en évidence réalisés par méthodes 

immunoenzymatiques. 



ENDOCRINOLOGIE 

Gonadotrophine chorionique 

humaine (HCG) 

Hormone lutéinisante  (LH) 

Oestrogènes 

Lactogène placentaire 

Insuline 

Hormone de stimulation de 

l a  thyroïde (TSH) 

Thyroxine 

Progés térone 

Oes t r i o l  

Cortisol 

VAN WEEMEN e t  SCHWRS ( 128 ) 
Il " ( 129 ) 
II ( 1 3 0 )  

VAN WEEMEN ( 127 

VAN WEEMEN e t  SCHWRS ( 131 ) 

STIMSON e t  SINCLAIR ( 1 1 9 ) 

YORDE e t  a l .  - ( 163 1 
VAN WEEMEN e t  SCHUURÇ ( 129 

VAN WEEMEN ( 127 1 
VAN WEEMEN e t  SCHUURS ( 131 

VAN WEEMEN e t  SCPEWRS ( 13 1 

VAN WEEMEN ( 127 ) 

BOSCH e t  a l .  - ( 16 ) 

VAN HELL e t  a l .  - ( 126 ) 

BARBOUR e t  a l .  - ( 7 )  
SADEH e t  a l .  - ( 1 1 1  > 
MIEDEMA e t  a l .  - ( .93 

ISHIKAWA ( -67 ) 

KAT0 e t  a l .  - ( 74 

KITAGAWA e t  AIKAWA ( 77 ) 

MIYAI e t  & ( 96 ) 

ULLMAN e t  

DRAY e t  a l .  - 
GROS e t  a l .  - 
BOSCH e t  a l .  - 
VAN HELL e t  a l .  - 
JOYCE e t  a l  . - 
COMOGLIO e t CELADA 

OGIHARA e t  a l .  - 



PJiOTEINES SERIQUES 

IgG 

Complexes immuns 

Innnunoconglutinines 

Facteur rhtrmatoïde 

Ferr i  t ine 

- 2 haptoglobine 

Apo lipopro téine B 

Ac anti-DNA 

Ac anti-adénosine 

Ac an t i  actine 

Venin de serpent e t  

1971 AVRAMEASetGUILBERT ( 6 )  

1971 ENGVALLetPERLMANN ( 3 7 )  

1971 ENGVALL e t  a l .  
7 ( 3 5 )  

1972 ENGVALL e t  PERLMANN ( 38 ) 

1975 KATO e t  a l .  - ( 73 

1976 KATO e t  a l .  - ( 72 ) 

GUESDON e t  a l .  - 

WELTMAN e t  a l .  - 
AHLSTEDT e t  a l .  - 
CASALI e t  a l .  - 
RODA e t  a l .  - 
HAUTANEN e t  a l ,  - 
MAIOLINI e t  a l .  - 
BOENISCH 

WATANABE 

MIEDEMA e t  a l .  - 
FUCCARO-DE CAENES 

FRUCHART e t  a l .  - 
PESCE e t  a l .  - 
ENGVALL 

( 5 2 )  

a l .  ( 117 ) - 
( 61 

(,155 ) 

( 2 )  

( 22) 0 

( 105 > 
( 57 

( 8 7 )  

( 13 J 
( 153 

( 93 

e t  a l . (  4 2 )  - 
( 41 

( 100 1 
( 3 2 )  

( 5 0 )  

1979 VLADUTIU e t  a l .  - ( 135 

1979 KLOTZ e t  a l .  - ( 7 8 )  
1974 LAUER e t  ERLANGER ( 8 0 )  

1 9 79 CHARLEMAGNE e t  a l  . - ( 2 5 )  
1977 THEARSTON e t  a l .  - ( 120 

anticorps anti-venin 



PWTEINES ONCOFOETALES - 

Antigène carcinoembryonnaire 

HEMATOLOGIE 

Ac anti  Ag érythrocytafre 

Facteur VI11 

Fibrinogène 

Ag HBs 

1973 MlSSEYEFF e t  - al .  

1975 MAIOLINI  e t  MASSEYEFF 

M A I O L I N I  e t  a l .  - 
BELANGER e t  al .  

-. - -- -- 
MASSEYEFF e t  a l .  
- - .. 

HEVEY e t  a l .  - 
KIRKPATRICKet a l .  - 
HAMMARS TROM e t  a l  . - 

1975 ENGVALL e t  PERLMANN 

1976 ENGYALL e t  CARLSON 

1977 ENGVALL 

HOLM e t  a l .  - 
BARTLETT e t  a l .  - 
MAZURIER e t  a l .  - 
VOLLER e t  a l .  - 
WOLTERS e t  a l .  - 
WOLTERS e t  a l  . 
CASTRO e t  a l .  - 
HALBERT e t  a l  . - 
WEI e t  a l .  - 
LANGE e t  - a l .  

