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direction de Madame MANIEZ, chef de laboratoire et de Monsieur le
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Les premiers résultats de ce travail ont fait 1'objet d'une
communication 3 la Société Nationale de Transfusion Sanguine 3 TOULOUSE
le 24 novembre 1978. Les résultats ultérieurs ont donné mati&re 3 une
communication par affichage au Congrds National de Transfusion Sanguine
d STRASBOURG le 25 juin 1979 ainsi qu'3d une publication dans la Revue
Frangaise de Transfusion et d'immuno-hématologie (1980 XIII (4) : 451)

sous le titre "Dépistage et dosage des anticorps antitétaniques par

méthode immunoenzymatique".
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ABREVIATIONS

Ac : anticorps

Ac AT : anticorps antité&taniques

Ac~E : conjugué anticorps—enzyme

A.F.P., : alpha-foeto—-protéine

Ag : antigéne

An~-E : conjugué anatoxine tétanique-enzyme

AT : antitétanique:

C.N.T.S. : Centre National de Transfusion Sanguine
C.R.T.S. : Centre Régional de Transfusion Sanguine
C.T.S. : Centre de Transfusion Sanguine

D.0. : densité optique

E.I.D. : electro~immunodiffusion

E.M.I.T. : enzyme multiplied immunocassay technique
Hp : hapténe

I.B.F. : Industrie Biologique Frangaise

Lf : Lines floculationis

0.M.S. : Organisation Mondiale de la Sant&

P.B.S. : eau physiologique tamponnée en ions phosphates

P.E.G. : polyéthyléne glycol
R.L.S. : ratio light scattering

UI : Unité Internationale
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Malgré 1l'existence d'une prévention absolue : la vaccination
antitétanique, la plus efficace et la mieux tolé&rée de toutes les vaccinationms,

le t&tanos a encore tué, en 1978, environ 200 personnes en France.

Depuis 1977, les Centres de Transfusion Sanguine sont seuls auto-~
risés 3 préparer les immunogloﬁulines spécifiques d'origine humaine servant 3
la prophylaxie et au traitement du té&tanos. Ces organismes ont donc &té amenés
3 participer 3 la défense active de la population contre le tétancs, en
entreprenant, sous l'dgide du Minist&re de la Santé des campagnes de vaccination
pour les donneurs de sang, d'une part, et 3 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 s&lectionner, parmi la totalité des
donneurs, ceux qui ont un taux d'anticorps antitétaniques suffisant (au moins
€égal 3 4 UI/ml) pour la préparation“a*{EEGZZEIEEGIEZZ; spécifiques. Plus encore,
les plasmas ainsi repér&s doivent étre“ETE;EEE—;;§E§f?érentes catégories selon
le taux d'anticorps, ceci permettant par un mélange approprié de plasmas d'obtenir

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

Pour atteindre ces 2 objectifs, il est indispensable de disposer de
méthodes 3 la fois rapides, précises et adaptables i un dépistage de masse
permettant le dosage des anticorps. De nombreuses techniques ont &té proposées
dans ce but :1l'electroimmunodiffusion qui reste la méthode de base la plus
utilisée ainsi que la technique de Laurell, 1'hémagglutination. Les méthodes

immunoenzymatiques jusqu'3 présent ne r&pondent pas aux critd@res déji évoqués.

Aprés avoir abordé cette nouvelle méthode qu'est 1'immunocenzymologie,
R Louruma S e P
au cours de notre D.E.A, pour le dépistage de 1'Ag HBs, antigéne sérique
associ@ au virus de 1'hépatite B, nous avons cherché 3 mettre au point une
technique immunoenzymatique simple, rapide et précise, permettant un dosage des

anticorps antité&taniques par rapport i une gamme &talon.




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 1'immunoenzymo-

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

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

dans un premier temps, la préparation des réactifs, ensuite, 1'étude de différents
P P prep

paramétres aboutissant 3 la mise au point de techniques immunoenzymatiques que nous

appliquerons aux dépistage de masse et dosage des anticorps antitétaniques.
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LE TETANOS ET SA PREVENTION

Dans ce chapitre nous rappellerons bri&vement les différents aspects

du tétanos et de sa prévention.
I) HISTORIQUE

HIPPOCRATE, le premier, décrivit la maladie.

NICOLAIER (114), en 1884, isole un bacille en &pingle qu'il ne peut
cultiver. Cet &chec est expliqué par KITASATO ( 88 ) en 1887 : le germe se
développe en milieu anaérobie.

FABER ( 56 ), en 1890, prouve l'existence de la toxine, puis
WASSERMAN démontre qu'elle se fixe &lectivement sur les tissus nerveux.

Aprés injection de petites doses de toxine 3 des animaux, ceux-ci
produisent une antitoxine. Cette découverte de BEHRING et KITASATO ( 17 )
améne la prévention de l'affection par sé&rothérapie en 1892 (ROUX & VAILLARD
( 133 )). Dés 1923, la production d'anatoxine par RAMON ( 125 ) permet

d'envisager la vaccination.

II) LE BACILLE DE NICOLAIER

— - — — — — —

Le bacille de NICOLAIER, encore appelé "Plectridium tetani', est un
batonnet Gram positif, le plus souvent isolé. Il produit, aprés 36 heures de
culture, une spore terminale sphérique réfringente.

Ce bacille, mobile et cilié, est un anaérobie strict qui produit une
toxine spécifique trd&s active.

Ce germe est sensible 3 l'autolyse et aux antiseptiques, alors que la
spore résiste 3 1'ébullition pendant 3 heures. En revanche, celle-ci est détruite
par la lumié&re diffuse.

-La spore est la forme de résistance du germe. Lorsque les conditions
de développement sont favorables, la membrane se rompt et le prclongement &mis
prend progressivement la forme et les caract@res du bacille.

Les spores et bacilles tétaniques se rencontrent essentiellement
dans le sol, le fumier, les poussiéres et les matidres fécales de 1'homme et

des animaux (surtout bovidés et &quidés).




2°)_Epidémiologie

L'habitat du germe et de la spore induit un risque t&tanique &levé
chez les cultivateurs, jardiniers, terrassiers, palefreniers, jockeys et, de
maniére générale, dans les régions rurales. Les cas de tétanos apparaissent
durant les mois d'activité agricole importante (Mai i Octobre) ( 96 ).

Les principales voies de contamination sont les traumatismes cutanés
(piqlres, griffures, etc....). Grdce 3 la prophylaxie, les conséquences graves
sont évitées le plus souvent.

D'autres lésions comme les ulcéres chromiques, les eczémas, les injections
médicamenteuses intramusculaires, peuvent servir de porte d'entrée. Pendant
longtemps, on a pu observer des tétanos aprés avortement. V

A partir de 40 ans, la morbidité té@tanique augmente de fagon
frappante. Les femmes sont particuli&rement touchées; en effet,la derniére
vaccination (quand elle a été effectude) a lieu 3 15 ans alors que les hommes
subissent, au moment du service national, un rappel qui leur assure une
meilleure protection ( 97 ).

Dans les pays industrialisés, le tétanos du viaillard ( 1 ) est
trés courant. Par opposition, le tétanos néonatal ( 29 ) est une des causes
principales de morbidité et de mortalité infantile dans les pays en voie de

développement.

III) TOXINE TETANIQUE

1°)_Elaboration et obtention de la toxine

Le bacille tétanique, placé dans un milieu favorable (124 ), &labore
une exotoxine diffusible tré&s active. La libération de cette toxine est
maximale pendant la phase exponentielle de croissance du germe mais n'est pas
totale : il subsiste toujours une fraction de toxine endocellulaire (152 ).

De grandes quantités de toxine sont obtenues en fermenteurs, sur un
miliew de culture et dans les conditions optimales &tablies par PREVOST &
BOORSMA (124 ) et par BIZZINI ( 23 ).

La purification de la toxine est réalisée 3 partir des corps
microbiens par action de solutions hypertoniques (126), ( 23 ). Un deuxiéme
procédé utilise le filtrat de culture ( 23 ), il est plus aisé i mener et
conduit 3 des produits ayant une meilleure activité spécifique.

On appelle anatoxine tétanique, la toxine modifiée par un traitement

d la chaleur et au formol (127 ) ; celle-ci est utilisée pour la vaccination.




La toxine tétanique est hydro-soluble, thermolabile (destruction
4 65°Cen 1 ou 2 heures); elle est altérée par lavlumiére, les bases et acides
forts. Son activité spécifique est exprimée en unités de floculation
( Lf/ml ou Lf/mg N2 ,» 1 unité floculante gature 1 UI antitoxique).

La toxine tétanique est une holoprotéine dont la composition en
acides aminés est connue (25 ). Sa masse moléculaire est de 150.000 environ
et sa constante de sé&dimentation 6-7 S.

; La toxine se présenterait sous la forme d'un dimére dont les monoméres
seraient assemblés par des forces non covalentes. Chaque monomére renfermerait
2 sous-unités de tailles différentes réunies par un pont disulfure ( 24 ).

Des études, portant sur les modifications des propriétés de la toxine
par substitution de certains ré&sidus d4'acides aminés, ont permis d'é&tablir

1'intervention de la lysine et de la tyrosine dans l'activité de la toxine (24 ).
3°) Physiopathologie

C'est la toxine tétanique qui provoque la maladie et conditionne sa

gravité.

A)'bhemiﬁement de la toxine

Le transport de la toxine élaborée se fait par voie veineuse, a
partir du point d'infection jusqu'aux racines antérieures de la moélle, ensuite
la diffusion se fait prcbablement par voie sanguine. La toxine est mise en
évidence dans tout l'organisme mais &lectivement au niveau du systéme nerveux

central.

B) Fizxation de la toxine

La toxine se fixe préférentiellement au niveau de la membrane
synaptique par l'intermédiaire d'un ré&cepteur spécifique qui est un ganglioside.
La position, la quantité et 1'intégrité de 1'acide N-acétyl neuraminique faisant
partie du ganglioside (115), déterminent, sans toutefois intervenir directement,

-

la fixation de la toxine, permettant 3 celle-ci d'agir au niveau du tissu nerveux.

C) Mécanisme d'action

La toxine supprime l'inhibition des motoneurones ( 34 ).




Chez un sujet sain, la contraction d'un muscle est couplée avec 1l'inhibition

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

neurones étant supprimé, les muscles agoniste et antagoniste peuvent Etre

excités simultanément par un stimulus, méme faible, d'od la contracture tétanique.
I1 n'existe pas d'action pathogéne directe de la toxine sur des

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

IV) ETUDE CLINIQUE
1°)_Les_symptOmes

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, 1'étendue et l'emplacement de la 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
étre provoquées par une excitation, méme minime (bruits, examens, etc...)

La paralysie des muscles respiratoires impose souvent la mise sous ventilation

assistée.

2°) Evolution

Celle-ci dépend de l'intensité de l'intoxication, de la durée de
la période d'incubation. L'3ge et 1'&tat du malade, en particulier le taux
initial d'anticorps antitétaniques, importent &galement.

Le plus souvent, la guérison est observée au bout de 6 semaines ;
cependant des complications cardiovasculaires, respiratoires ou thrombo-

emboliques peuvent se manifester.
En régle générale, lorsqu'on est parvenu 3 maintenir le malade en
vie au-deld de quatre semaines, celui-ci se rétablit sans séquelles quelque

soit son 3dge.




Nous évoquerons principalement le traitement médical spécifique.
I1 est évidemment associ& 3 une surveillance trés poussée du malade ainsi
qu'3d un traitement médical général : antibiothérapie pour lutter contre le
bacille tétanique, anticoagulants pour éviter les accidents vasculaires diis
d la position couchée prolongée, administration de s&datifs pour supprimer
les paroxysmes. L'alimentation se fait par voie parentérale ou, si le malade

est trachéotomisé, par l'intermédiaire d'une sonde gastrique.

A) Traitement de la plaie

Le traitement spécifique commence par une désinfection minutieuse de
la plaie aprés prélévement, sur lequel est effectuée la recherche du bacille de
NICOLATIER.

B) Sérothérapie
Celle~ci assure une protection par immunisation passive. Elle est
réalisée par l'injection de sérums riches en anticorps antitétaniques (Ac AT)

d'origine é&quine ou mieux humaine.

c) Anatoxinothérapie curative

Actuellement, on vaccine le malade en 6 semaines. A la fin de sa
maladie, 1'immunisation active du sujet prend le relais de 1'immunité passive

due & la sérothérapie.

V) PREVENTION

Nous pouvons distinguer 2 types d'immunité :
- Active - par la vaccination.
- Passive pour obtenir une immunité immé&diate en cas

d'infection, par l'injection d'immunoglobulines &quines ou humaines.

1°) Immunité active : vaccination

RAMON en 1923 (125), mit au point la préparation d'anatoxine

permettant ainsi une vaccination inoffensive et efficace contre le té&tanos.




A) L'anatoxine tétanioue

a) Obtention_

L'anatoxine est obtenue en traitant la toxine tétanique par le formol
et la chaleur (127 ). La toxicité disparait mais pas le pouvoir antigénique.
La détoxication par le formol est un processus irréversible. Le formol induit
une modification de la molécule de toxine, en particulier, des réactions de
condensation liant des résidus d'acides aminés par des ponts méthyléniques
{liaison de type MANNICH) ( 25 ). Le composé& principalement obtenu est :

Tyr—CHz-Lys

mais on trouve &galement :

Lys-CHz-Lys et Lys-CHz—Tyr-CH -Lys (27).

2

b) Mécanisme de la détoxication

La détoxication par le formol s'expliquerait par :

1- La modification des résidus de lysine, de tyrosine ou des 2 i la fois ;
ces résidus seraient donc impliqués dans 1'activité du site toxique.

2~ Le masquage du site toxique par suite du verrouillage dii aux ponts
méthyléniques.

3~ Les deux mécanismes conjugués.

Les ponts méthyléniques peuvent @tre intracaténaires, intercaténaires
ou intermoléculaires. Dans ce dernier cas, on obtient des &difices polymériques
emprisonnant des molécules de nucléoprotéines ou d'autres produits présents
dans le milieu, en particulier si la détoxication est pratiquée sur des
préparations brutes ou semi-purifiées de toxine (151 ). Dans le cas de
préparation du vaccin, la toxine utilisée doit €tre trés pure afin d'éviter

tous les phénoménes d'allergie.

c) Pouvoir immunogéne de 1'anatoxine ( 26 )

Les étudeé portant sur le pouvoir immunogdne de 1'anatoxine ont
abouti aux conclusions suivantes : o
1- La capacité 3 induire des anticorps neutralisants augmente avec
le degré de pureté de l'anatoxine ; c'est 3 dire selon le nombre de polyméres
existants.Si une toxine est trds pure, il ne se forme pas ou peu de polyméres
au cours du processus de détoxication.
2- Le pouvoir immunogéne augmente d'autant plus que 1'é&tat molé&culaire

de 1l'anatoxine est plus proche de celui de la toxine native.
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3- I1 existe une forme monomérique de l'anatoxine pure dans le méme
état moléculaire que la toxine et ayant la méme activité floculante spécifique.
La persistance, dans l'anatoxine, de la configuration originelle de la molécule

de toxine, constitue donc un é&l&ment important de la réponse anticorps.
B) Le vaccin

Actuellement,l'anatoxine brute a €té remplacée pour la vaccination par
1'anatoxine purifide et adsorbée. |

L'utilisation des anatoxines purifiées entraine une diminution des
réactions vaccinales mais €galement une baisse de pouvoir antigénique par la
suppression d'antigénes accessoires se comportant comme des substances
adjuvantes. Une autre explication serait que des altérations se produisent
quand la purification est effectude aprés la détoxication (127).

Dans le cas des jeunes enfants, il est intéressant d'avoir une
anatoxine dont 1’immunogénicité est renforcée par la présence de substances
inoffensives stimulant 1'activité des cellules immunocompétentes.

L'action des adjuvants est un phénoméne immunologique général :
ainsi au cours de 1'immunisation d'un animal, les anticorps formés ont un
titre plus &levé si 1'animal présente un abc&s ou une inflammation au point
d'inoculation.

En ce qui concerne la vaccination humaine, la technique la plus
efficace et la plus inoffensiveest 1'adsorption des antigénes sur des sels
minéraux formant avec 1'antigéne un précipité insoluble. Ce précipité est
retenu au point d'inoculation sous forme d'un "granulome & corps étranger"
pers@stant plusieurs semaines. Le contact prolongé de l'antigéne avec les
cellules immunocompétentes aboutit & la formation réguliére des anticorps
avec un titre élevé.

Les premiéres préparations vaccinales ont fait appel 3 1'alun.
Actuellement, ce sont surtout des dérivés minéraux, 1l'hydroxyde ou le
phosphate d'aluminium qui sont utilisés (Tétavax-Mérieux : hydroxydeﬂd'aluminium

IPAD.T-Pasteur : phosphate de calcium).

C) La vaceination

La 1législation francaise a rendu obligatoire cette vaccination en 1940.

Les vaccins antit@taniques adsorb&s sont pratiqués en injection

?
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sous—-cutanée. Le schéma classique comporte 3 injections espacées d'un mois
(il est possible de ne faire que 2 injections car la réponse immunitaire due
d ces vaccins est trés élevée) ; un an aprés la derniére injection, puis tous
les 5 ans, des rappels assurent une immunité& parfaite. Les réactions post~-
vaccinales sont bénignes : méme les sujets allergiques peuvent se faire
vacciner contre le tétanos sans aucun risque.

s

b) Seuil d'immunité

Une protection totale est assurée quand le taux sérique d'Ac AT est
égal ou supérieur 3 0,1 UI/ml ( 63 ). Il n'y a, cependant pas de parallélisme
entre ce taux et l'immunité effective, selon la nature des anticorps et leur
"avidité" pour la toxine. TURPIN (150 ) a remplacé ce seuil de 0,1 UI/ml par
une zone de protection comprise entre 0,01 UI/ml et O,1 UI/ml.

1 unité@ antitoxique internationale est 1'activité spécifique de 0,309 mg du
sérum &talon de COPENHAGUE désséché.

c) Réponse immunitaire humorale

L'immunité antité&tanique dépend du type de vaccin, du nombre
d'injections et de rappels, mais surtout de la capacité de réponse de chaque

individu.
[} .
@) Iaux_d_anticorps_

Selon HERZOG et GAIFFE ( 78 ), les Ac AT étant dosé&s par une
technique au latex, le taux maximum d'Ac AT est atteint 3 3 4 semaines aprés
la vaccination et persiste de fagon variable entre 8 jours et 3 mois.

Environ 1 7 des sujets vaccinés n'atteignent pas le taux protecteur
de 0,1 UL/ml ; chez 5 7 des mémes personnes, la protection n'est plus assurée

aprés 5 ans.

B ) _Rappels_

Les injections de rappel entrainent 1l'apparition d'une réponse
anamnestique mais si elles sont trop fréquentes, on observe un blocage du taux

des Ac AT.
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d) Qualité de la vaccination antitétanique

Elle est : ~fonction de la gravité de la maladie
-inoffensive, surtout si 1'anatoxine injectée est purifiée
selon la technique de BIZZINI, TURPIN et RAYNAUD: (127§ (151).
-e¢fficace, durable
L'utilisation d'une anatoxine pure, l'injection de 1l'antigéne en
quantité suffisante associé & un adjuvant ainsi que 1l'espacement correct des
injections, aboutissent aux meilleurs résultats.
La vaccination antitétanique induit la formation d‘'anticorps alors
que la maladie n'est pas immunisante. La dose mortelle pour un homme correspond

-~

i 1/200° de ml de toxine. Pour créer, avec la toxine, un état immunitaire

comparable 3 celui provoqué par | ml d'anatoxine, il faudrait 200 doses

mortelles de toxine ( 128).

— o — — —— e~ ot St bt s

Par négligence et par manque d'information, la population frangaise
est mal protégée contre le tétanmos. La sérothérapie qui, en cas de contamination,
assure une couverture efficace, est devenue une pratique trop systématique.
L'injection répétée d'anatoxine tétanique, en particulier au cheval ou 3
1'homme, permet d'obtenir des sérums hyperimmuns ou des solutions d'antitoxine

purifie et concentr@e ( 140 ) utilisés pour 1la sérothérapie humaine.

A) Sérum hétérologue

L'utilisation de ce sérum peut donner lieu & des réactions allergiques
(chocs anaphylactiques, phénoméne d'Artus, etc...) dépendantes des anticorps
circulants et de l'hypersensibilité retardée contre les protéines équines ( 40 ).
L'inoculation est réalisée selon le procédé de BESREDKA : le sérum est injecté
par voie sous—cutanée, par petites fractions et 3 intervalles réguliers
(30 minutes environ) ; la moindre manifestation cutanée d'allergie entraine

1'arrét de 1l'injection.

B) Intérdt des tmmunoglobulines humaines

Les immunoglobulines humaines sont largement supérieures aux sérums
animaux. Elles suppriment le risque de r@actions allergiques ; de plus la
demie-vie de ces immunoglobulines est de 20 i 43 jours, donc beaucoup plus

importante que celle des immunoglobulines hétérologues (qui va de quelques
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heures 3 quelques jours). Actuellement, la dose utilis@e est de 250 UI, en
injection intramusculaire chez 1'adulte ; par cette voie,25 & 30 7 des
immunoglobulines injectées passent dans la circulation sanguine, le reste est

détruit.

C) Rble des centres de transfusion dans throduction des tmmunoglobulines

antitétaniques humaines ( 62 ).

Jusqu'en 1975, c'est essentiellement un probléme de distribution qui
s'est posé : la diffusion par les C.T.S. des immunoglobulines AT en pharmacie
n'étant pas légalement possible. Une firme commerciale avait donc saisi le
marché pharmaceutique, y diffusant des immunoglobulines AT provenant du
commerce international de produits sanguins, dénoncé par 1'0.M.S ; pour une
faible part, ces immunoglobulines étaient produites a partir de prélévements
effectués sur des donneurs hyperimmunisés, ceci en infraction avec la
législation :

~ La loi du 21 juillet 1952 habilite seuls les C.T.S. & collecter,
fractionner et distriEuer le sang humain et ses dérivés (centres 3 but non
lucratif)

- L'hypérimmunisation des donneurs en vue de la pré&paration
d'immunoglobulines spécifiques ne peut &tre faite que dans les établissements
de transfusion sanguine en vertu de la loi du 2 Aodt 1961.

- En 1966, le Conséil des Communautés Européennes é&élimine le sang
humain et ses dérivés des dispositions concernant les spécialités pharmaceutiques.

A partir du ler Janvier 1975, les C.T.S. purent distribuer les

immunoglobulines dans le circuit pharmaceutique.

Le ministére de la Santé décida en 1976 de supprimer les centres
de prélévement non agréés et de mettre fin 3 la commercialisation des
immunoglobulines spécifiques AT et anticoqueluches par des firmes privées.
Finalement, depuis le ler septembre 1977, les C.T.S. doivent fournir la
totalité des immunoglobulines. Il a &té nécessaire de mettre sur pied une
organisation renforcée de la collecte des plasmas riches en anticorps

antitétaniques.

D) Collecte des plasmaS'richéé en Ac AT.

a) Dépistage systématique

Le dépistage systématique des Ac AT, effectué au C.T.S. de LILLE
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par une technique d'@lectroimmunodiffusion, permet d'orienter vers le
fractionnement, des sérums et plasmas riches en Ac AT (taux &gal ou supérieur
34 UI/ml), et de sélectionner les donneurs porteurs de ces anticorps pour les

prélévements par plasmaphérése.

b) Campagne de vaccination

Des campagnes de vaccination, chez les donneurs de sang, sont
également effectuées en vue de leur assurer une protection immunitaire contre
le tétanos. Quand le taux d'Ac AT des sujets vaccinés est supérieur 3 8 Ul/ml,
ces personnes sont conviées 3 des dons en plasmaphé&rése permettant d'obtenir

des quantités importantes de plasmas riches en anticorps antitétaniques,

¢) Plasmaphérése

La plasmaphérése consiste en un prélévement sélectif de plasma .
Aprés prélévement du sang, celui-ci est centrifugé pendant 10 minutes 3
3000 t/mn. Pendant ce temps, le donneur regoit du sérum physiologique.

A la fin de la centrifugation, le plasma surnageant est décanté stérilement
dans une poche de transfert par un procé&dé de presse. Les globules rouges
sont réinjectés au donneur par autotransfusion. L'opération est renouvelée
et 500 ml de plasma, en moyenne, sont ainsi prélevés 3 chaque séance.

Un examen médical rigoureux (hémogramme, urémie, glycémie,
radiophotographie et &lectrocardiogramme) ainsi que le dosage des anticorps
antitétaniques, sont effectués d chaque plasmaphérése.

En 1978, 5644 plasmaphéréses ont &té prélevées au C.R.T.S. de LILLE.

En 1979, 5988 plasmaphéréses antitétaniques ont été réalisdes.

E) Préparation des tmmunoglobulines

A partir des plasmas sélectionnés, le Centre de Transfusion prépare
selon la méthode classique de fractionnement de COHN ( ZA’), des immuno-
globulines spécifiques. En fait, on obtient plut8t une préparation enrichie
en anticorps, contenant, pour 100 ml, 16,5 grammes d'immunoglobulines dont
quelques microgrammes seulement sont spécifiques. La concentration de 1l'activité
anticorpale spécifique dépend de la quantité& d'anticorps présente dans le plasma
hyperimmun de départ. La technique de COHN permet de récupérer 40 3 50 7 des
anticorps contenus dans le plasma 3 fractiomner. Sachant que la préparation

thérapeutique doit contenir 125 UI/ml, seuls les plasmas ayant un titre
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d'Ac AT &gal ou supérieur a 4 UI/ml sont utilisés.

Dans le but d'employer les plasmas ou sérums dont le taux d'Ac AT
est inférieur & la limite cit@e plus haut et d'obtenir une fraction d'anticorps
monospécifiques, le C.T.S. de BORDEAUX a mis au point une méthode de préparation
d'immunoglobulines antitétaniques par chromatographie d'affinité ( 121).
Cependant, le passage du stade "laboratoire" 3 la production industrielle pose

de nombreux problémes.

VI) CONCLUSION

Le tétanos est une maladie infectieuse due i la pénétration dans
1'organisme, par une plaie souvent minime, du bacille de NICOLAIER.

Ce bacille synthéti;e une toxine neurotrope dont nous avons décrit les effets.

En 1978, sur 400 cas de tétanos déclarés dont 5 dans le Nord, 200
furent mortels. Il est donc indispensable de prémunir la population contre cette
maladie en développant la vaccination qui, jusqu'id présent, n'a pas &té
pratiquée de fagon efficace.

Pour assurer une protection immunitaire immédiate, en cas d'infection,
1'injection d'immunoglobulines antitétaniques humaines est recommandée. Les
Centres de Transfusion produisent des préparations riches en anticorps anti-
tétaniques ; il leur est donc nécessaire de sé@lectionner les prélévements

contenant un taux &levé de ces anticorps.
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TECHNIQUES DE DEPISTAGE ET DE DOSAGE DES
ANTICORPS ANTITETANIQUES

Les cemtres de transfusion sont soumis 3 des obligations de rapidité
pour saparer et regrouper les plasmas spécifiques. Pour cela, ils doivent
utiliser des techniques de dépistage et dosage des anticorps antitétaniques
rapides, précises et reproductibles qui permettront de sélectionner les
plasmas de titre intéressant, suivre 1'évolution des plasmaphéré@ses, contrdler
et titrer les plasmas en provenance d'autres centres ou les immunoglobulines
spécifiques en cours de fabrication.

Ce chapitre traitera donc des différentes méthodes immunologiques
adaptées au dépistage des Ac AT. Nous exposerons leur principe et briévement
la méthodologie. La technique d'électroimmunodiffusion utilisée au laboratoire
est détaillée.

Il est important de préciser que dans toutes ces méthodes, il est
indispensable d'introduire un témoin d'Ac AT 3 4 UI/ml. En effet, nous avons
déja @voqué le probléme de la préparation des immunoglobulines ; le rendement
du fractionnement de COHN &tant faible, pour obtenir des immunoglobulines
3 125 UL/ml, les plasmas de départ doivent avoir un titre &gal ou supérieur
4 UL/ml.

214

I) TITRAGE DES AC AT IN VIVO CHEZ LA SOURIS

C'est une méthode de neutralisation de 1l'effet 1&tal de la toxine
tétanique standard de COPENHAGUE 3 1000 Lf/ml (prise comme référence) par
les Ac AT.

2°)_Technique_

Le sérum ou plasma 3 &tudier est dilué dul:10au 1:100; | ml de cette
dilution est ajoutée 3 1 ml de toxine dilue au 1:65. Apré&s 2 heures de contact
a4 tempé@rature ambiante, 1 ml de chaque mélange est injecté en intramusculaire
d 2 souris de 18 3 20 g ; 4 jours plus tard, le nombre de souris mortes
atteintes de tétanos est &tabli. Le titre du sérum &tudié est calculé 3

partir de la dilution qui a protégé la souris.
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Il faut procéder en deux temps : la premiére Eétape permet d'encadrer
une valeur grossidre du titre, la détermination précise étant réalisée dans un
deuxiéme essai. ’

Cette technique est complexe ; elle nécessite de nombreuses dilutions,
des animaux et les structures pour les accueillir, la manipulation de toxine.
Le résultat n'est obtenu qu'apr@s un délai de 4 jours.

Ce n'est donc pas une technique de routine mais la technique de

référence inscrite 3 la pharmacopée, car elle mesure 1l'activité biologique
réelle des Ac AT. Elle permet d'appr&cier 1'activité thérapeutique des
immunoglobulines spécifiques.

Ce test est pratiqué pour le C.R.T.S. de LILLE 4 1'Institut Pasteur
de GARCHES.

II) TITRAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUES IN VITRO

e — — —— — —— o — —— " —— —— — —— — —— —— —— — —

A) Méthode de MANCINI ( 96 ) adaptée par NETTER ( 112 ).

a) Principe (figgre .

Les anticorps diffusent librement dans la gélose contenant de 1'ana-
toxine tdtanique : dans la zone d'équivalence de concentration des anticorps AT
et de l'anatoxine se forme un anneau de précipitation. La surface délimitée par
1'anneau ainsi formé est proportionnelle 3 la quantité d'Ac AT déposée. Il est
donc possible de titrer un sérum, plasma ou une immunoglobuline par rapport

i une gamme é&talon.

Dans un gel d'agarose 4 1 7 (p/v) en tampon véronal & pH 8,6, on
introduit 7 Z (v/v) d'anatoxine tétanique diluée (3 30 Lf/ml pour le dosage
des immunoglobulines, d 15 Lf/ml pour le titrage des sérums ou plasmas) ; ce
gel est ensuite coulé sur des plaques de verre. Des puits sont pratiqués dans
la gélose, dans lesquels 15 ul des dilutions d'immunoglobulines (ou de sérum
étalon) et des &chantillons étudiés sont déposés. Les- lames sont ensuite
entreposées en chambre humide pendant 30 3 48 heures. Lo

La surface délimitée par les anneaux de précipitation est proportion-
nelle 3 la quantité d'Ac AT déposée dans le puits . Par mesure du diamétre des
anneaux, une courbe &talon en fonction de la concentration d'Ac AT est &tablie ;

le taux d'Ac AT en UIL/ml est déterminé par interpolation sur la courbe.
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Figure 1

TECHNIQUE D'IMMUNODIFFUSION SIMPLE (MANCINI (96,112) )

1 2
3 4
5 6
7 8

puits 1, 2, 3, 4 : gamme &talon. Le diamétre des anneaux de précipitation
est proportionnel 3 la concentration d'Ac AT. Une courbe D2 = f ( @Qc AT) )
est tracée.

puits 5, 6, 7, 8 : échantillons 3 doser. Le taux d'Ac AT est déterminé par
rapport d la courbe étalonm.
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¢) Avantages et inconvénients.
Cette méthode est &conomique, simple et ne nécessite aucun appareillage.
La sensibilité et la reproductibilité@ sont tré&s bomnes, cependant le délai de
48 heures nécessaire 3 l'obtention des résultats fait que cette technique
n'est pas utilis@e en routine. De plus, la mesure du diamétre de 1l'anneau

est entachée de subjectivité.