üKKONEN e t  a l .  - 
VANDERVELDE e t  a l .  - 
KACAKI e t  a l .  - 
ADACHI e t  a l .  - 



VIROLOGIE 

§ Mise en évidence d'antigènes des agents infectieux 

Ag HBs l i é  à l 'hépat i te  B 

Ag HA l i é  à l 'hépat i te  A 

Virus herpès simplex 

cf.  chapitre Hématologie 

1978 LOCARNINI e t  a l .  - .  ( 84 ) 

1978 MATHIESEN e t  - a l .  ( 91 

1977 MIRANDA e t  - a l .  ( 95 ) 

1978 MILLS e t  - a l .  

Entérovirus 1979 HERRMAN e t  - a l .  

Rhéovi rus 1977 YOLKEN e t  - a l .  

Ro tavirus 1978 YOLKEN e t  - a l .  

1979 BIRCHetal.  - 
Virus polyhèdrique nucléaire 1978 KELLY e t  - a l .  

Quelqves virus végétaux 1976 VOLLER e t  - a l .  

1977 CLARK e t  ADAMS 

1978 GERA e t  - a l .  

§ Mise en évidence d'anticorps contre les  agents infectieux 

Ac a n t i  hépatite A 

Ac a n t i  herpès 

Ac a n t i  rotavirus 

Ac a n t i  cytomégalovirus (CMV) 

MATHIESEN e t  - a l .  

DUERMEYER e t  - a l .  

DUERMEYER e r  VANDERDEEN 

GILMAN e t  DOCHERTY 

GRAUBALLE e t  VES TERGAARD 

VESTERGAARD d t  a l .  

YOLKEN e t  - a l .  

O S E  e t  a l .  - 
VOUER e t  - a l .  

CASTELLANO e t  - a l .  

SCHMITZ e t  - a l .  

ANDERSON e t  ANDERSON 

LEINIKKIet PASSILA 

Ac a n t i  virus d'EPSTEIN-BARR (EBV) 1976 VOLLER e t  - a l .  ( 141 

1977 WALLEN e t  a l .  - ( 149 ) 

Ac a n t i  rubéole 1975 VOLLER e t  - a l .  ( 139 ) 

19 76 VOLLER e t  a l .  - ( 140 ) 

1977 GRAVELL e t  a l .  .- - ( 48 ) 

1977 PREVOST e t  GUESDON ( 101 ) 

1978 VEJTORP ( 132 



VIROLOGIE (sui  te )  

Ac a n t i  rougeole 1976 V O U E R  e t  a l .  - ( 140 ) 
1979 KAHANEetal. - ( 71 ) 

Ac a n t i  influenza e t  a n t i  orei l lons 1976 LEINIKHI e t  PASSILA ( 81 ) 

Ac a n t i  arbovirus 1976 VOLLER e t  a l .  - ( 143 

Ac a n t i  rage 1977 ATANASIU e t  a l .  - ( 5 )  
1977 THRAENHART e t  KK.UWERT ( 122 1 

Ac a n t i  RS virus 1978 RICHARDSON e t  a l .  - ( 103 

(respiratory synci t ia l )  

BACTERIOLOGIE 

ô Mise en évidence d'antigènes d'agents infectieux 

Toxine de vibrio cholerae 1973 HOLMGRENet SVENNERHOLM ( 63 ) 

8 Mise en évidence d'anticorps 

Ac a n t i  vibrio cholerae 

Ac a n t i  salmonella 

Ac a n t i  brucella e t  Ac a n t i  yersinia 

Ac a n t i  E. co l i  

A c  a n t i  streptocoque M 

Ac a n t i  r i cke t t s i a  quintena 

Ac a n t i  mycobacteria 

Ac a n t i  tréponème 

Ac a n t i  syphylis 

Ac a n t i  gonorrhée (N. gonorrhoeae) 

HOLMGREN e t  SVENNERHOLM 

CARLSONN e t  a l .  - 
CARLSONN e t  a l .  - 
CARLSONN e t  a l .  - 
JODAL e t  a l  . - 
RUSSEL e t  a l .  - 
WLE e t  a l .  - 
H E W  e t  a l ,  - 
NASSAU e t  a l .  - 
VELDKAMP e t  VISSER 

PATRAMANIS e t  a l .  - 
VOLLER e t  a l .  - 
GLYNN e t  ISON 

Ac contre diverses bactéries 1974 AHLSTEDT e t  a l .  - ( 3 )  
1974 SMITH e t  a l .  - (116 ) 

Ac contre polysaccharides bactériens 1979 GRAY ( 4 9  1 . 
Ac antitétaniques 1976 VOLLER e t  a l .  - (144 ) 

1976 HABERMA.  e t  HELLER ( 5 3  1 

1977 VOLLER e t  a l .  - (145 ) 

1977 STIFFLER ROSENBERG e t  FTY (118 ) 



MYCOLOGIE 

Aspergilloses 

Candidoses 

Ag fungiques 

Ag d'aspergillus fumigatus 

Ac anti aspergillus fumigatus 

MALADIES PMASITAIRES 

Parasitologie humaine 

Malaria 

Schis tosomie 

Trypanosomie 

Toxoplasmose 

Trichinose 

Hydatidose 

Onchocerciose 

Leishmania 

Parasitologie animale 

Brucellose 

1976 HOMMEL et al. - ( 65 1 
1976 HOMNEL et al. - ( 64 
1977 WARREN et al. - ( 151 9 
1979 WARREN et al. - ( 152 1 
1979 RICHARDSON et al. - ( 104 ) 
1979 SEPULVEDA et al. - ( 115 

VOLLER et al. - 
VOLLER et al. - 
VOLLER et al. - 
HULDT et al. - 
BOUT et - al. 