B) Méthode selon la technique de LAURELL'(91)<(100).

a) Primcipe (figure 2)

Sous 1l'influence d'un champ &lectrique, les anticorps migrent dans un
gel contenant de 1l'anatoxine tétanique. La formation du complexe insoluble
antigéne-anticorps est visualis@ sur la plaque sous forme d'un pic de
précipitation. Par mesure de la hauteur du pic, on détermine, en fonction d'une

gamme &talon, la concentration en Ac AT de 1'é&chantillon étudié.

b) Technigue,

Un gel d'agarose—agar 3 1 7 (p/v) en tampon véronal-lactate i
pH 8,6 est mélangé avec de l'anatoxine i 1000 Lf/ml dilude de telle sorte
qu'il y ait 0,6 3 0,85 Lf par ml de gélose. Celle-~ci est coulée sur des
plaques de verre ; 10 ul des dilutions de la gamme &talon (immunoglobuline
ou sérum) et des &chantillons 3 &tudier sont déposés dans les puits pratiqués
dans le gel. La migration dure deux heures, sous réfrigération, a4 raison de
150 mA par plaque. Les plaques sont ensuite lavées en eau physiologique et
séchées une nuit sous papier absorbant.

Aprés coloration au bleu de Coomassie et décoloratiom, la hauteur
des pics est mesur@e. Le taux d'Ac AT en UIL/ml des échantillons est déterminé
par rapport 3 la courbe hauteur des pics en fonction de la concentration

établie avec la référence. La réponse est linéaire jusqu'd 30 UI/ml environm.

c) Avantages et inconvénients,

C'est une technique reproductible et peu onéreuse. La spécificité,
fonction de la pureté de 1'anatoxine employée, est bonne ; la sensibilité
semble supérieure 3 celle du MANCINI (96,112). |

La préparation du gel est méticuleuse. Pour titrer précisément, il
est nécessaire de diluer l'échantillon pour se placer dans la zone de
linéarité de la courbe.

La mesure de la hauteur du pic est subjective. Le délai d'obtention

du résultat est de 24 heures.
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Figure 2

TECHNIQUE D'ELECTROIMMUNODIFFUSION SIMPLE (LAURELL (91,100) )

ﬁ

gamme étalon

g

~

——r

o =

ééhantillons 4 doser

la courbe &talon h = f ( ([@c AT) ) est tracée et on en déduit, par mesure

de la hauteur du pic obtenu pour 1'échantillon 3 doser, le taux d'Ac AT.
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C) Electroimmunodiffusion ( 35 ) Figure 3

La méthode exposde ici est celle de ENTWISTLE et ELRIDGE ( 55)
adapﬁée au laboratoire Australia du C.R.T.S. de LILLE pour le dépistage et
le titrage des anticorps antit@taniques précipitants.

En 1979, 214.000 prélédvements ont ainsi &té &tudiés dont 18.800

(soit 9 Z) ont montré des taux &levés &gaux ou supérieurs 3 4 UI/ml.

a) Principe.

Sous l'influence d'un champ &lectrique, les Ac AT et 1'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 antig@ne-anticorps
insoluble, visible sous forme d'un arc de précipitation. La distance entre cet

arc et le puits oli a &té déposé 1'échantillon permet d'apprécier le taux d'Ac AT

contenu dans celui-ci par rapport 3 une gamme &talon.

Sur des plaques de verre (14x18 cm), sont coulés 60 ml de gélose
(Indubiose A 37,I.B.F.) 4 1 Z (p/v) en tampon véronal 3 pH 8,6 :

Diéthylmalonylurée sodée 10,3 g
Diéthylmalonylurée 1,84 ¢
Acétate de sodium 6,8 g
Azide de sodium 0,1 g
HZO distillée q.s.p.1 1

ce tampon est &galement utilisé pour 1'&lectrophorése.
12 rangées de 20 puits de 4 mm de diamétre et distants de 8 mm bord 3 bord sont
percées par une PERFODISTRIMATIC (APELAB). 25 ul des &chantillons ainsi que de
la gamme étalon (immunoglcbuline &talon & 110 UI/ml, C.N.T.S. ; sérums 3 4 et
8 UI/ml, Institut Pasteur) sonf déposés dans les ré@servoirs situ@s 3 1l'anode ;
les puits situés & la cathode sont femplis d'anatoxine tétanique (1000 Lf/ml)
diluée de maniére 3 n'obtenir des arcs de précipitation que pour des taux
d'Ac AT &gaux ou supérieurs 3 4 UI/ml. La migration est effectude sous une
intensité de 80 mA par plaque (100 V) pendant une heure.
La lecture des plaques se fait sur une boite lumineuse 3 fond noir avec
éclairage latéral.

Le taux approximatif d'Ac AT des &chantillons est déterminé par
comparaison de la distance entre puits et arcs de pré&cipitation avec celle

observée pour la gamme de ré&férence.
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Un dosage précis, notamment pour les immunoglobulines, peut &tre
réalisé par dilution de celles-ci, du 1:10 au 1:40 en général. Le titre d'Ac AT

est calculé en multipliant la derni&re dilution positive par 4 UI/ml.

¢) Avantages et inconvénients

Cette technique est rapide, peu coiliteuse ; elle permet 1'édvaluation
approximative du titre des sérums, plasmas ou immunoglobulines en fonction de la
position des arcs de précipitation. L'avantage essentiel de cette méthode est qu'il
n'y a pas d'effet de zone c'est-3-dire que des taux d'anticorps trés faibles ou
trés élevés sont mis en &vidence (2,5 & 170 UI/ml au moins). Il y a généralement
une bonne correspondance avec les tests effectu@s sur souris, on note parfois des

discordances pour les plasmas titrant moins de 4 UI/ml.

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 immunoglobulines AT, de nombreuses dilutions

doivent étre préparées.

L'étalonnage du lot d'anatoxine est &galement un gros probléme du fait
méme de la difficulté de lecture. NOus avons indiqué plus haut que la limite de

détection en E.I.D. était fix&e au laboratoire 3 4 UI/ml

e ———— ———— — — — — — i et — — — —

A) Principe général

Quand on met en pré@sence un antigéne 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 cons@quence d'une agglutination

que l'on visualise facilement.

L'agglutination passive directe est utilis@e pour le dépistage des.
Ac AT : l'anatoxine tétanique est fix@e 3 la surface de particules, latex ou
hématies, par adsorption simple ou par des proc&dés chimiques (action de
1'acide tannique ou du glutaraldéhyde, diazotation). Quand les anticorps
correspondants sont mis en présence de la suspension, la formation du complexe
antigéne-anticorps aboutit & 1'&laboration d'un réseau de particules ; s'il
n'y a pas d'Ac AT dans 1'échantillon, le milieu reste homogéne (particules

non agrégées).




- 22 -

Figure 3

ELECTROIMMUNODIFFUSION DOUBLE ( 55 )

®
®
o
O
O
®

\
colomne 1 : &chantillons 3 doser. Par appréciation de la position de l'arc,

le taux d'Ac AT est estimé.

colonne 2 : gamme &talon. Plus le taux d'Ac AT est &levé, plus 1l'arc est

éloigné du puits (ici témoins 3 8, 6 et 4 UI/ml).
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B) Méthode au latex

ALEXANDER et MONGRIEFF ( 2,3 ) décrivent le test au latex qui est
adapté par JOUJA ( 80 ) en microméthode. 2

HERZOG, GAIFFE, TURPIN et BIZZINI (79,46) mettent au point une
réaction sur plaque.

Des dilutions successives de raison 2 du sérum & &tudier sont
mélangées 4 volume égal avec la suspension de latex sensibilisé avec de
1'anatoxine. L'ensemble est laissé én contact 3 heures 3 37°C.

Dans le cas d'un résultat positif, les particules sont agglutinées
au fond des godets ; le résultat est considéré comme négatif lorsque le

contenu des godets reste homogéne donc trouble.

Le titre agglutinant du sérum est le taux de la dernidre dilution
présentant une agglutination nette.

Cette technique est simple et reproductible mais ne permet pas

-

d'obtenir directement le taux en UL/ml par rapport & un étalon mais aprés

-

conversion 34 1'aide d'une table de correspondance.

C) Méthodes d'hémagglutiﬁat&wzpassive directe (figure 4).

La technique de préparation du réactif (identique en technique
manuelle et automatique) est dérivée de celle de NELSON ( 11! ). Des hématies
humaines, de grouée 0 , sont revétues d'anatoxine tétanique purissime par un
agent couplant : le chlorure de chrome. Les Ac AT contenus dans 1l'é@chantillon
3 étudier se combinent avec l'anatoxiné fixée sur les hématies — celles-ci

sont donc relides entre elles et forment des agglutinats en quantité plus ou

moins importante selon la concentration d'Ac AT du sérum.

b) Technigues.( 20 ) ( 51 )

Différentes techniques dérivant du principe exposé ci-dessus ont
été mises au point. Les variations essentielles résidant dans le choix des
hématies humaines ou de cobaye, les processus d'automatisation et les

dilutions des réactifs, nous ne les décrirons pas.

Toutes les techniques d'agglutination sont sujettes & l'effet de
zone, la plupart ne peuvent &tre utilisées sur plasmas et nécessitent une ou
plusieurs dilutions. Des réactions faussement positives, dues a4 des interférences

avec le facteur rhumatoide (Ig M anti Ig G) par exemple, sont observées.



.Figure 4

HEMAGGLUTINATION PASSIVE DIRECTE

1 : témoin négatif

2 : témoin pesitif 3 4 UI/ml

w
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A) Immunonéphélométrie.

a) Principe ( 48 ) ( 49 ) ( 130 ) ( 142 )

Un complexe antigéne—anticorps en phase liquide, traversé& par un rayon
lumineux, disperse une quantité de lumire proportiomnelle & sa concentration.
La source lumineuse est constitu&e par un rayon laser &mettant un faisceau de
lumidre cohérente monochromatique trds &troit et de haute intensité. La mesure
de la dispersion de la lumidre est effectuée sous un angle optimum de 31°8. Ces
deux &€léments : source lumineuse et angle de mesure assurent 3 la mé&thode une
extréme sensibilit&. La lecture s'effectue sur un &cran & affichage digital

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

' Le C.T.S. de BORDEAUX ( 135 ) a fait quelques essais de mise au pdint
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 & 50 yl de sérum non dilud ce qui
entraine une &lévation de R.L.S. du témoin blanc sérum et des différences dosages
moins témoins peu significatives. '

- La forte concentration en PEG 6000 (2,5 Z) permettant la r&action
anatoxine - Ac AT provoque la floculation d'immunoglobulines non sp&cifiques.

Dans ces conditions, 1'étude a &té abandonnée momentanément.

B) Radioimmunologie

La radioimmunologie s'est considérablement développée depuis les
premiers essais de YALOW et BERSON en 1959 ( 172 ). D'abord utilisée pour le
dosage de substances en tr8s faibles quantités, telles que les hormones, elle
s'est &tendue, depuis 20 ans, 3 de nombreuses disciplines.

Ce sont des techniques en phase solide (41) (42) qui ont &té utilisées
pour le dosage des Ac AT. (21) (72) (146)

a) Techniques compétitives.

Cette méthode est bas€e sur la compétition entre les Ac AT solubles d'un

échantillon et les Ac AT insolubilisés sur une phase solide pour la toxine

tétanique marquée 3 1l'iode 1125,
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Dans un premier temps, les Ac AT furent insolubilisés par liaison
covalente 3 la bromoacétylcellulose ( 72 ) ( 131 ).

La technique fut améliorée en fixant les Ac AT sur des tubes en
polyéthyléne (41)(42)(21).

. La figure 5 montre les différentes &tapes pour les deux variantes possibles.

'b) Techniques non compétitives dites 'en sandwich" (46) (r67)

o) Principe - | -

Le principe de ces méthodes est schématisé dans la figure 6.
L'anatoxine tétanique est fixée sur une surface plastique ( 42 ). Les Ac AT
mis en présence de cette phase solide, se lient, proportionellement 3 leur
concentration, 3 1'anatoxine fixée sur le polystyréne. Aprés incubation, la
phase solide est lavée et mise en contact avec une protéine (anatoxine, IgG
de lapin anti IgG humaine, etc...) marquée 3 1l'iode 1125, qui se lie aux
anticorps. Aprés un nouveau lavage, la radioactivité fixée sur la phase solide
est mesurée 3 1'aide d"un compteur de rayonnement gamma.

Dans ces conditions, il est possiBle de doser les Ac AT par rapport

a4 une gamme &talon.

B) Applications
- Technique du C.N.T.S.
DROUET ( 50 ) a mis au point une technique ol 1a phase solide est constituée
par une bille. Les Ac AT fixés sont mis en évidéncé par l'anatoxine tétanique
marquée 3 1'1125(67)-

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

L'anatoxine est fixée sur une plaque plastique dont les cupules sont facilement

découpées lors du coqptage;Podf mettre en évidence les Ac AT, on utilise de la

]25. Ce constituant membranaire de St.aureus

protéine A marquée 3 l'iode I
posséde la propriété de se fixer &lectivement sur le fragment Fc des immuno-
globulines de classe IgG.

3 UL/ml) et précises, elles sont

Ces techniques sont tr&s semsibles (10
semi—~automatisables.

Les critéres d'cbjectivité des résuitats, de reproductibilité et de sensibilité
sont respecté@s ; la correspondance avec le test souris est bonne. Cependant,
1'équipement cofiteux et l'utilisation, strictement réglementée, des radio-

éléments, font de ces techniques un domaine réservé 3 quelques centres importants.
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Figure 5

DOSAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUES !
PAR METHODE RADIOIMMUNOLOGIQUE COMPETITIVE

Compétition , : . :
o Ox > MK o> >
+ +  — +

o> o>k

mesure de La radioactivité de L'une
et/ou L'autre phases

Sk o> NS
sk

?
¥
X X

Compétition avec saturation séquentielle

o ow > 0+ S < ol
+ — + —_— +

mesure de fa radioactivitd de
L'une et/ou L'autre phases
125

O—*  toxine tétanique marquée 3 1l'iode 1

S>—d anticorps antit@taniques standard ou échantillon 3 doser EUS
UWE

2152 anticorps antit&taniques insolubilis&s sur - bromoacétylcellulose( )

- tube polyéthyléne ( )




Figure 6

DOSAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUES
PAR METHODES RADIOIMMUNOLOGIQUES NON COMPETITIVES
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L' IMMUNOENZYMOLOGIE

La législation concernant l'utilisation des substances radioactives
et le colit élevé du matériel nécessaire, limitent l'emploi des techniques
radioisotopiques 3 quelques centres importants.

Il 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 basé@es sur les mémes principes
que la radioimmunologie. L'immunoenzymologie réunit les avantages de celle-ci,
sans en avoir les inconvénients : les réactifs marqués avec un enzyme sont
aisés 3@ préparer, se conservent facilement ; l'amplification par action de
1'enzyme permet d'accéder 3 des sensibilités et des spécificités voisines
ou identiques & celles des méthodes radioimmunologiques, et elle donne des
résultats objectifs.

Dans ce chapitre, nous exposerons, aprds l'historique, les principes
des différentes techniques immunoenzymatiques et les applications de 1'immuno-
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.
I) HISTORIQUE

C'est dans le domaine de l'histochimie que 1'immunoenzymologie fut
utilisée pour la premidre fois.
En 1950, COONS et KAPLAN ( 45 ) mettaient au point la technique d'immuno-
fluorescence pour localiser des constituants cellulaires. De nombreuses
méthodes immunocytologiques ont &té développées depuis, elles ont toutes un
point commun : une substance marqueur liée A un anticorps et visible en
microscopie optique ou &lectronique (voire les deux).
De trés nombreux marqueurs ont &té employés :

- substances fluorescentes ( 45 ), surtout en microscopie optique

- substances radioactives utilisées par BERENBAUM en 1959 ( 22 )

- la ferritine, utilis@e par SINGER ( 141 ) surtout pour des é&tudes
ultrastructurales.