DEELDER et al. - 
VOLLER 

VOLLER et - al. 

W.H.O. 

RUI TENBERG 

BOUT et - al. 

PATRAMANIS et al. - 
VOLLER et al. 

BULLOCK et WALLS 

WALLS et al. - 
BOS et al. - 
ENGVALL et LUNJSTROM 

FARAG et - al. 

BOUT et al. - 
VOLLER et al. - 
BOUT et al. - 
HOMMEL 



Parasitologie animale (suite) 

Trichinose 

Choléra du porc 

Mycobacterkum paratuberculosurn 

Tryp anos omie 

Babesia 

LUNJSTROM e t  a l .  - ( 83 

RUITENBERG e t  a l .  - ( 107 ) 

RUI TENBERG e t a l  . - ( 108 ) 

RUITENBERG e t  a l .  - ( 109 ) 

SAUNDERS ( 112 ) 

SAUNDE RS ( 113 ) 

BERG, JORGüNSEN e t  a l .  ( 1 1 - 
LUCKINS ( 85 

PLTRNELL e t  a l .  - ( 102 



BIBLIOGRAPHIE DU TABLEAU IMMUNOENZYMOLOGIE - ............................................. 

- 1 - ADACHI H., FUKUDA T., FUNAffASHI S., KURAHORI T., ISHIKAWA E., 

Vox Sang 1978 35, 219 

- 2 - AHLSTEDT S., HANSON L.A., WADSWORTH C.,  JATVIG J.B., 

- 3 - AHLSTEDT S. ,  HOLMGREN J,, HANSON L.A., 

I n t .  Arch A l l e r g y  app 1 m n o l  1974 - 46, 470 

- 4 - ANDERSON H .K. , ANDERSON P. , 
A b s t r a c t s  from t h e  5 t h  Scand inav ian  v i r u s  symposium 1977 15 

- 5 - ATANASIU P. ,  SAW V., PERRIN P.,  

Ann Microb io l .  I n s t .  P a s t e u r  1977 - 128 A, 489 

- 6 - AVRAMEAS S. , GUILBERT B. , 
C .R. Acad. S c i  . 197-le_ 273,2705 

- 7 - BARBOUR H.M., 

J Irmnunol Methods 1976 - i l ,  15 

- 8 - BARTLETT A. , DORMANDY K.M., HAWKEY C .M. , STABLEFORTH P , , VOLLER A. , 
B r i t .  Med J 1976 1 ,  994 - 

- 9 - BELANGER L.,  HAMEL D., DUFOUR D, POULIOT M., 

- 10 - BEL&-U_GER L., SYLVESTRE C., DUFOUR D., 

C l i n  chem Acta 1973 - 48, 15 

- 1 1 - BERG-JORGUNSEN J. THODEJENSEN P .  ,+ 

Ac ta V e t  Scand inv ica  1978 19, 310 

- 12 - BIRCH C . J . ,  LEIHMANN N . I . ,  HANKER A . J . ,  MARSHALL J.A., GUST I . D . ,  

J C l i n i c a l  Pa tho logy  1979 32,  700 -* - 



- 1 3  - BOENISCH T. ,  

P r o t i d e s  of B i o l o g i c a l  F lu ids  1 9 7 6  - 24, 7 4 3  

- 1 4  - BOS H . J . ,  VAN DER E I J K  A.A., 

A r c h  inves t Med.  (Mex.,) 1 9 7 5  

- 1 5  - BOS H . J . ,  VAN DER E I j K  A.A., STEERENBERG P.A. ,  

T r a n s  R.  S o c  t r o p  Med H y g  1 9 7 5  

- 1 6  - BOSCH A.M.G., VAN HELL H., BRANDS J.A.M., VAN WEEMEN B . K . ,  SCNUURS A.H.W.M., 

C l i .  c h e m  1 9 7 5  2 1 ,  1 0 0 9  - 

- 1 7  - BOUT D., DUGIMONT J . C . ,  FARAG H.,  CAPRON A., 

1 s t  International s y m p o s i u m  on i m m u n o e n z y m a t i c  techniques INSERM s y m p o s i u m  

n 0 2  e d i t e d  by FELDMANN e t  a l  (north holland p u b l i s h i n g  C o ,  A m s t e r d a m )  

- 1 8  - BULLOCK S . L . ,  WALLS K.W., 

J infect D i s  1 9 7 7  1 3 6 ,  s u p p l t  S 2 7 9  - 

- 1 9  - CARLSSON H .E . , HURVELL B . ,  LINDBERG A.A., 

A e t a  P a t h .  Microbiol Scand 1 9 7 6  2 84 1 6 8  

- 2 0  - CAFKSSON H.E., LINDBERG A.A., HAMMARSTROM S . ,  

Infect .  and i m u n i t y  1 9 7 2  - 6, 7 0 3  

- 2 1  - CARLSSON H.E. ,  LINDBERG A - A . ,  HAMMARSTROM S . ,  LJUNGGREN A . ,  

I n t  A r c h .  a l l e rgy  and app immunology 1 9 7 5  - 4 8 ,  4 8 5  

- 2 2  - CASALI P . ,  BOSSUS A., CARPENTIER N.A., LAMBERT P .H. ,  

C l i n  E x p  Immun01 1 9 7 7  2 9 ,  342 - 

- 23 - CASTELLANO G.A., HAZZARD G.T . , MADDEN D .L., SEVER J .L 

J infect  D i s  1 9 7 7  - 1 3 6 ,  supp l t  S 337 

- 2 4  - CASTRO A. ,  WU M., ROSENTHAL C . ,  CLEARY T., WUNSCH C a ,  MALKUS Hey 

R e s e a r c h  c o m m u n i c a t i o n s  i n  c h e m i c a l  p a t h o l o g y  and p h a r m a c o l o g y  1 9 7 7  - 1 6 ,  1 9 9  



- 25 - CHARLEMAGNE D.,  SCHWARTZ K., BERNARD S.,  PARAI? A., 

J immun01 methods 1979 29, 145 - 

- 26 - CLARK M.F., ADAMS A.N.9 

J Gen V i r o l  1977 34,  475 - 

- 27 - COMOGLIO S. ,  CELADA F.,  

J Immun01 methods 1976 - 10, 161 

- 28 - DEELDER A.M. ; RUITENBERG E . J . , KORNELIS D s 9" STEERENBERG P .A. y 

Exp P a r a s i t  1977 - 41,  133 

- 29 - DRAY F., ANDRIEU J . M . ,  RENAUD F. ,  

Biochem Biophys.  Acta  1975 - 403, 131 

- 30  - DUERMEYER W . ,  VAN DER DEEN J . , 
Lance t  1978 - II, 684 

- 31 - DUERMEYER W . ,  VAN (DER VEEN J., KOSTER B., 

Lance t  1978 1, 823 - 

- 32 - ENGVALL E . ,  

Lance t  1976 - 2, 1410 

- 33  - ENGVALL E . , 
Biomedical  A p p l i c a t i o n s  o f  immobi l ized enzymes and p r o t e i n s  e d i t e d  by T.M.S 

CHANG Plenum P r e s s  1977 2 ,  87  b - 

- 34 - ENGVALL E., CARLSSON H.E., 

1 s t  I n t e r n a t i o n a l  symposium on  immunoenzymatic t e c h n i q u e s  INSERM symposium 

n 0 2  e d i t e d  by FELDMANN e t  a l  ( n o r t h  h o l l a n d  p u b l i s h i n g  CO, Amsterdam) 

1976 135 

- 35 - ENGVALL E.,  JONSSON K. ,  PERLMANN P . ,  

Biochem Biophys Acta  197 1 - 25 1 ,  427 

- 36 - ENGVALL E., LJUNGSTROM I., 

Ac ta Pa t h o l o g i c a  e t  Microb io log iva  Scand inav ia  1975 - 83, 1 



- 37 - ENGVALL E., PERLMANN P. ,  

Inununochemistry 1971 - 8, 871 

- 38 - ENGVALL E., PERLMANN P. ,  

J immunology 1972 - 109, 129 

- 39 - ENGVALL E., PERLMANN P.,  

Microbiology I m u n o l o g y  e d i t e d  by C.G. HEDEN and T. ILLENY Wiley New- York 

1975 529  

- 40 - FARAG H., BOUT D. ,  CAPRON A., 

Biomedicine Express  1975 23, 276 

- 4 1 - FRUCHART J . C . ,  DESREUMAUX C ,  , DEWATLLY P., SEZILLE C . ,  JAILLARD J. ,  

CARLIER Y. ,  BOUT D . ,  CAPRON A. ,  

C l i n  chem 1978 - 24, 455 

- 42 - FUCCARO-DECAENES C . ,  MERIADEC B., BUEIFE \D., BURTIN P., 

Ann. Immunol. 1974 - 125 C, 747 

- 43 - GERA A.,  LOEBENSTEIN G., RACCAH B., 

Vi ro logy  1978 - 86 ,  542 

- 44 - GHOSE L .W., SCHNAGL R .D . , HOLMES 1 .H., 

J C l i n  M i c r o b i o l  1978 - 8, 268 

- 45 - GILMAN S.C. DOCHERTY J.J., 

J i n f e c t  D i s  1977 - 136 s u p p t  S 286 

- 46 - GLYNN A.A., ISON C. ,  

B r i t i s h  J o f  v e n e r e a l  D i s e a s e s  1972 2 54 97 

- 47 - GRAUBALLE P.C., VESTERGAARD B.F., 

Lance t  1977 - 2,  1038 

- 48 '- GRAVELL M., DORSETT P.S., GUTENSON O.,  LEY A.C. 