- des métaux lourds, utilisé&s en 1961 par PEPE ( 117 ).
Mais aucun de ces marqueurs n'est pleinement satisfaisant.
L'immunofluorescence est une technique longue et difficilement automatisable,

1'utilisation des isotopes radioactifs est cofiteuse et régie par une
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législation sévére. La masse moléculaire importante de la ferritine
(747000 daltons) géne la pénétration du complexe anticorps-ferritine dans les
tissus. Les enzymes ont donc &té envisagés comme marqueur.

Les &tudes de STRAUS en 1964 ( 148 ) puis celles de GRAHAM et
KARNOVSKY en 1966 ( 65 ) préconisent la péroxydase de raifort (horse radish
peroxydase : HRP ; E.C.1.11.1.7) comme traceur.

En 1966, NAKANE et PIERCE (109 ) marquent les anticorps avec la
HRP par l'intermédiaire du p p' difluoro- m m' dinitrophényle sulfone (FNPS).

Simul tanément, une autre &quipe : AVRAMEAS et URIEL ( 14 ),
utilise &galement un conjugué anticorps-HRP, le couplage &tant réalisé a
1'aide de carbodiimides hydrosolubles.

Ces conjugués sont utilisés pour localiser des constituants en
histochimie ( 14 ) ( 109 ) ou pour doser des protéines en immuno-diffusion
(14), ‘

Un progrés trés important est di aux travaux d'AVRAMEAS qui en
1968 ( 6 ) et 1969 ( 7 ), emploie le glutarald&hyde comme agent
bifonctionnel de couplage entre protéine et enzyme. La méthode de couplage
est, par la suite, améliorée par AVRAMEAS et TERNYNCK ( 13 ) en 1971.

En 1971, 1'immunoenzymologie prend un essor considérable. Jusque
13 cantonnée 3 la localisation des constituants cellulaires et 3 1'étude
de la synthése des anticorps ( 8 ) (144), l'immunoenzymologie est
appliquée, 3 partir de cette date, au dosage quantitatif des déterminants
membranaires des cellules lymphoides ( 9 ) mais aussi 3 1'analyse
quantitative des liquides biologiques et humoraux.

La méthodoiogie développéé pour la mise en place de ces techniques
est comparable 3 celle utilisée pour la radioimmunologie ( 102 ). Ainsi,
AVRAMEAS et GUILBERT ( 10 ), ENGVALL et PERLMANN ( 53 ) et VAN WEEMEN et
SCHUURS ( 153 ) .mettent en compétition 1'antigdne 3 doser et le méBme antigéne
couplé 3 un enzyme pour la liaison avec 1'anticorps homologue, fixé sur une
phase solide (constitué, en l'occurence de cellulose activée au CNBr).

Au cours de ces essais, des concentrations de 1'ordre de 1 & 100 ng/ml de
protéines ont &té déterminées.

En 1972, ENGVALL et PERLMANN ( 155) utilisent pour le premier
dosage d'anticorps le principe de fixation des pustéinres sur tubes de
polystyréne, mis au point par CATT et TREGEAR en 1967 ( 42 ), pour la
radioimmunologie. VAN WEEMEN et SCHUURS ( 154 ) réalisent des dosages d'haptdnes.

Toutes les techniques immunoenzymatiques dont nous avons parlé-
se déroulent en phase hétérogéne, c'est-d-dire qu'il y a une étape de

séparation du conjugué 1ié d'avec le conjugué resté libre.
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En 1972, RUBINSTEIN et coll. ( 134 ) mettent au point une technique
dite "en phase homog@ne", car elle ne nécessite pas de séparation.

En 1973, les méthodes de dosage se fondant sur un mode de réaction
non compétitif se développent ( 19 ) ( 98 ). \

NAKANE et KAWAOI &tudient, en 1974, une nouvelle méthode de couplage
basée sur 1'oxydation périodique de la copule glucidique de certains enzymes
et permettant de les lier 3@ des protéines ( 108 ).

La méme année, VOLLER ( 158 ) remplace les tubes en polystyréne
habituellement employés comme support, par des plaques de microtitration
COOKE de méme nature chimique. Cette innovation. ouvre de larges perspectives
d'utilisation pour la technique immunoenzymatique qui peut ainsi &tre pratiquée
d plus grande &chelle et automatisée facilement.

A 1'heure actuelle, les méthodes immunoenzymatiques sont largement

employées dans de nombreux domaines.(voir appendice).
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IT) DOSAGES IMMUNOENZYMATIQUES

Ils sont tous basés sur l'utilisation d'un complexe obtenu par
liaison d'un antigéne ou anticorps avec un enzyme qui permettra le dosage
en fin de réaction.

Ceci n'est possible que si ce conjugué conserve ses activités
immunologique et enzymatique et, dans le cadre des techniques fondées sur la
compétition, s'il garde la mé€me constante d'affinité que la protéine 3 doser.

Ces techniques peuvent €tre classées en fonction de critéres treés
divers, toutefois nous avons essentiellement retenu l'existence ou non d'une
étape de séparation conjugué lié / conjugué libre, ce qui nous permet de
différencier les techniques en phase homogéne des techniques en phase hérérogéne.
De nombreuses dénominations ont &té attribuées & ce deuxidme type de méthodes
(phase hétérogéne) :

E.I.A. : Enzyme immunoassay
E.L.A. : Enzyme labelled assay
C.E.L.I.A. : Competitive enzyme linked immunoassay
E.L.1.S.A. : Enzyme linked immunosorbent assay
Ce dernier terme est, peut—étre, le plus approprié car il identifie phases
homogéne et hétérogéne en méme temps qu'il différencie ces techniques de
celles employées pour les réactions de coloration en microscopie.

Dans un premier temps, les différents principes de réaction seront

envisagés. Nous verrons ensuite les problémes de méthodologie concernant chaque

étape de ces techniques : (préparation de la phase solide, du conjugué, etc...).

— — — — —— ——"

Le principe de la réaction immunoenzymatique utilisant de nombreuses
variantes techniques en fonction du type de dosage 3 effectuer, il nous a
semblé plus clair d'exposer séparément les téchniques les plus utilisées en
les regroupant dans un cadré arBitrairé dépendant du principe de la réaction
immunologique.

A) Dosage immunoenzymatique en phasewhomégéhé Yfigure 7)

‘a) Principe

RUBINSTEIN ( 134 ) utilisa cette méthode pour le dosage de la

morphine. La morphine, couplée au lysozyme, est incubée avec des anticorps




Figure 7
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antimorphine ; la fixation de ces anticorps sur le conjugué@ inhibe 1'activité
du lysozyme. Lla »qqrphiné‘libre présente dans le sérum &tudié& entre en
compétition avec la morphine conjuguée 3 1l'enzyme, pour la fixation des anticorps,
induisant une levée, plus ou moins importante, de 1'inhibition de 1l'activité du
lysozyme.

Cette méthode a été employée essentiellement pour des substances de
faible poids moléculaire ou hapténes (surtout hormones, cortisol, T4, thyroxine,
drogues et médicaments) et en fait, il s'agit uniquement de dosages d'antigénes.
La figure 7»présente.1e schéma de cette technique, dont le principe est i la

base du systéme E.M.I.T.R (BASTIANI (16)).
b) Réactifs

Les enzymes utilisés sont le plus souvent le lysozyme, la glucose=6
phosphate deshydrogénase et la malate deshydrogénase.

Le couplage hapténe-enzyme est réalisé le plus souvent par l'inter-
médiaite d'anhydrides mixtes. Cela n'est possible que si l1'hapténe contient un

groupement acide,

La réaction mise en jeu est la suivante :

/CH 3
R, ~COCH +  Cl-G-0-ci, CH\CH3
l 0
R.-C-0-C-0—-CH -CH/C "3
[RY H o, 2 \\CH3
0 0
+ R2~NH2
& P
R, -CO-NH-R +  CO + CH,OH-CH
1 v 2 2 \

-

Le rapport molaire Hp/Enzyme doit ob&ir 3 certains critéres :
- la fixation de 1'hapténe sur 1l'enzyme ne doit pas modifier

1'activité enzymatique.
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- La fixation de 1'anticorps (dirigé contre l'hapté&ne) sur le
complexe doit induire une inhibition de l'activité. enzymatique la plus
importante possible.

- L'anticorps anti=hapt&ne ne doit pas modifier L'activité de
1'enzyme lorsque l'hapténe n'est pas couplé avec celui-ci.

Récemment, une technique en phase homogéne utilisable pour les
protéines de n'importe queilevtaille a été développée ( 61 ). Des protéines
sont couplées i la B -galactosidase d'E.coli. La fixation d'Ac dirigés
contre ces protéines sur le conjugué entraine une inhibition de 95 7 de
1'activité de 1'enzyme, si le substrat chromogénique utilisé est de taille
importante ; l'inhibition n'est pas observée pour des substrats de faible
taille (ceci donne 3 penser que l'inhibition serait d'origine stérique).
Cette technique a permis de déceler des quantités d'IgG humaines de 1'ordre
de 0,25 & 4,0 nMoles.

La sensibilité est identique 3 celle: des techniques développées

pour des hapténes.

B) Dosage immunoenzymatique en phase hétérogéne,

a) Dosage des_antigénes

0) Par compétition (figure 8)

L'antigéne d doser est mélangé avecél'antigéne couplé 3 1'enzyme,
ils entrent alors en compétition pour la fixation sur une faible quantité
d'anticorps. Toutes les molécules d'anticorps sont liées 3 des molécules
d’antigéne. L'antigéne 1lié (coupié ou non 3 1l'enzyme) est ensuite séparé
de 1'antigéne libre (couplé ou non 3 1l'enzyme).

% Si la ré@action a lieu en milieu liquide, lés méthodes employées
seront : la précipitation par le polyéthyléne glycol ou le sulfate d'ammonium,
la méthode du double anticorps four 1'Ag 1ié), ou les séparations sur charbon
actif ou résines &changeuses d'ions (pour 1'Ag libre). Toutes ces techniques
sont couramment employées en radioimmunologie.

% Si la réaction a lieu en phase solide, c'est—-3d-dire si 1'anticorps
est fixé sur cellulose ou sur plastique, la séparation s'effectue par simple
lavage suivi de centrifugations si on utilise la cellulose. L'activité
enzymatique est ensuite déterminée par addition d'un substrat dont la
dégradation aboutit & un produit coloré, le plus souvent, ce qui permet'une
lecture au spectrophotométre ou visuelle.

L'activité enzymatique sera d'autant moins importante qu'il y aura plus

d'antigdne dans 1'échantillon i doser (figures 8a et 8b).




Figure 8
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- DOSAGE DES ANTIGENES PAR METHODES COMPETITIVES
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Figure 9

DOSAGE DES ANTIGENES PAR METHODES NON COMPETITIVES
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B8 ) Méthodes non compétitives (figure 9)

% Méthode immunoenzymométrique (en milieu liquide).

Le principe est le méme que celui du dosage radioimmunométrique : l'anticofps
couplé 3 l'enzyme est ajouté en excés i l'anﬁigéne correspondant 3 doser de
telle sorte que celui-ci soit totalement utilisé.

Aprés incubation, des particules solides (cellulose, sépharose 4 B,
etc...) sur lesquelles ont &té fix@es par covalence des mol&cules d'antigéne,
sont ajoutées en excé@s. Celles—ci fixent donc le conjugﬁé Ac-enzyme n'ayant
pas réagi et sont éliminées par centrifugation. L'activité enzymatique est
mesurée dans le surnageant. Elle est d'autant plus importante que l'antigéne
était présent en grande quantité dans 1'échantillon étudié.

* Méthode double anticorps dite "sandwich" (en phase solide). Cette
technique, inspirée de la méthode radioimmunologique décrite par WIDE ( 167 ),
n'est applicable que pour les antigénes possédant au moins 2 sites de fixation
des anticorps. La substance 3 doser est incub&e avec un excés d'anticorps
insolubilisé& sur une phase solide. Toutes les molécules d'antigéne se fixent.
Le méme anticorps, couplé 34 l'enzyme est ensuite ajocuté en excés également ;
il vient se fixer sur le deuxiéme site de l'antigéne. L'excé@s de conjugué
anticorps—enzyme est &liminé par lavage et le dosage enzymatique permet de
déterminer la quantité de conjugué lié i la phase solide, donc le taux 4' antl—
corps.

Toutes ces méthodes permettent de doser des antigénes avec une

sensibilité 3 peu prés identique 3 celle des dosages radioimmunologiques.

b) Dosage des anticorps (figure 10)

o) Par compétition (figure 10a)

L'anticorps a doser est mélangé 3 une quantité connue du méme
anticorps marqué par un enzyme. Les deux anticorps entrent en compétition
pour la fixatioﬁ sur les molécules d'antigéne correspondant insolubilisé.
Aprds séparation et élimination de la phase solide, l'activité enzymatique
est dosée dans le surnageant. L'activité est inversement proportionelle. a

la quantité d'anticorps contenue dans 1'échantillon i &tudier.

$'B) Méthodes non compétitives (figures 10b et 10c)
% Avec anti-globuline marquée (figure 10b) dite méthode indirecte:

L'antigéne est insolubilisé sur une phase solide. Le sérum & étudier est mis
en présence de cet antigéne et les anticorps homologues se fixent par

1'intermédiaire de 1'antigéne sur cette phase solide. Un lavage permet
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d'&liminer le sérum et les composants qui n'ont pas réagi. Une anti-globuline,
c'est-d-dire des anticorps (de lapin, mouton, etc...) anti Ig humaines, couplée
i un enzyme -est ajoutée et se fixe sur toute molécule d'anticorps liée i la
phase solide. Par lavage, l'excé@s d'anti-globuline est &liminée et le substrat
est finalement introduit., La dégradation du substrat par 1l'enzyme en un produit
coloré permet de quantifier le conjugué fixé et, par 13 méme, le taux d'anticorps
de 1'échantillon. Selon l'antiglobuline utilisée (anti 1gG ou anti IgM), il est
possible de différencier la classe d'Ig étudiée.

% Avec 1'antigéne marqué (figure 10c) .
L'antigéne est fixé& sur une phase solide, 1'anticorps i doser est ajouté et
se fixe 4 la phase solide par réaction avec l'antigéne. L'exc&@s de réactif
est éliminé par lavage, puis le méme antigéne, marqué par un enzyme, est
ajouté. Il se fixe sur le site anticorps resté libre. Il suffit, apr@s lavage,
d'ajouter le substrat de 1l'enzyme pour pouvoir déterminer la quantité d'Ac

introduite au départ.

Ce sont les techniques les plus couramment utilisées qui ont &té& exposées ici.
De nombreuses variantes en ont été tirées (BELANGER (18). '

- N — WA it —— — - —— A —— " Tt - ST A O et e S a— ome

Nous ne décrirons ici que les principaux réactifs utilisés dans les
techniques en phase hétérogéne, ceux employés au cours des techniques en
phase homogéne ayant déja &té cités :
- Les réactifs de séparation du conjugué 1ié/ libre.
% En milieu liquide : ils ont &été dé&crits dans la
technique de dosage compétitif des antigeénes.
* En phase solide : anticorps ou antigéne insolubilisé
(immunoadsorbants)
~ Obtention du conjugué par cbuplage d'un antigéne ou d'un anticorps
avec 1l'enzyme.

- Substrat de 1l'enzyme.

A) L'immunoadsorbant.

L'immunoadsorbant peut se définir comme un matériel insoluble domnt
certains constituants possé&dent la propriété de pouvoir se combiner spécifi-
quement 3 des protéines. Il peut &tre obtenu par fixation chimique irréversible
ou adsorption physique d'anticorps ou d'antigénes, sans qu'il y ait perte

d'activité biologique, sur une matrice insoluble ou par polymérisation des
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anticorps ou antigénes 3 l'aide de réactifs chimiques bifonctionnels.
Les immunoadsorbants ont &t& utilisés comme phase solide pour
séparer les composé&s libres et 1iés dans les techniques radioimmunologiques

et immunoenzymatiques.

Dans la premiére technique dé&veloppée par ENGVALL ( 53 ) et
VAN WEEMEN (153 ), les anticorps anti-HCG &étaient couplé@s, soit & une
m~-aminobenzyl-oxyméthylcellulose selon le proc&dé de CAMPBELL et WELIKY
( 37 ) - soit 3 une cellulose microcristaliine activée au CNBr (bromure
de cyanogéne) selon les techniques décrites par AXEN et PORATH ( 15 ) ou
WIDE ( 166 ) ( 168 ). Il est Egalement possible d'insolubiliser une protéine
(antigéne ou anticorps) sur du sépharose 4 B activé au CNBr ; ce type de phase
solide a &té& utilisé par RATO et al.( 83 ) ( 84 ) et STREEFKER et al.
( 149 ). On peut aussi lier des protéines i du Séphadex ou 3 de la cellulose
microcristalline traités par oxydation périodique (;57 ) (169 ). Les
fonctions aldéhydes apparaissant sur le support traité réagissent avec les
groupements aminé&s libres de la protéine. MAIOLINI et al.( 95 ) ont utilisé
comme phase solide un immunoadsorbant obtenu en polymérisant 1l'o-foetoprotéine
semi-purifide par addition de glutaraldéhyde selon la technique d'AVRAMEAS et
TERNYNCK ( 12 ). Le glutaraldé&hyde poss&de deux groupements aldéhydiques
actifs qui réagissent avec les groupements aminés des protéines (surtout
€-aminés de la lysine) &tablissant ainsi des liaisons covalentes. La formation
de polymé&res conduit 3 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 & pH 5.0 (dans le cas de 1'AFP
( 95 ) elle a &té réalisée 3 pH 7.0).

Tous ces immunoadsorbants sont préparés facilement, cependant leur
utilisation comme phase solide dans les techniques immunoenzymatiques nécessite
des centrifugations au cours des &tapes de lavage et de gséparation. Une
amélioration a &té& 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 1'inclusion, au coeur du gel, de FeSOA. Sur ces
billes, commercialis@es par IBF sous le nom de MAGNOGEL 44 , 11 est
possible de fixer un antigéne ou un anticorps suivant les protocoles mis

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




- 43 -

GUESDON 1'a utilis@ comme support solide dans le dosage immunoenzymatique

des IgE (70),

CATT et TREGEAR ( 42 ) avaient développé, pour la radioimmunologie,
l'utilisation de tubes plastiques recouverts d'antigéne ou d'anticorps comme
phase solide. ENGVALL et PERLMANN ( 54 ) reprirent ce principe au profit de
1'immunoenzymologie. En effet, un grand nombre de molécules sont susceptibles
de s'adsorber sur les plastiques : glycoprotéines
( 75 ), lipoprotéines ( 60 ), DNA ( 52 ) ( 68 ) ( 119 ) mais aussi
polysaccharides bactériens, seuls ( 38 ) ou liés 3 la poly-L-Lysine ( 66 ).
On ne connait rien du mécanisme de cette fixation mais la nature chimique de
la matidre plastique utilisée (polyvinyles, polystyrénes, etc...f§>w
semble jouer un rdle essentiel dans ce proces;us<k235;'bgﬁgiﬁsAon
observe quelquefois une différence de capacité d'adsorption des protéines
entre différents lots de fabrication de plastique.

Aprés les tubes, VOLLER et al. ( 158 ) utilis&rent des plaques de micro-
titration qui conviennent particuli@rement aux &tudes 3 grande é&chelle et
permettent une &conomie de réactifs.

HAMAGUCHI (74 ) puis KATO (86) employérent des morceaux de

silicone ou des tiges de verre comme support ( 73 ). Des disques de papier
plastifié ( 40 ) et méme des parcelles de verre ( 163 ) furent également
utilisés dans des méthodes mises au point pour le dépistage de 1'Ag HBs
(antigéne associé 3 1'hépatite virale de type B).

Actuellement, le support solide le plus couramment employé est la
plaque de microtitration (COOKE).

I1 existe différents systémes d'incubation pour recouvrir les parois
plaétiquesavec un antigéne ou un anticorps. Le systéme de CATT et TREGEAR est
le plus fréquemment appliqué. '

L'antig@ne ou l'anticorps est solubilisé dans un tampon carbonate - bicarbonate
a pH 9.6 , cette solution est déposéé dans le tube ou la cupule 3 sensibiliser
et laissée en contact 3 des températures et pendant des périodes variables

selon la protéine.

Un certain nombre de travaux décrivent un autre systéme ( 143 ) ( 68 ) ( 60 )
( 99 ) ( 92 ) ( 74 ) ( 8 ) : le tampon dans lequel la protdine 3 fixer
est mise en solution est 3 un pH proche de la neutralité pH 7.2 - 7.4 (eau

physiologique tamponnée par des ions phosphates ou tampon PBS). Les
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paramétres de temps d'incubation, température et concentration en protéine
sont d& déterminer en fonction du systéme antigéne-anticorps utilisé.

Selon la technique développée par la suite, les pré&parations
d'antigénes ou d'anticorps seront partiellement ou totalement purifiées,

ceci pour améliorer la spécificité des réactions immunologiques mises en jeu.

Les tubes ou plaques sensibilisés sont faciles et rapides d'emploi ct
permettent 1'automatisation., Cependant, leur usage présente deux inconvénients

majeurs : ‘
- Les substances sont simplement adsorbées physiquement, il peut

donc se produire des pertes de matériel adsorbé au cours des incubations et
lavages répétés. Pour pallier ce handicap, BOENISCH ( 28 ) traite les

plaques au glutaraldéhyde avant adsorption de la ferritine. SOHL-AKERLUND

et al, (143), aprés avoir sensibilisé des plaques de microtitration dans le but
de doser des IgA, fixent la protéine adsorbée par addition de glutaraldéhyde.
Ces méthodes ne seront pas fréquemment reprises.

- La capacité d'adsorption est limitée et ceci d'autant plus qu'on
travaille en microméthode (plaques COOKE).Par contre, les étapes de séparation
sont simplifiées par 1l'utilisation de tels supports puisqu'elles se font par
lavage.

A 1'heure actuelle, les recherches se poursuivent pour trouver de nouveaux
supports plastiques ( 116 ) et définir les facteurs influengant 1'adsorption
des protéines (106 ) ( 82 ). La plupart des techniques immunoenzymatiques
sont réalisées en tubes (macrométhodes) ou sur plaques de microtitration

-~

(microméthodes), ainsi l'automatisation est plus aisée 3 mettre en oeuvre.

B) Le conjugué

Différents facteurs interviennent dans la préparation d'un conjugué
protéine-enzyme. Celui-ci doit consérver son immunoré&activité tout en ayant une

activité spécifique importante.
a) Llenzyme <&

Le choix de l'enzyme doit €tre effectué en fonction d'un certain
nombre de critéres :
L'enzyme doit avoir un haut degré de pureté et l'activité spécifique la plus
importante possible, cette activité ne doit pas, ou peu, étre réduite aprés
le couplage avec 1l'antigéne (ou 1'anticorps).Il faut d'autre part, que

-

1'enzyme soit stable 3 température du laboratoire, de méme que le conjugué
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obtenu aprés couplagé.‘Ce complexe protéine—enzyme doit €tre soluble et se
conserver facilement. L'enzyme ne doit, ni &tre sensible i des effecteurs,
ni &tre présent dans le milieu 3 doser.

La mise en évidence de l'activité enzymatique doit &tre simple,
rapide et sensible. Les enzymes dont 1l'activité donne naissance i un produit
coloré sont utilisés préférentiellement.

I1 n'existe pas d'enzymes idéaux de ce point de vue, un certain
nombre pourtant, remplissent suffisamment de conditions pour pouvoir €tre
utilisé@ : la phosphatase alcaline (8), la péroxydase de raifort (53),
la glucose oxydase ( 94 ) et la B-D galactosidase ( éS 5 ; actueliement,

-~

le marquage des protéines est principalement réalisé & l'aide des deux premiers.

b) La protéine

La molécule marquée par 1'enzyme peut €tre un antigéne ou un anticorps.
Comme pour la préparation de la phase solide, une purification plus ou moins
poussée de ces substances est nécessaire pour éliminer les interactions non
spécifiques pouvant se manifester au cours de toute réaction immunologique.
Les antigénes &tant de nature tré@s variable (surtout les hapténes), les
méthodes de purification leur sont propres et leur &numération en serait
fastidieuse. Des principes classiques peuvent €tre mis en jeu pour obtenir
un haut degré de puretd : chromatographies de gel-filtration, d'échange d'ions
ou en couche mincé - précipitations au sulfate d'ammonium ou &thanoliques -
extraction par des solvants ét méme ultracentrifugation ou chromatographie
d'affinité. Les anticorps poss&dent une structure commune quelle que soit
1'espéce productrice cé qui pérmet un schéma de préparation identique.
‘Le degré de pureté du matériel @ marquer dépend de 1'essai & réaliser. Dans
la plupart des cas, il suffit d'utiliser la fraction d'immunoglobulines totale
obtenue par précipitation saline ou par chromatographie d'é&change d'ions.
Cependant l'utilisation d'anticorps spécifiques ou de la fraction F(ab) des
immunogloBulines permet de diminuer 1'intensité de la coloration de fond
(dde aux réactions non spécifiques) et d'utiliser le conjugué 3 des dilutions
plus importantes. ’
Les anticorps spécifiques d'un antigéne sont obtenus par chromatographie
d'affinité ( 46 ). Un immunoadsorbant sur lequel a &té& greffé un antigéne,
fixe tous les anticorps spécifiques de cet antig@ne tout en adsorbant le
moins possible d'anticorps non spécifiques. Les anticorps fix&s réversiblement
et ainsi isol&s de l'antis&rum sont dissociés du support sous l'influence
d'une variation de pH ou par des agents dissociants tels que : KCN, urée,

chlorhydrate de guanidine, etc...
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Les techniques classiques de préparation des immunoadsorbants ont déja &été
évoquées dans le paragraphe 2° concernant la phase solide. L'antigéne peut

@tre couplé 3 la cellulose ou au sépharose, & des billes de polyacrylamide

ou de verre ; il peut &tre insolubilisé par polymérisation au moyen de réactifs
bifonctionnels. '

Le fragment F(ab) des immunoglobulines est obtenu par action de la papaine
(123) sur les Ig totales.

Quelle que soit la technique de purification choisie, il est préférable
d'employer au départ un sérum hyperimmun contenant un taux &levé d'anticorps

spécifiques.

c) Réaction de couplage

La nature trés variable des antigdnes implique 1'utilisation de
méthodes de couplage spécifiques 3 chacun d'eux. Certaines techniques de
couplage font intervenir uniquement les parties prot@iques de 1'anticorps
et de l'enzyme par l'intermédiaire d'agents bifonctionnels comme le
glutaraldéhyde ; d'autres techniques utilisent la copule glucidique de
1'enzyme si elle existe. Les premiers couplages furent réalisés avec des
agents bifonctionnels comme le 4,4' difluoro 3,3" dinitro diphénylsulfone
( 107 ) (7110 ) qui donne de bons résultats. Depuis, de tré&s nombreux
agents couplants ont &té essayés : carbodiimides ( 14 ), chlorure de l'acide
cyanurique ( 11 ), orthodianisidine-bisdiazotde (6). »

I1 existe actuellement 3 modes principaux de couplage chimique :
deux d'entre eux font appel 3 un agént bifonctionnel, dimaléimide ou
glutaraldéhyde, le troisiéme met en jeu 1' oxydation périodique de la copule
‘glucidique de la H.R.P. . Un dernier procédé de couplage fait intervenir la
liaison immunologique, il permet d'obtenir 1é complexe péroxydase-anti

péroxydase.

a) Couplage par le N,N' orthophényléne—dimaléimide

Cette procédure a été utilisée par KATC et al. (83) ; par
1l'intermédiaire de la dimaléimide il s'&tablit un pont enfre les groupements
SH - libres de l'enzyme et de 1'anticorps. Si les groupements SH - sont bloqués,
on emploie 1'ester benzoique de la N hydroxy-maléimido~succinimide qui réagit

avec les groupements NH, . Les conjugués obtenus ont permis de réaliser

2
les essais les plus sensibles en immunoenzymologie (dosage de 0.03 fM d'IgG
humaines) ( 74 ). Récemment, CASTRO et MONJI ( 39 - ) ont mis au point la

synthése d'un nouveau dérivé maléimidé de la thyroxine qui permet le couplage



- 47 =

thyroxine-8 galactosidase par 1l'intermédiaire des groupements -SH de 1'enzyme.

B8) Couplage par le glutaraldéhyde

En 1969, AVRAMEAS (7 ) décrit le couplage d'un enzyme avec une
protéine par l'intermédiaire du glutaraldéhyde. Le glutaraldéhyde réagit
principalement avec les groupements aminés libres ( 58 ), particuliérement
le groupement €—aminé de la lysine ( 33 ) (129 ), par formation de bases
de Schiff, encore que d'autres mécanismes aient &té proposés ( 129 )

(cf. figureli ). En effet, la structure du réactif en solution peut &tre
différente de celle‘d'un’aldéhyde, en particulier par polymérisation. Les
structures reproduites(figu:g'12)sont proposées.

Le protocole en | temps décrit par AVRAMEAS ( 7 ) consiste &
mélanger 1'anticorps et 1'enzyme 3 coupler et & y ajouter le glutaraldéhyde
goutte 3 goutte. Le conjugué obtenu aprés dialyse et centrifugation est
conservé & + 4° C. Ce conjugué anticorps-enzyme est composé d'une population
trés hétérogéne de complexes, mais il ne contient pas d'anticorps libres.

Le rapport molaire moyen anticorps/enzyme est compris entre 1 et 2. Les activités
immunologiques et enzymatiques sont intactes. Le plus souvent, les groupements
aminés libres ne participent pas 3 l'activité catalytique de l'enzyme ni 3
l'activité anticorps ; leur intervention dans les réactions de pontage ne
modifie donc pas 1'immunoréactivité du conjugué. Les résultats'obtenus‘avecrée‘
conjugué .sont parfaitement reproductiblés ( 53 ) (153 ).

La technique a &t& améliorée en 1971 par AVRAMEAS et TERNYNCK ( 13' ).

La péroxydase seule ne peut étre_insolubilisée, méme par un excés de glutar-
aldéhyde ( 12 ) : cet enzyme posséde peu de résidus de lysine (164) et 1la plupart
d'entre eux présentent probablement un blocage de leur groupement €-aminé

( 114 ). Quand 1le glutaréldéhyde est ajouté en excés 3 la péroxydase, un seul
des deux groupements aldéhydes réagit avec 1'enzyme, le dérivé obtenu prend

une configuration telle que le groupement actif libre ne peut interagir avec

une nouvelle molécule de péroxydase et réagit aveé les groupements aminés de

la protéine ajout@e par la suite. La péroxydase est dissoute dans un tampon

3 pH neutre et un exc@s de glutaraldéhyde est ajouté. La pé&roxydase activée
réagit ensuite 3 pH 9,5 avec la solution d'anticorps. On ohtient une population

homogéne de complexes dont le rapport molaire anticorps / enzyme est de 1.

De plus la péroxydase est stabilisée par le traitement au glutaraldéhyde.

Les études de BOORSMA et KALSBEEK ( 31 ) donment de nombreusés informations
sur la nature des complexes obtenus par la méthcde en 2 temps : 3 titre indicatif
le fait d'avoir élimiqgrl}ﬁ péroxydase en excés, multiplie 1'activit&de ce
conjugué par 10 (156 ). o




Figure 11

IMECANISME PROBABLE DE REACTION DU GLUTARALDEHYDE AVEC UNE PROTEINE,
POSTULE PAR RICHARD ET KNOWLES ( 129 )
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Figure ‘}2

QUELQUES STRUCTURES POSSIBLES DU GLUTARALDEHYDE POLYMERISE
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Y) Couplage par oxydation périodique

Cette méthode a été décrite par NAKANE et KAWAOI en 1974 (108 ).
La HRP 1II est une,glycoprptéine contenant ‘environ 18 % de glucides ( 132); cette
fraction glucidique n'intervient pas dans 1'activité enzymatique, il est donc
possible de 1'oxyder par action du periodate de sodium sans perte d'activité
enzymatique, particulidrement si tous les groupements o et € aminés et
hydroxyliques sont bloqués par le fluorodinitrobenzéne avant oxydation, ceci
pour éviter la polymérisation ( 138 ). Les fonctions aldéhydes ainsi formées
réagissent avec les groupements & ou € aminés des protéines mises en présence.
Les résultats obtenus semblent satisfaisants, cependant, certains auteurs ont
mis en &vidence une variation sensible du pourcentage de glucides suivant les
préparations de péroxydase: , ce qui expliquerait les difficultés de

reproductibilité (160).