J i n f e c t  D i s  1977 - 136 s u p p t  S 300 



- 44 - GRAY B.M., 

J immun01 methods 1979 - 28, 187 

- 50 - GRIPENBERG M., LINDER E., KURKI P., ENGVALL E., 

Scand J immun01 1978 7, 15 1 - 

- 51 - GROS C . ,  PETIT O., DRAY F.,  

P r o t i d e s  o f  b i o l o g i c a l  F l u i d s  1976 24, 763 - .-.. 

- 52 - GUESDON J.L., DAVID B., LAPEYBE J., 

A m .  I m u n o l  (Inst P a s t e u r )  1977 128 C ,  799 

- 5 3  - HABERMANN E., HELLER I., 

P r o t i d e s  o f  b i o l o g i c a l  F l u i d s  1976 - 24, 825 

- 54 - HALBERT S.P., ANKEN M., 

J i n f e c t  D i s  1977 - 136 s u p p l t  S 318 

- 55 - HALLE S.,  DASCH G.A., WEISS E , 
J. C l i n  Microb io l  1977 - 6 ,  101 

- 56 - HAPQIARSTROM S., ENGVALL E . , SUNBLAD G, , GOLDSTEIN 1. J . ,  JOHANSSEN B .G., 

SVENSSON S. , 
Proc  N a t  Acad S c i  1975 72, 1528 - 

- 57 - HAUTANEN A., KOISTINEN V.,  PENTTINEN - --  K., WAGER O. ,  

J Immun01 methods 1978 21,  335 - 

- 58 - HERRMANN J .E . , aNDRY R.M., COLLINS M.F., 

J C l i n  Microb io l  1979 I O ,  210 - 

- 5 9  - HERRMAN J.E.,  HOLLINGDALE M.R., COLLINS M.F., VINSON J . W . ,  

P roc  Soc exp Bi01 Med 1977 154, 285 - 
- 60 - HEVEY R. , BONACKER L .H . , SPARACIO R., 

1 s t  I n t e r n a t i o n a l  symposium on imunoenzymat ic  t e c h n i q u e s  INSERM symposium 

n 0 2  e d i t e d  by FELDMANN e t  a l  ( n o r t h  h o l l a n d  p u b l i s h i n g  Co, Amsterdam) 

1976 p 191 

- 61 - HOFFMAN R.R., 

J a l l e r g y  and c l i n  immunology 1973 - f l ,  303 



- 62 - HOLM G., ENGVALL E., HAMMARSTROM S., NATVIG J .B . ,  

Scand J Inmninol 1974 - 3, 173 

- 63 - HOLMGREN J., SVENNERHOLM A.M. 

I n f e c t i o n  and immunity 1973 '  - 7, 759 

- 64 - HOMMEL M., 

Trans Roy Soc t r o p  Med Hyg 1976 -9 70 15. _.'- 

- 65 - HOMMEL M., KIEN TRUONG T., BIDWELL DE., 

La Nouvel le  P r e s s e  Médicale 1976 5 ,  2789 

.. - 66 - HULDT Ge, LAGERQUIST.B, PHILLIPS T., DRAPER C . C . ,  VQLLER A., 
, 

Ann Trop Med P a r a s i t  1975 - 69, 483 

- 67 - ISHIKAWA C., 

J Biochem (Tokyo) 1973 - 73, 1319 

- 68 - JODAL U., AHLSTEDT S., CARLSSON B., HANSON L.A., LINDBERG U., SOHL A., 

I n t  Arch a l l e r g y  and app. immun01 1974 - 47, 537 

- 69 - JOYCE B.G., READ G.F., FAHDY D.R., 

S t e r o i d s  1977 - 29, 761 

- 70 - IZiCAiKI J., WOLTERS G.,  KUIJPERS L. ,  SCHWRS A.H.W.M. 

J C l i n  P a t h  2 30 894 

- 71 - I(AHANE S., GOLDSTEIN V., SAROV-I., 

I n t e r v i a o l o g y  1979 12, 39 

- 72 - KATO K., FUKUI He, HAMAGUCHI Y., ISHIKAWA E , ,  

J immun01 1976 2 116 1554 

- 73 - KATO K., HAMAGUCHI Y. ,  FUKUI H e ,  ISHIKAWA E., 

Febs letters 1975 56, 370 - 

- 74  - KATO K., HAMAGUCHI Y. ,  mTKUI He, ISHIKAWA E., 

J Biochem (Tokyo) 1975 A 78 432 

- 75 - KELLY D.C., EDWARDS M.L., EVANS H.F., ROBERTSON JeS . ,  
---.- - A -  - - .  