§ ) Méthodes récentes

Deux nouvelles méthodes ont &té expérimentées en 1978. L'une conduit
i la formation d'un pont disulfure inter-molé&culaire entre une prot&ine X
thiolée et une protéine Y contenant des liaisons disulfuriques réactives
( 87 ). L'autre méthode permet d'obtenir un monoconjugué anticorps—enzyme :
1'enzyme (invertase) est fixé& sur succinylconcanavaline A sépharose 6 B ; les
anticorps sont ensuite couplds i cet enzyme par l'intermédiaire du glutaraldéhyde
Le conjugué anticorps—enzyme est &lué du gel par 1'a-méthyl mannoside (120).
Le reculn'est pas suffisant pour juger de 1l'efficacité@ réelle de ces deux

techniques de couplage.

Le dernier mode de couplage est immunologique, il est surtout utilisé
en histochimie pour laquelle il a &té mis au point par STERNBERGER et al.

( 145 ). YORDE a employé ce type de conjugué dans la technique C.E.L.I.A. ( 173 )|

Il est assez délicat de séparer, aprés couplage, les anticorps
libres résiduels des anticorps impliqués dans le conjugué ; en effet, les
différences de charge et de masse moléculaire sont faibles. Différents milieux
de gel-filtration ont donc &té &tudiés par BOORSMA et STREEFKERK ( 31 ) ;
le gel de polyacrylamide agarose (ultrogel Ac A-44) est plus efficace que le
séphadex .G-ZOO mais La séparation n'est jamais compléte. Un travail récent \
( 4 ) décrit un procédé de purification basé sur la différence d'affinité
de 1'anticorps libre (2 3 3 7 de glucides) et du complexe anticorps-HRP
(la HRP contient 18 7 de glucides) pour la concanavaline A. Par un tel procédsé,
le rapport IgG non conjuguées / IgG conjuguées passe de 2 i 0.1. Il serait

possible en répétant 1'opération d'enrichir une préparation d'anticorps marqués
a la péroxydase.’
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Une revue générale trds compléte des modes de couplages a &té réalisée par

VAN WEEMENet SCHUURS ( 157 ).
C) Le substrat

Une fois 1'enzyme fixé sur le systéme & mettre en &vidence, son
activité est révélée par un substrat spécifique. Celui-ci doit &tre peu
coliteux et maniable ; il sera de préférence chromogénique mais KATO ( 83 )
utilisa, avec succés, un substrat fluorogénique.

Le para-nitro phénylphosphate est id&al avec la phosphatase
alcaline. Facilement utilisable, il est tr&s soluble ; la réaction est stoppée
aisément par addition de soude et le produit jaune obtenu est parfaitement
stable.

La péroxydase catalyse la réaction de dégradation de 1'eau oxygénée,
ce qui permet 1'oxydation d'un substrat secondaire par l'oxygéne natif libéré.
La diaminobenzidine (DAB) et l'acide 5 aminosalicylique (5 AS) donnent des
produits partiellement insolubles ; ceci n'est pas génant en histochimie ou
dans le cas de lectures non quantitatives (visuelles). Actuellement 1'ortho-

henylene diamine (0.P.D.)est le substrat le plus satlsfalsant avec la HRP

( 171 ), son oxydatlon aboutit i la formatlon d un pfédult tres soluble de

AT e

couleur orange. Particuliérement employée lorsqu'une lecture spectrophotometrlque

g oA

est necessalre, 170PD présente deux inconvénients : instabilité 3 la lumiére
et pIGpriétés mutagénes. L orthotollaiﬁé“ﬁ“ﬁgaiement donné de trés bons

résultats (103).

Avant la mise en oeuvre du dosage immunoenzymatique lui-méme, il
est nécessaire de définir les concentrations optimales des réactifs

précédemment décrits ainsi que les temps et tempé&rature d'incubation.

I1 est possible de déterminer un résultat qualitatif par simple
lecture visuelle. La possibilité de détermination objective du résultat par
lecture sPectrophotomeQE}que de la densité opthue, ne doit pas €tre négligée.
De nombreux apparells pe&;ent effectuer une mesure de densité optique sur des
volumes de 300 Ul ou moins.

I1 y a de multiples possibilités d'expression des résultats dépendant en outre
du type de technique immunoenzymatique utilisé.

1 — Positif-négatif. Tous les &chantillons donnant une D.0. inférieure

-~

ou supérieure & une D.0. limite prédéterminée sont considérés comme positifs.,




2 - Détermination d'un titre. Les &chantillons sont &tudiés d différente;

dilutions. Le titre est la réciproque de la derniére dilution produisant une D.O.

supérieure ou inférieure 3 celle des témoins né&gatifs.

3 - Rapport des D.0. Le rapport D.0. de 1'échantillon/D.0. des té&moins
négatifs doit étre inférieur ou supérieur 3 un rapport prédéterminé pour que ;
1'échantillon soit considéré comme positif.

4 - Etablissement d'une courbe &talon. Il est toujours possible
d'introduire dans l'essai une éerie déchantillons de concentration connue ; la

concentration des échantillons &tudiés est déterminée par rapport 3 la courbe de

référence obtenue.

4°) Avantages_et inconvénients des technlques 1mmunoenzymatlgues

Le handicap des techniques immunoenzymatiques rééide dans la nécessité
d'une étape supplémentaire pour révéler et mesurer 1l'activité de 1l'enzyme ;
ceci prolonge &videmment la durée de manipulation. Cependant cet inconvénient
est minime par rapport 3 ceux présentés par la radioimmunologie. Nous avons
. rassemblé dans le tableau I les différents critéres permettant de comparer
ces deux méthodes.

La technique immunoenzymatique sur support solide présente de nombreux
avantages sur les autres méthodes immunoenzymatiques. Toutes les manipulations
s'effectuent dans-le meme tube, ce qui évite les pertes au cours de la réaction
et facilite les operatlons de lavage. Les résultats sont obtenus en moins de
24 h généralement. Il n'est pas nécessaire de purifier parfaitement 1'antigéne
que 1'on ne peut pas toujours obtenir en grandes quantités ; de méme, la

préparation d'anticorps par précipitation au sulfate d'ammonium et chro—

‘matographie §ﬁr DEAE cellulose estksﬁffisénte;si 1'antisérum est spécifique.
La coloration finale est développée 3 partir de la phase solide, donc la

plupart des facteurs d'interférences non spécifiques, comme la coloration du
sérum, sont &liminés.

Les possibilités des techniques immunoenzymatidues sont nombreuses. D&ja
utilisées pour le dépistage systéﬁatique de 1l'antigéne HBs ( 171 )
ou pour le dosage d'anticorps, eﬁfﬁggzzgﬁfféf‘déns le cas—des maladies
parasitaires, ces E;ZEﬁzghé;~semblent promises 3 un bel avenir.

Nous avons donc entrepris, d'appliquer les possibilités de cet outil
au dépistage de masse et au dosage des anticorps antitétaniques.

o~ .



TABLEAU I .

COMPARAISON DES TECHNIQUES RADIOIMMUNOLOGIQUES (RI)'
' ET IMMUNOENZYMOLOGIQUES (IE)

s
i
i

o

CRITERES IE RI
% &levée pour des substances &levée quelque soit la
de masse moléculaire Elevée masse moléculaire de la
sensibilité * pour.des.petlfes molécules substance dosée.
la fixation d'un enzyme de
masse moléculaire élevée
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fotpr s dépend é é é
spécificits épend de la pureté des dfpen§ de la pureté des
réactifs réactifs
s eas s i : correcte si 1l'activité mesuré
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" . L3 d I3 0 .e L3
résultats objectifs si lecture au bjectifs

spectrophotométre

préparation de

peut €tre complexe peut @tre complexe

98 66 46 20 S0 es 85 S8 9 UG B4 S0 BE BU SR ES GO G0 e Be B 68 60 SE 68 66 5O OGS GO S €0 G0 ST % 0% S8 s s e B0 &

1'antigéne
i
coniugué préparation simple mais préparation bien
Jug standardisation 3 réaliser standardisée
. facile mais une E&tape difficile
mise en oeuvre - .
supplémentaire ~
automatisation possible possible
colit par test faible élevé
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III) APPLICATION AU DOSAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUES (Ac AT)

Nous avons rassemblé dans le tableau II 1les principales caractéris-
tiques des quelques &tudes réalisées pour le dosage des Ac AT. Aucune ne
s'adapte parfaitement aux dépistage et dosage de routine des Ac AT. Le sépharose
4B utilisé comme phase solide par le C.T.S. de BORDEAUX est peu pratique ;

il nécessite des centrifugations du matériel apré@s chaque lavage. Les tubes

ou plaques de microtitration sont plus maniables et permettent plus facilement
une semi-automatisation de la méthode. La nécessité de diluer de fagon
importante (en général au 1:200) les échantillons &tudiés est alors un handicap
pour automatiser la technique. Enfin, les délais d'obtention des ré&sultats sont
dans la plupart des cas incompatibles avec les exigences de rapidité dans un
centre de transfusion.

Nous avons donc repris les deux principes utilisés : techniques
indirecte et sandwich, en revoyant les principaux paramétres, dans le but de
mettre au point une technique immunoénzymatique répondant aux critéres
suivants : - rapidité (! heure au maximum)

- automatisation aisée
tout en ayant la sensibilité et la précision requises.:

Ceci jusfifie 1'emploi de plaques de microtitration & fond plat
comme support solide ; de plus, pour faciliter 1'automatisation, nous avons
cherché 3 utiliser les é&chantillons &tudiés purs ou 3 une dilution trés peu
importante.

Dans ces conditions, nous avons été amenés 3 trouver un mode de
fixation de l'antigéne sur la phase solide ayant un meilleur rendement

que celui des techmiques classiquement employées.



TABLEAU 11

CARACTERISTIQUES COMPAREES DES TECHNIQUES EMPLOYEES POUR LE
DOSAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUES

7/

: ANNEE: Réf. : 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 hou4h 30
: : : : indirecte : titration : anti IgG : : '
1977 : (161 ) : VOLLER : : : humaines= : :
: : : : ¢ phosphatase : :
: : ; alecaline : :
1976 : ( 71) : HABERMANN : Technique : tubes plastiques : toxine-HRP : non ind, : 3h
: : : : sandwich : : : :
: : : : compétitive : : :gamme é&talon
: : : : : tentre 0.2 et : 3-4hnh
: : : : : :0.0063 UL/ml :
: 1977 : ( 147) : STIFFLER & : Technique : tubes plastiques : IgG mouton : 1:200- : 48 h
: : : ROSENBERG : indirecte : : anti IgG : 1:1000 :
: : : : : : humaines—~ : 1:5000° :
: ’ : : : phosphatase : H
: : : : : : : alcaline : :
: C.T.S. : Technique ¢ sépharose 4B : toxine-HRP i.1:20° : 24 h
: BORDEAUX : sandwich ¢ anatoxine : : :
: VOS et al. : Technique : plaques de micro- : IgG mouton : dilutions de, : 3-4hnh
: ¢ indirecte : titration : anti IgG ou : raison 2 :
: : : : IgM de rat- : :
: : : : péroxydase : H
: : de raifort : P

- g5 -
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% TECHNIQUES IMVUNOENZYMATIQUES REALISEES

1°) Leurs principes (fig 13 )

L'anatoxine tétanique est adsorbée sur un support solide en poly-
styréne. L'échantillon &tudié est déposé dans la cupule "sensibilisée' et les
anticorps antitétahidues (AcVAI) se fixent sur 1'anatoxine. Ceux-ci sont ensuite
mis en évidence 3 1'aide d'un conjugué :

- soit IgG de mouton anti-IgG humaines couplées 3 la
péroxydase de raifort (Ac - E) pour la technique indirecte. '

- soit anatoxine tétanique - péroxydase de raifort
(An - E) pour la technique sandwich,

Ce conjugué vient se fixer sur le complexe antigéne—anticorps déja
formé, par 1l'intermédiaire du fragment Fc des IgG ou du deuxidme site spécifique
des Ac AT selon la technique envisagée.

L'enzyme, ainsi fixé sur la phase solide, est ensuite révélé par
addition du substrat chromogéne spécifique dont la transformation fournit
un produit chromophore . L'intensité& de la coloration est proportionnelle au

taux d'Ac AT contenus dané l'échpntilqujw‘

La détermination des conditions optimales d'adsorption de 1'anatoxine
tétanique fait 1'objet d'une partie de ce travail. En régle générale, une
solﬁtion d'anatoxine est déposée puis laissée en contact avec les godets d'une
plaque de microtitration (M 129B)s;en fin d'incubation, les plédues sont lavées et
utilisées immédiatement ou stockées 3 + 4° C.

Les incubations ultérieures de 1'échantillon 3 doser puis du conjugué
sont effectudes 3 37° C en prenant soin de recouvrir les plaques pour &viter
une évaporation excessive;toutes les dilutions sont réalisées en tampon PBS-
Tween pH 7,4 et &tudides en double sur un aliquot de 100 ul . Un témoin tampon
est incorporé de la méme fagon sur chaque plaque. L'étalon de référence est
de méme nature que les &chantillons &tudiés (immunoglobulines, sérums ou
plasmas).

Les cupules "sensibilisées' sont lavées, avant utilisation ainsi
qu'apréds les diverses incubations, 3 fois par 0,3 ml de tampon PBS- Tween
pH 7,4 préparé comme suit

solution A : NaH, PO 0,01 M

2774
NaCl 0,15 M



<

Figure 13
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solution B : NaZHPO4 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 3 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 dbrthoph@g§1énediandne (MERCK)

2 pl d'H.0, a 30 volumes ’

272
de tampon phosphate-citrate 3 pH 5 obtenu par mélange de 98,6 volumes

pour 10 ml

d'acide citrique 0,1 M et 101,4 volumes de ﬁhosphate disodique 0,2 M ( 99 ).
Cette salution doit &tre préparéeexgemporanémeﬁt 3 la réaction a lieu a
température ambiante, en &vitant 1l'exposition & une lumi&re trop intense.
Aprés 2 minutes de contact, l'action de l'enzyme est stopp&e par adjonction

d'acide sulfurique 4N..

La densité optique (D.0.) du contenu des cupules est mesurée 3
492 nm sur un spectrophotométre PERKIN-ELMER 550 équipé d'une microcuve
i circulation. Le zéro de 1'appareil est ré&glé sur un témoin blanc constitué
par la solution de substrat et d'acide sulfurique dans des proportions

-~

identiques 3 celles utilisées dans la réactiom.

Les courbes D.O0.= f (Ac AT) sont établies aprés avoir soustrait
la D.0. moyenne du témoin tampon de eelle obtenue pour les échantillous.
Différents paramétres : temps d'incubation, dilution des é&chantillons,

dilutions de travail des conjugués font 1'objet d'une &tude ultérieure.

% PREPARATION DES REACTIFS

1) ADSORPTION DE L'ANATOXINE TETANTIQUE SUR LE SUPPORT SOLIDE

— et s hmimn | o —— —— —) - — tm—— St Woan  Sim S ——. ot i w— et MAm G A S wd Cwem e e e o SSem e e

par séchage ( g9 ) et par comtact (42,159, 161)

L'étape d'adsorption de 1'anatoxine a été étudiée isolément pour
éviter qu'un paramétre, intervenant dans le déroulement ultérieur de la
technique immunoenzymologique, soit mal cppisi et qu'il ne soit donc pas“possiblé
de jugér'devlfefficacité réelle du procédé d'adsorption.