J Gen Vi ro logy  1978 - 40, 465 



- 76 - KIRiCPATRICK A., WESPIC H.T., NAKAMüRA R.M., 

C l i n  chem 1977 23, 50  - 
- 77 - KITAGAWA T., AIKAWA T., 

J Biochem ( ~ o k y o )  1976 2 79 233 

- 78 - KLOTZ J.L., MINAMI R.M., TEPLITZ R.L., 

J Immun01 methods 1979 29, 155 - 

- 79 - LANGE W., KOHLER H., APROCADA J., OTT A., SUCKER U., 

Deut Med Wochenschr 1977 102, 1581 

- 80  - LALER R., ERLANGER B., 

Immunochemistry 1974 - 11, 533 

- 81 - LEINIKKI P., PASSIU.S., 

J c l i n  P a t h  1976 2 29 1 116 

- 82 - LEINIKKI P.,  PASSILA S., 

J I n f e c t  D i s  1977. ! 136 supp t  S .294 

- 83  - LJüNSTROM I., ENGVALL E., RUITENBERG E .J f, 

Proc  B r i t  Soc P a r a s i t  1974 - 69, X W V  

- 84  - LOCARNINI S. .M., LEHMANN N. I . ,  PRTNGLE R,C,, GUST I , D , ,  
- - 

- - - - - 
- 85 - LUCKINS b . C  . , 

Trop anim Hea l t h  Prod 1977 - 9 ,  53  

- 86 - MAIOLINI R, FERRUA B.  MASSEYEFF R., 

J immunol methods 1975 6 ,  355 - 

- 87 - MAIOLINI R., FERRUA B . ,  QUARANTA J .F . ,  PINOTEAU A. ,  EULER L., ZIEGLER G.,  

MASSEYEFF R., 

J immunol methods 1978 20, 25 - 

- 88 - MAIOLINI R., MASSEYEFF R., 

J immunol methods 1975 8 ,  223 - 

- 89 - MASSEYEFF R., MAIOLINI R., FERRUA B., RAGIMBEAU-GILLI J. ,  

P r o t i d e s  o f  t h e  B i o l o g i c a l  F l u i d s  1976 - 24, 605 



- 9 0  - MATHIESEN L., FEINSTONE S.M., WONG D.C., SKINHOEJ R., PURCELL R.H., 

J C l i n  M i c r o b i o l  1 9 7 8  7 ,  1 8 4  - ' 

- 9 1  - MAZURIER C e ,  PARQUET-GERNEZ A., GOUDEMAND M., 

P a t h o l o g i e  B i o l o g i e  - 1 9 7 7  - 2 5  supp l t  1 8  

- 9 2  - MIEDEMA K., BOELHOUWER J., OTTEN J . W . ,  

C l i n i c a  chimica acta 1 9 7 2  4 0  1 8 7  A 

- 93 - MILLS K.W., GERLACH E.H.,  BELL J.W., FARIUS M . E . ,  TAYLOR R . J , ,  

J C l i n  M i c r o b i o l  1 9 7 8  7 ,  7 3  - 

- 9 4  - MIRANDA Q . R . ,  BAILEY G.D., FRASER A.S., TENOSO M.J., 

J infect  D i s  1 9 7 7  - 1 3 6  supp l t  S 304 

- 9 5  - MIYAI K. , ISHIBASHI  K., KUMAHARA Y., 
I 

C l i n  c h i m  A c t a  1 9 7 6  - 6 7 ,  2 6 3  

- 9 6  -NASSAU E . ,  PARSONS E.R. ,  JOHNSON G.D., 

T u b e r c l e  1 9 7 6  5 7 ,  6 7  
7 

- 9 7  - OGIHARA T., MIYAI K.,  N SHI' K., ISHIBASHI K., KUMAEQi Y , ,  

J C l i n  E n d o c r i n o l  m é t a b  1 9 7 7  - 44 Y 9 1  

- 9 8  - PATRAMANIS I., MARKETAKIS J . ,  KARLAMANIS E . ,  TZAMOURANIS N., PAVLATOS M., 
- 
J immun01 M e t h o d s  1 9 7 3  - 2 ,  2 5 1  

- 99 - PESCE A.J. ,  MENDûZA N., BOREISHA I., GAIZUTIS'M.A., POLLACK V.E., 

C l i n  c h e m  1 9 7 4  2 0  353 2 

- 1 0 0  - PREVOST J., GUESDON J .L. ,  

Ann Microbiol Inst  P a s t e u r  1 9 7 7  1 2 8  B. 5 3 1  

- 1 0 1  - PURNELL R.E. ,  HENDRY D.J . ,  BIDWELI, D.E.; TURP P . ,  

V e t  Rec 1 9 7 6  9 9 ,  1 0 2  - 
- 1 0 2  - RICHARDSON L. S .  , YOLKEN R .H., RELSHE R.B . , CAMARGO E . , KIM H .W. , CHANOCK R .M. , 