Grice i un traceur radiocactif, nous allons comparer la technique de
fixation classique qui se fait par simple contact 3 pH 9,6 ( 42 ) et une

méthode préconisant le sé&chage des protéines a pH 7,4 ( 89 ).
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A) Principe

£ s . 125 PP
Soit une substance A marquée 3 l'iode I ; son activité

spécifique S peut s'exprimer comme :
o
)

radioactivité

2]
H

masse de A

]
]

’ Si 1'on mélange une quantité trés /fa‘i.biev m, de A marquée 3 une
quantité trés importante de substance A froide, on obtient 1'é&quation

suivante :

S v e oi s = activité spécifique du mélange
inférieure 3 S
"M = masse de A froide

m_ &étant trés petit par rapport a4 M, on peut écrire :

Aprés adsorption de ce mélange sur un support sol%ge, 1'activité

spécifique s fixée sur la phase solide, est &gale 3 : s = ~§:—

z

g o
On peut donc en déduire : Mo T

rl
o

donc M’= e xM
o

Connaissant la radioactivité r et la masse M déposées, il est
possible de déterminer M’, masse de A fix@e par mesure de la radioactivité
rg fixée.

Nous avons appliqué ce principe de la maniére suivante : une quantité
constante, trés faible, d'anatoxine tétanique‘marquée 3d 1l'iode 1125 est ajoutée
i des dilutions de raison 2 d'anatoxine froide ; on peut considérer que les
molécules d'anatoxine marquées par le radioisotope se comportent comme l'ensemble
des molécules présentes. La radioactivité déposée au début de l'expérimentation

est déterminée par comptage et les taux de protéines froides introduites sont
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‘&tablis par dosage selon la méthode de LOWRY ( 93 ) avec le réactif de FOLIN-
CIOCALTEU (MERCK). Aprés adsorption de 1'anatoxine et lavages, la radio-
activité fixée sur le plastique est mesurée. Le pourcentage d'adsorption de

1'anatoxine est calculé@ comme suit :

% d'adsorption = SPO_D2SLIss -.EEL x 100

cpm déposés — BF

oi cpm : coups par minute
S E——

cpm mesurés : moyenne des cpm aprés adsorption et lavages

T A—— -~
cpm déposés : moyenne des cpm aprés le dépdot

BF : moyenne des bruits de fond de 1'appareil

Le taux de protéines fixé est déduit de ce pourcentage d'adsorption.

B) Protocole

Pour permettre les comptages, nous avons dii employer des cupules
individuelles (M 179, DYNATECH) de méme composition chimique que les plaques
M 129 B.

Des dilutions, de raisonm 2, d'anatoxine té&tanique sont réalisées
en tampon PBS pH 7,4 ou en tampon carbonate — bicarbonate pH 9,6 (NaZCO3
0,015 M, NaHCO3 0,035 M, NaN3 0,2 Z (p/v) ) (161). Une guantité constante (30 ul)
de traceur constitué par de 1'anatoxine marquée (1 pCi/ml, 40 pyg/ml ; C.N.T.S.),
corresp?ndagté3000 cpm environ. est mélangéeavec1,47 ml de chacune des dilutions.
Pour chaque tampon et dilution d}anatoxine, 10 cupules sont sensibilisées par
100 ul de solution. Les incubations sont de une nuit 3 37° C pour les
dilutions en tampon PBS et de 3 heures en chambre humide (161) pour celles

effectues en tampon carbonate-bicarbonate. Les cupules sont ensuite lavées.

Les comptages sont réalisés, aprés le dépdt des différentes
solutions d'anatoxine et aprés chaque lavage, pendant une minute sur un

compteur de rayonnements gamma NE 1600 (NUCLEAR-ENTREPRISES).




- 6] -

Nous avons choisi, comme support, la plaque de microtitration en
polystyréne 3 fond plat (M 129 B ; DYNATECH) car elle est commode d'emploi
et se préte aisément 3 1'automatisation.

En fonction des résultats obtenus, nous avons opté pour le procédé
d'adsorption par s8chage. Nous allons en &tudier différents paramétres :

concentration de l'anatoxine,btemps d'incubation et adjuvants de fixation.

A) Principe

Les plaques sont mises en contact avec une solution d'anatoxine
tétanique dans différentes conditions d'incubation : durée, traitement
préalable des plaques par l'acide chlorhydrique, fixation de 1'antigéne
adsorbé par le glutaraldéhydé ou 1'éthanol. Ces supports sensibilisés sont
ensuite utilisés, dans les m@mes conditions opératoires. Les courbes de
densité optique obtenues en fin de réaction immunoenzymatique, selon le

protocole décrit plus haut, sont comparées.

B) Etude des différents paramétres

a) temps_d'incubation, fixation par le glutaraldéhyde, concentration d'antigéne

Les incubations ont &té réalisées dans les conditions suivantes :

une nuit 3 37° C ce qui‘ entraine lé séchage complet de la
solution ( 99 ).

une nuit & 37° C ( 90 )puis fixation pendant 1 heure 3 la méme
température avec 50 ul d'une solution de glutaraldéhydé (MERCK) 3 0,03 Z en
tampon PBS ( 139 )

(:Dtrois heures 3 37° C ( 32 ).

L'anatoxine semi purifiée 3 1000 Lf/ml (Institut Pasteur) est diluée
au 1:4 ou au 1:32 (soit 973 et 122 pg de protéines/ml) dans les cas @ et
uniquement au 1:4. pour (E) en tampon PBS pH 7,4. Ces solutions sont réparties

]

a raison de 50 1l dans chaque cupule.
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\ Ces supports 'sensibilisés' sont utilisés,dans les conditions
opératoires suivantes.
- gamme d'Ac AT obtenue par dilution de raison 2 d'une immuno-
globuline antitétanique ; incubation de 2 heures.
- conjugué Ac - E (IgG de mouton anti IgG humaines - péroxydase ;
Institut Pasteuf) dilué au 1:100 ; incubation d'une heure.

~ révélation enzymatique:100 ﬁl de substrat puis 200 ul d'HZSO4 4N.

b) adjuvants de fixation

Nous avons comparé les résultats obtenus pour les trois procédés
d'adsorption suivants :

‘<:> voir p 6l.

-~

une nuit & 37° C puis fixation des protéines adsorbées pendant
10 minutes 3 température ambiante, avec 0,1 ml d'éthanol absolu (R.P. NORMAPUR,
PROLABO) par cupule (139) ; les plaques sont ensuité 1avéés et séchées sous
flux d'air.
(:) les cupules sont préalaBlement traitées par 100 ul d'HCl
(R.P. NORMAPUR, PROLABO) pendant 30 minutes 3 température de la piéce dans
le but de faire apparaitre sur le plastiqué dé nouvéaux sites de fixation (139);

aprés 3 lavages, l'anatoxine est déposée et séchde une nuit a 37° C.

Dans tous les cas, l'anatoxine diluée au 1:8 (soit 486 ug de

protéines/ml) est répartie 3 raison de 100 ul par cupule.

La comparaisona été effectude dans les conditions décrites ci-dessous :

- gamme réalisée par dilution de raison 2 d'un sérum titré chez la
souris ; incubation d'une heure.
- conjugué Ac - E dilué au 1:100 ; incubation d'l heure

- révélation enzymatique: 200 ul de substrat puis lso»ul d'H2804 4N.

11) COUPLAGE DE L'ANATOXINE TETANIQUE AVEC LA PEROXYDASE DE RAIFORT

1°)Principe

Nous avons appliqué la technique en 2 temps d'AVRAMEAS et TERNYNCK

(lj) dont le principe a déja été exposé dans le chapitre "immunoenzymologie'.
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La p8roxydase de raifort est mise en contact avec unme solution
de glutaraldéhyde 3 pH 6,8. L'excés de glutaraldéhyde est éliminé et

211

1'enzyme "activé" est mélangé avec la solution de protéines 3 pH basique.

Il s'établit donc un pontage entre les groupements amines de l'enzyme et des
protéines par l'intermédiairedu glutaraldéhyde. Les groupements aldéhydiques
résiduels libres sont bloqués par addition de lysine. La préparation est ensuite

conservée i + 4° C,

20 mg de péroxydase de raifort (EC 1.11.1.7. ; Grade I, RZ 3,
BOEHRINGER) sont dissous dans 0,4 ml d'une solution de glutaraldéhyde
(MERCK) & ] Z en tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 6,8. Aprés
incubation, 18 heures 3 température ambiante, la solution est dialysée
plusieurs fois contre 500 ml d'eau physiologique (NaCl 9 ?{99 (p/v)).

A 1'enzyme ainsi "activé", sont ensuite ajoutds 4,5 ml d'anatoxine
té€tanique (soit 25 mg de protéines), préalablement dialysée contre de
1'eau physiologique, et 1,3 ml de tampon carbonate — bicarbonate pH 9,5 ;
le mélange est laissé 24 heures a4 + 4° C. 0,5 ml d'une solution de lysine
0,2 M (MERCK) sont ajoutés et l'ensemble est 3 nouveau incub&, pendant

2 heures, & + 4° C. La solution est ensuite dialysée plusieurs fois contre

2 1 de tampom PBS a pH 7,4.

Il est nécessaire de laisser la solution de conjugué se stabiliser

une semaine 3 + 4° C avant utilisation.

% ETUDE DE DIFFERENTS PARAMETRES INTERVENANT
DANS LA REACTION IMMUNOENZYMATIQUE '

Les conditions optimales pour chaque paramétre sont déterminées par
1'établissement d'une courbe DO = f ((Ac AT)) aprés étude d'une gamme de
concentration d'Ac AT. Seront gardés constants, les deux paramétres suivants :

- 1'a&sor§£ion de 1'anatoxihé, réalisée par séchage a 37°C’

= la révélation enzymatique , effectuée avec 200 ul de substrat
et l'arrét de la réaction par 150 pl 4d' H2804 4N..

Pour la technique sandwich, 1'&tude de certains paramétres a &été

Ecourtée 3 la vue des résultats obtenus pour la technique indirecte.
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 ;gfigure7l4
PREPARATION DU CONJUGUE

ANATOXINE TETANIQUE-PEROXYDASE DE RAIFORT

20 mg de péroxydase dans 0,4 ml de tampon phosphate 0,1 M
pH 6,8 contenant 1 7 de glutaréldéhyde
18 h 3 t° laboratoire

dialyse contre NaCl 0,15 M

Péroxydase "activée"
+ 4,5 ml d"anatoxine fétanique semi-purifiée (1000 Lf/ml)
dialysée contre NaCl 0,15 M

+ 1,3 ml de tampon carbonate-bicarbonate 0,5 M pH 9,5

26 ha+4°cC

+ 0,5 ml de lysine 0,2 M

2ha+4d°cC

v
Conjugué anatoxine-enzyme

dialysé contre PBS pH 7,4 3 + 4° C
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A) Technique itmmunoenzymatique indirecte

a) influence du temps_d'incubation_du_conjugué

Nous avons comparé les ré@sultats obtenus avec les temps
d'incubation suivants :

échantillon 2 h 2 h
conjugué 2 h 1h

pour les conditions opératoires :

~ adsorption de l'anatoxine diluée au}1:8x (486 pg de protéines/ml)

conjugué Ac - E dilué au 1:100

b) Etude de différents couples de temps d'incubation

L'amélioration des résultats obtenue en 3 heures d'incubation nous

a conduit 3 &tudier des temps d'incubation moindres : 3 h, 2 h, | h, 1/2 h.

Différents couples de temps ont &té choisis pour cette &tude :

échantillon 2 h ' 1h 1/2 h 1/4 h

.conjugué 1 h l1h 1/2 h 1/4 h

L'anatoxine est diluée aui1:32* (soit 1757ug de protéines/ml)

B) Technique sandwich

Nous avons &tudié les couples de temps ci-dessous
échantillon 1 h 1/2 h 1/4 h

conjugué 1 h 1/2 h 1/4 h

Dans les mémes conditions opératoires que précédemment ; nous
utiliserons ici le conjugué anatoxine - enzyme (An - E), préparé au
laboratoire, & la dilution 1:50

.

% les lots d'anatoxine employés sont différents
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A) Pechnique indirecte

Les temps d'incubation adopté@s sont de 1/4 d'heure.
Le conjugué Ac - E est &tudié aux dilutions suivantes :
1:100,1:300 1:500, 1:1000. '

B) Technique sandwich

Les dilutions suivantes 1:25, I:SO,I:IOO,I:ZOO‘du conjugué
An - E, que nous avons préparé, sont &tudiées avec des temps d'incubation

de 1/2 heure.

——— - — — — i — — — - — — — ——- — — —— o W - w— S —— G- —
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A) Principe
Nous avons cherché 3 déterminer ici les conditions optimales de
concentration d'anatoxine adsorbée et de dilution des &chantillons &tudiées.
Dans ce but, nous avons employé la technique du "damier" qui
consiste 3 étudier un sérum 3 différentes dilutions pour chaque concentration
d'antigéne. Ainsi, le couple concentration d'anatoxine - dilution des sérums
produisant, en fin de la réaction immunoenzymatique, le plus grand &cart de
D.oﬁentre_zusérums de référence (titrant 15 et 5 UI/ml chez la souris) a &té

choisi pour le dépistage de masse des anticorps antité&taniques.

B) Technique indiﬁecte

L'anatoxine tétanique, utilisée pour 1l'adsorption sur les plaques,
a été préparée par dilution successive de 2 en 2 du 1:4 au 1:128 . Les sérums
sont &tudiés purs ainsi qu'aux dilutions 1:5 , 1:10, !:15, 1:20 et 1:50.

Le conjugué Ac - E est dilué au 1:300.
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C) Teckhnique sandwich

-

Pour des dilutions d'anatoxine identiques 3 celles employ&es dans
le paragraphe précédent, les sérums ont &té utilisés purs et aux dilutions

1:2 , 1:5., 1:10, }:SQ. Le conjugué est dilué au 1:50.

! P B - -
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Une gamme d'Ac AT préparée par dilution du sérum &talon & 15 UI/ml

est &étudide selon la technique sandwich dans les conditions déji indiquées.

La r8action enzymatique est réalisée avec deux solutions de substrat :

Sl = substrat préparé comme suit :

2yl 4’ H202 d 30 volumes }

4 mg d'orthophénylé&ne diamine

dans 10 ml de tampon phosphate-citrate

2 272 &

8 mg d'orthophényléne diamine dans 10 ml de ce méme tampon

= 0,4 ml d'H,0, & 30 volumes }
(C.T.S. Bordeaux)

3 raison de 200 ul par cupule. La réaction est stoppée par addition de 150 ul

d'sto4 4N aprés 4 minutes de réaction au lieu de 2.

sgie i | X DEPISTAGE ET DOSAGE DES ANTICORPS ANTITETANIQUES

by — o —

Les &tudes décrites jusqu'ici nous ont permis de déterminer les
conditions optimales de réaction et d'&tablir un mode opératoire pour le
dépistage et le dosage des anticorps antitétaniques dans les s@rums et plasmas.
Celui~ci est schématisé dans le tableau III; pour une méme dilution 4'ana-
toxine adsorbée, les &chantillons sont diluds aul:10et le conjugué Ac - E
au 1:300, dans la technique indirecte, alors que les s&rums 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.

3 pH !
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TABLEAU 111

PROTOCOLES DES DEPISTAGE ET DOSAGE DES
AC AT PAR METHODES IMMUNOENZYMATIQUES

Technique indirecte

Technique sandwich

adsorption de
1'anatoxine

Anatoxine diluée au 1:32 (17

une nuit

5

g de protéines/ml) séchée

incubation avec
les échantillons

. temps 1/4 heure :
. échantillon 10 pl plus ¢+
90 pl de tampon par cupule

H
TR
. temps 1/2 heure

e e

incubation avec
le conjugué

. temps 1/4 heure
. dilution du conjugué1:300

. temps 1/2 heure

révélation
enzymatique

200 uyl de substrat 2 minutes

a
:+ . échantillon pur
:
s

. dilution 1:50

puis 150 ul d'H,S0, 4N

4% S0 08 80 6% e 46 9% 00 W% 48 29 S AG S8 8% Se 0% &

89
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Nous avons effectué la recherche des anticorps antit@taniques par la
technigﬁe immunoenzymatique sandwich, sur 1100 sérums provenant de donneurs
de sang dans le cadre du dépistage systématiqué de ces anticorps et sur 80
mélanges de plasmas provénant de sujets déja séléctionnés ayant fait 1l'objet
de prélévements standardé ou en plasmaphérd@ses ; 361 sérums ont &té &tudiés
par la technique immunoenzymatique‘indirecte.