Infection and immunity 1 9 7 8  20, 6 6 0  



- 103 - RICHARDSON M.D., WHITE L.0.y WARREN R.C., 

Mycopathologia 1979 - 67, 83  

- 104 - RODA L., MAIOLINI R. ,  FERRUA B. ,  MASSEYEFF R.,  

J i m n o l  methods 1979 - 29, 207 

- 105 - RUITENBERG E.J., BWS J e y  

Ann J t rop  Med hyg 1977 - 26, 31 

- 106 - RUITENBERG E.J. ,  STEERENBERG P.A., BROSI B.J.M., BWS J., 

Bu l l  World Heal th Organ 1974 - 51, 108 

- 107 - RUITENBERG E.J., STEERENBERG P.A., BROSI B.J.M., 

Medikon 1975 4 , 3 0  - 

- 108 - RUITENBERG E.J . ,  STEERENBERG P.A., BROSI B.J .M.,  BWS J. ,  

J immun01 methods 1976 - 10, 67 

- 109 - RUSSEL H . ,  FACKLAM R.R., EDWARDS L.R., 

J C l i n  Microbiol  1976 - 3)  501 

- 110 - SADEH D. ,  HERSZFELD D . ,  HEXTER C.S., 

P r o t i d e s  o f  b i o l o g i c a l  f l u i d s  1976 A 24 759 

- 1 1 1  - SAUNDERS G.C., 

P roc  17th Ann Anim Assoc Vet Diag 1975 311 

- 112 - SAUNDERS G.C., 

Amer J Vet Res 1976 - 38, 21 

- 113 - SCHMITZ H . ,  DOERR H.W., KAMPA D . ,  VOGT A.,  

J c l i n  Microbiol 1977 - 5 ,  629 

- 114 - SEPULVEDA R.,  LONGBOTTOM J.L.,  PERYS J., 

C l i n i c a l  a l l e r g y  1979 - 9 ,  359 

- 115 - SMITH J., HOLMGREN J e y  AHLSTEDT S.,  HANSON L.A., 

I n f e c t  Immunity 1974 2 10 411 



- 1 1 6  - SOHL-AKERLUND A. ,  HANSON L.A. ,  AHLSTEDT S . ,  CARLSSON B . ,  

Scand J Immun01 1 9 7 7  1 2 7 5  

- 1 1 7  - STIFFLER-ROSENBERG G., FEY H., 

S c h w e r z  med Woschr 1 9 7 7  1 0 7 ,  1 1 0 1  - 

- 1 1 8  - STIMSON W.H., SINCLAIR J .M. ,  

Febs L e t t e r s  1 9 7 4  - 4 7 ,  1 9 0  

- 1 1 9  - THEAKSTON R.D.G., LLOYD-JONES M . J . ,  R E I D  H.A., 

L a n c e t  1 9 7 7  2 ,  639 - 

- 1 2 0  - THOEN C.O., P I E T Z  D.E., ARMBRUST A.L., HARRINGTON R . ,  

J c l i n  Microbiol 1 9 7 9  - 1 0 ,  2 2 2  

- 1 2 1  - THRAENHART O.,  KUWERT E.K., 

L a n c e t  1 9 7 7  2 ,  399 - 

- 1 2 2  - ULLMAN E . F . ,  BRAKJ3MORE J., LEUTE R.K. e t  a l . ,  

C l i n  c h e m  1 9 7 5  2 1 ,  1 0 1 1  ( A b s t r a c t )  

- 1 2 3  - UKKONEN P . ,  KOISTINEN V.,  PENTTINEN K. ,  

J i m m u n 0 1  m e t h o d s  1 9 7 7  - 1 5 ,  3 4 3  

- 1 2 4  - VANDERVELDE E.M., COHEN B . J . ,  COSSART Y.E. ,  

J c l i n  P a t h  1 9 7 7  30, 7 1 4  

- 1 2 5  - VAN HELL H., BOSCH A.M.G., BRANDS J.A.M., 

A n a l  c h e m  1 9 7 6  2 ,  2 7 9  - 
- 1 2 6  -. VAN WEEMEN B.K.,  

e n z y m e  i m m u n o  assays thèse G r o n i n g e n  1 9 7 4  

- 1 2 7  -a  VAN WEEMEN B .K., SCHUURS A.H.W.M., 

F e b s  let ters 1 9 7 1  - 1 5 ,  2 3 2  

- 1 2 8  - .  VAN WEEMEN B.K.,  SCHUURS A.H.W.M., 

F e b s  le t ters  1 9 7 2  2 4 ,  7 7  - 

- - VAN WEEMEN B.K., SCHUURS A.H.W.M., 

F e b s  le t ters  1 9 7 4  4 3 ,  2 1 5  



30 VAN -8 B.K., SCBUWRS A.H.W.M., 

I s t International s y m p o s i u m  on immunoenzpnra t ic techniques INSERM sympoeriuai 

x02 edi ted by I%TDMMN 8 i t  a l  (north hollaad p u b l i s h i n g  C o ,  Ansterdm .) 

- 1 3 2  - VELDKAMP J., VISSER A.M., 

B r i t .  J V e n e r  D i s  1 9 7 5  - 5 1 ,  2 2 7  

- 1 3 3  - VESTERGAARD B.F., GRAUBALLE P.C., SPANGAARD H., 

A c t a  P a t h  microbiol Scand B 1 9 7 7  85, 4 6 6  

- 1 3 4  - VLADUTILA O. , PALUMBO D .A. , ASIRWATHAM J .E . , 
C l i n  ;hem 1 9 7 9  - 2 5 ,  366 

- 1 3 5  - VOLLER A., 

L a n c e t  1 9 7 5  4 2 6  

- 1 3 6  - VOLLER A., BARTLETT A., BIDWELL D.E., 

T r a m  R. S o c  T r o p  N e d  H y g  1 9 7 6  - 7 0 ,  98 

- 1 3 7  - VOLLER A. , BARTLETT A. , BIDWEU D .E . , CLARK M.F., ADW A. W., 

J G e n  V i r o l  1 9 7 6  33, 1 6 5  - 
- 1 3 8  - R A., BI?WBLL D.E., 

Br 9 exp path ' 9 7 5  2 56 338 

- 139 - VOLLER A,,  BIDWELL D.E., 

B r  J exp path  1 9 7 6  5 7 , 2 4 3  

- 1 4 0  - VOLLER A., BIWJELL D.E., 

Pub A m  Soc Microbiol 1 9 7 6  506 

- 1 4 1  - VOLLER A., BIDWELL D.E., BARTLETT A., 

T r o p e n m e d  Parasitol 1 9 7 5  - 2 6 ,  2 4 7  

- 1 4 2  - VOUER A., BIDWELL D.E., BARTLETT A., 

B u l l  Wld H l t h  O r g  1 9 7 6  - 53, 55 



The E.L.1,S.A. ( F l o w l i n e  publications,Guernrrey>~ 1977 24 , , A -, , ' \ ' -~ -,.-4 . , * , * !  . , 'el. - ,  
i -3, 

1 45 - VOLLER A. , BIDWELL D .E BARTLETT A. , FLECK D .G. , PERKINS M., OLADEBfM . .8&$'';\ . , L  

3 clin Path 1976 - 2 

- 146 - VOLLER A., BIDWELL D.E 

Bull world h e a l t h  o ru -  

HISLDT G., ENWALL E., 

, 209 

- 147-VOLLERA., EULI~TI TWRSC., ~ G V A L ~ L E . ,  

B r i t  Med J 1975 & 659 

- 148 - WALLEN W .C . , MATTSON J .M., LEVINE P .H., 

1977 136 suppl t  S 324 

-- - 149 - lJAtLS K.W., 

N B. - BART A. , BIDmLL D .E . , RICHARDSON M .D . , ---SR A WEITE Ù 
l @  ; ,727 1 

i y ";o.:.: 

- 152 - WATANABE N,, 8XITSIJ Y,, U%iTSüU S. e t  al., 

t - 153 - UBI P., ECN1C;IIT D.J., z m ' ~  D.H. ,  BOiini B.L. ,  4: 

Cl in  chem 1977 23, 813 h 

l 

1% = L m  Jok*, FRACIftLIYIN boE,, SZIA;EIO B S t ,  RORiAN B. , 
' 

$ 

' <  
J Mlergy 1976 58, 426 4, 

i 

' " 15s -W.B.O., "? 
r 

Bull World Health erg. 1976 + 54, 14 1 
k. 

. 
f '  

I ' \  ' ' '8" 
,,:,&+.ldw&*~ri~.U/h >@-* -m**M, '%@+ w'Cvk".&l"+u ,,Aulla+ *,ka< ,?<Y *.+WiB*ii-* i* - I - ~ - ~ * ~ ~ & ~ , = " X K V W  &Sir** ",(Xi - * wi+$*&dL *&* 

- *  , . 5  

, ,  
i I 

- Y -  I - -3 



&+ 
Y, " " 3 P ; ~ : L ~ l : l p L r r n i l p S ~ . -  ' " hw;wm2i: &{#&3+gi2d&;& - 156 - WOLmRs G . ,  KU1 

J c l i n  Path 1976 29, 873 

- 157.- WOLTEBS G., KüIJPERS L . ,  KACAK'I J., SC-S A.H.W.M., 

J infect  Ilis 1977 136 supplt S 311 - 
- 158 - YOLKEN R.H.  and others 

ZAPIKIAN A.Z., 

Lancet 1977 2, 263 

P t '  

J c l i n  microbiol 1978 - 8, 283 . 

- 1 62 -. YORDE D .E . , SASSE E .A. , WANG T . Y . ,  W S S A  R . O . ,  GARNINCIS J * C e  ,- ' 
Clin chem 1976 22, 1372 