Parallélement, la technique d'électroimmunodiffusion (E.I.D),dérivée
de cellé décrite par ENTWIS?LEiet ELRIDGE ( 55 ), utilisée habituellement au
laboratoire (voir p. 20) a &té réalisée sdplges mémes &chantillons.

Le taux des anticorps antitétaniques a &té déterminé par rapport
i des &talons de référence de méme nature que les &chantillons a doser : un
sérum titré en électroimmuno-diffusion et contrdlé par la technique de
neutralisation de la toxinéchezla souris® a 15 UI/ml et un plasma titré 2
20 UI/ml en E.I.D. Celui~ci nous a permis d'éviter une sous-estimation du
titre des plasmas du fait de leur dilution par 1'anticoagulant.

Les &chantillons pour lesquels une discordance de résultat a &té
observée ont été étudids une deuxiéme fois par les 2 techniques, cette

seconde détermination a été seule prise en compte.

— e - v cm ra— —

-

Nous avons introduit i plusieurs reprises, dans un méme essai et
dans des essais différents, le méme &échantillon. Les coefficients de variation

(C.V)intra et inter-essai ont &té& calculés en utilisant la formule suivante :

——

cV = ”ﬁ?ﬁf x 100 oi C.V. = coefficient de variaton
w = moyenne des valeurs obtenues
a—~ = @cart type

® 3 1'Institut Pasteur de GARCHES.
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1) ETUDE DE L'ADSORPTION DE L'ANATOXINE TETANIQUE SUR LE SUPPORT SOLIDE

1° Comparaison de 1'adsorption de 1'anatoxine t&tanique sur support plastique

— o — —— — —— — —— - — — — — ———— — —_— —— — ——— — d— o—— ———— o — — V. o

— "t — — — — —

Les résultats de cette &tude sont rassembl&s dans le tableaulV:
les pourcentages d'adsorption obtenus 3 pH 7,4 par séchage sont trés supérieurs
a ceux déterminés avec le systéme classique 3 pH 9,6.

Des conclusions analogues 3 celles de HERRMANN et COLLINS ( 76)
et PESCE et al. ( 118 ), concernant 1'adsorption des proté&ines, peuvent &tre
tirées de cette &tude : 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 3 pH 7,4 permet d'adsorber des quantités importantes
d'anatoxine tétanique. On peut penser que ce processus d'adsorption est

applicable 3 toute protéine dans la mesure de sa résistance thermique 3 37°C.

Le tableau V montre le pourcentage de radioactivité totale &liminée
d chaque lavage : tré&s élevé au premier lavage, il diminue progressivement
a chaque &tape. A partir du quatriéme lavage, il n'y a plus de radioactivité
éliminée.

On peut considérer ces résultats comme similaires 3 ceux qui auraient
&t& obtenus sur des plaques M 129 B, la composition chimique et les traitements

subis &tant identiques.
2° Adsorption par séchage 3 pH 7,4 _

Les ré&sultats obtenus sont rassemblés dans la figure 15.

A) Influence du temps d'incubation et de la fixation par le glutaraldéhyde

Rappelons que trois procé&dés d'adsorption ont &té expérimentés :

(:) une nuit 3 37° C ce qui entraine le sé&chage complet de la solution
de protéines sur le godet en plastique.
une nuit 3 37° C puis fixation par le glutaraldéhyde
‘ (:) trois heures 3 37° C
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TABLEAU 1V

TAUX D'ADSORPTION DE L'ANATOXINE TETANIQUE

APRES 3 LAVAGES PAR SECHAGE ET PAR CONTACT

t

1

ANATOXINE : PBS pH 7,4 : CARBONATE pH 9,6
: une nuit & 37° C : 3 heures en chambre humide
(séchage) : ‘(contact)

: dilution : taux de pro-: pourcentage : ug protéines : pourcentage : ug protéines
: : téines (en fixation : fix8es par fixation : fixé@es par
: : ug/ml)déposé: : cupule : : cupule
: 1:4 : 135 : 47,87 : 60,82 : 0,09 : a, 11
: 1:8 : 66 : 44,19 : 27,45 : 0,11 : 6,07
: 1:16 : 34 : 36,43 : 11,66 : 0,18 : 0,06
, : : : .
: 1:32 : 17,4 : 23,76 : 3,89 : 0,14 : 0,023
: 1:64 : 9,9 : 18,99 : 1,77 : 0,31 : 0,02
: 1:128 3 3,5 : 14,96 : 0,49 H Q0,41 H 0,01

* se we oo

.
.

».

o Ae 8% A
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TABLEAU V

POURCENTAGE DE RADIO-ACTIVITE ELIMINEE A CHAQUE LAVAGE

: 3° lavage

o

2° lavage

.
.

TAMPON. CARBONATE pH 9,6

: 1° lavage

o o8

-
L)

: 2° lavage ¢ 3° lavage

TAMPON . PBS pH 7,4

1° lavage

se.sue

ANATOXT
dilution

o o0 os

0,01

s es oo
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99,59

s se ae
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0,09
=B F

eF 88 o8 se se

0,82
1,2

e o8 oo se e

98,95
98,48

se s se sv e

,7
4,43

13,10
10,37

s e ea o8 e
~ (]

- L

— O
O O

as 20 ss se oo

o~ <
) O
.—' w—

s ex eo 2e e

e se o
ool
o™

PS
o
e se oe
w
-
vo—
{(=]
—
'S
o}
(=,

I

1
(=)}
—

-
28]

10,84

es oo o

71,01

1:128

v e ee

.

L 14

- 72 -




=73 -

La figure 15 confirme le fait, déji 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
1'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, &€liminé ce
processus d'adsorption, bien que la limite de détection soit atteinte 3
4,5 UL/ml.

Avec les procédés@et , la proportionalité entre taux d'Ac AT
et densité optique existe jusqu'd 90 et 45 UI/ml respectivement. Il est
possible de mesurer des variations de 0,7 UIL/ml sur la courbe A et de 1,3 UI/ml

sur la courbe B pour une variation de D.0Q de 0,02.

Plusieurs causes, éventuellement simultanées, peuvent étre 3
1'origine des effets de zone observés au-dela de 90 et 45 UI/ml :
- La réaction immunoenzymatique comporte deux &tapes mettant en jeu une
réaction antigéne-anticorps ; celle-ci est régie par des mécanismes complexes
impliquant 1'affinité des anticorps ainsi que les concentrations
relatives des 2 molé&cules. Dans le cas présent, l'effet de zone observé peut
étre di 4 un excd&s d'Ac AT par rapport aux sites antigéniques disponibles sur
le support créant une saturation de la phase solide voire mé@e une disso-

ciation du complexe Ag-Ac, ou 3 un excés d'antiglobuline couplée 3 1'enzyme, ce

qui entraine alors une dissociation des immuns complexes formés.

- La révélation de 1l'enzyme fixé est affectée par un facteur limitant soit que
la concentration de substrat fourni 3 1l'enzyme est insuffisante,ce qui induit
1l'apparition d'un plateau de densit& optique, soit que le produit de trans-

formation du substrat inhibe 1l'enzyme 3 forte concentrationm.

- La possibilité d'inhibition stérique, 3 chaque &tape de la technique, ne

doit pas étre &cartée.
Nous chercherons donc, au cours des essais de mise au point des
deux variantes immunoenzymatiques, 3 atténuer les effets de ces divers

facteurs.

B)  Influence de la concentration d'anatoxine

Nous avons réuni dans la figure 15 les résultats obtenus aprés

adsorption d'anatoxine té&tanique par les procédés @ et aux dilutions
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1:4 (A et B) et 1:32 (A”et B). Dans le cas ol 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 fix&e sur celle-ci puisque la baisse de concentration d'anatoxine
s'accompagne d'une diminution des valeurs de D.0. Le déplacement de l'effet
de zone vers les fortes concentrations d'Ac AT, quand la quantité d'antigéne

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 exc8s qui est 3 l'origine de l'effet de zone, dans les cas A et A',
puisque celui-ci se déplace vers les faibles concentrations d'Ac paralldlement
34 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 3 22,5 UI/ml pour A’ , les D.O. mesurées sont
supérieures 3 celles obtenues avec une plus forte quantité d'anatoxine déposée ;

il semble logique d'invoquer ici 1'inhibition stérique.

La légére amélioration de sensibilité (résultats non montrés)
apportée par l'utilisation de 100 ul d'anatoxine diluée au 1:8 au lieu de
50 ul au 1:4 confirme le rd8le des inhibitions par encombrement stérique.
Le fait d'augmenter le volume du dépdt entraine 1'augmentation de la surface
"sensibilisée" ; le contact entre l'antigéne adsorbé@ et les anticorps
contenus dans les &chantillons est donc facilité et le risque d'inhibition

stérique diminué.

C) Essais d'amélioration de l'adsorption de 1'anatoxine

Le traitement du support plastique par 1'HC1 (:) et la fixation
des protéines par 1'é&thanol (:) n'améliorent apparemment pas 1'adsorption
de 1l'anatoxine t&tanique sur le polystyr&ne. Dans les deux cas, un plafonnement
des D.0. mesurées, est observé. Les pentes des courbes DO = f (Ac AT) sont
trds inférieures 3 celle obtenue aprds adsorption par séchage a 37° C (:)
(fig 16) ; deux éléments interviennent dans ces résultats. D'une part, la
D.0. mesurée pour le témoin tampon est considéfablement augmentée dans les
deux cas, montrant ainsi l'existence d'un important phé&noméne d'adsorption .
non spécifique. Si le conjugué est fixé non spécifiquement sur le plastique,
il semble &vident que toutes les prot@ines s&riques préalablement dé&posées

ont é&galement &té adsorbées ; dans le cas de la technique indirecte utilisée




Flgure 16

ESSATS D'AMELIORATION DE L'ADSORPTION DE L'ANATOXINE TETANIQUE
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dans cette &tude, toutes les IgG fix8es spécifiquement ou non sont révélées.
D'autre part, ces traitements font subir 3 l'anatoxine t&tanique 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 1l'anatoxine tétanique par séchage 3
37° C nous parait le plus indiqué pour une technique de dépistage des anticorps
antitétaniques. La fixation ulté@rieure des protéines adsorbées par le glutar-
aldéhyde n'apportant pas d'am&lioration nette et cette &tape supplémentaire
allongeant le temps de mise en oceuvre de la technique, nous ne l'emploierons

donc pas.

Dans la suite de notre &tude, les conditions d'adsorption de
1l'anatoxine tétanique ont &té définies, 3 partir des résultats précédents,
comme suit :

L'anatoxine semi-purifide 3 1000 Lf/ml est diluée en tampon PBS
d pH 7,4 et répartie 3 raison de 100 ul par cupule. Aprés sé&chage complet,
une nuit 3 37° C, la plaque est lavée 3 fois par 0,3 ml de tampon PBS-Tween.
Les produits de lavages sont récupé@rés et concentr@s dans une cellule AMICON

402 sur membrane DIAFLO PM IO et utilisé&s 3 nouveau.
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II) ETUDE DES DIFFERENTS PARAMETRES

— — — — — —— —— — o— ——

A) Technique immunoenzymatique indirecte

a) influence du temps _d'incubation du_conjugué

La figure 17 a été établie 3 partir des valeurs obtenues dans les
conditions décrites p65. Le temps de contact des &chantillons étudiés avec
la phase solide a &té 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
d'incubation,au total,disparait avec la réduction du temps de réaction avec

le conjugué.
Différentes explications peuvent étre envisagées :
- Les anticorps antitétaniques et 1'anatoxine subissent sous l'effet

de la température (37°C) une dénaturation telle que les différents complexes

antig@ne—anticorps ne peuvent plus se former ou se dissocient.

- Au cours du temps, les anticorps AT se dissocient de 1l'anatoxine.
Les IgG libres entrent alors en compé&tition avec les Ac AT adsorbés pour la
réaction avec 1l'antiglobuline couplée 3 la pé&roxydase et/ou sont &liminées au

lavage entrainant une diminution du rendement de la réaction.

- Une inhibition par encombrement stérique peut &galement étre

envisagée.

b) &tude 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
2h-1het!lh-1h, nous constatons que la diminution du temps de réaction
entre antigéne adsorbé& et anticorps & doser provoque le déplacement du phéno-
méne de saturation : en 3 heures d'incubation, la zone linéaire de la courbe,
utilisable pour un dosage, s'étend de 0,1 3 0,6 UI/ml, ensuite s'installe un
plateau de saturation ; en 2 heures, la courbe poss&de une pente correcte,

bien que plus faible que dans le cas précédent, jusqu'a 2 UI/ml. Ceci confirme




A—A Yz - UYe

—syl - Yg
Zo IA ! ve 18'9 SItL S

(RIORIIANT ANOLINWAZNHONGWNI INOINHOEL) ANONMNCO NA NOLIVGNONI,d SAWHEL Nd SONANYTANT
LT axbtg

V ueedy
2



Figure 18

ETUDE DE DIFFERENTS COUPLES DE MS D'INCUBATION (TECHNIQUE INDIRECTE)
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que le phénoméne de saturation observé est dii, au moins en partie, 3 un
excés d'Ac AT dans les échantillons &tudi&s par rapport 3@ la capacité de
fixation de l'antigéne adsorbé&. D'autre part, les valeurs de D.0. du
plateau sont augment@es alors que la quantité d'Ac AT fix&e en un temps
moindre est forcément diminuée : 1l'influence des concentrations de conjugué

et de substrat comme facteurs limitants n'est donc pas négligeable

- Le couple de temps 1/4 h 1/4 h nous fournit les meilleurs
résultats, le phénoméne de saturation ne se manifeste qu'au delid de'2,5 UI/ml.
Entre 0,1 et 2,5 UI/ml, la pente de la courbe est moins forte qué 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 & 0,05 UI/ml.

C'est en utilisant ces temps d'incubation que nous allons dé&finir les
dilutions de travail du conjugué Ac - E, des sérums et de l'anatoxine

permettant d'atténuer au maximum 1'effet de zone observé ici.

B) Technique itmmunoenzymatique "sandwich"

La figure 19 montre les courbes obtenues en &tudiant une gamme de
concentration d'Ac AT avec différents temps d'incubation des &chantillons
puis du conjugué.

La réduction du temps d'incubation total de 2 h (2 fois 1 heure)
3 1 heure (2 fois 1/2 h) entraine une augmentation des valeurs de D.O.
mesurées en fin de ré@action immunoenzymatique. Toutefois, une diminution
trop importante de ces temps (2 fois 1/4 h) conduit 3 une coloration plus
faible.

Les conditions expérimentales employées pour cet essai semblent
bonnes puisqu'aucun phénoméne de saturation n'est mis en &vidence jusqu'a
15 UI/ml (sauf pour 2 heures d'incubation oll 1'effet de zone s'amorce entre
12 et 15 UI/ml). Nous encadrerons donc les valeurs des différents paramétres
utilisées ici pour déterminer exactement les conditions optimales de

réalisation de la technique.

— —— ——_ A - - V—n — i o — — — — —— —

A) Technique indirecte

Différentes courbes standards, préparées 3 partir du sérum &talon

d 15 UIL/ml, ont &té établies par la technique immunoenzymatique indirecte,
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Figure 19

ETUDE DE DIFFERENTS COUPLES DE TEMPS D'INCUBATION (TECHNIQUE SANDWICH)
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le seul paramétre variable &tant la concentration du conjugué, IgG de mouton
anti IgG humaines couplées 3 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 di & un exc&s de conjugué par rapport aux Ac AT fixés &
l'antig@ne adsorbé sur le support plastique. Par opposition, avec les dilutionms
importantes 1:500, et 1:1000 du conjugué, les valeurs de D.0. diminuent

ostensiblement et un effet de zone provoqué par un défaut de conjugué est observé,

Nous utiliserons donc le conjugué 3 la dilution intermédiaire 1:300.
Cependant, les ph&nomé&nes de saturation dus aux facteurs limitants déja cités :
saturation des sites antigéniques par un excé&s d'Ac AT et défaut de conjugué
ne sont pas &limin&s ; des amélioratioms, par dilution des &chantillons éﬁu&iés

ou changement de concentration de 1l'anatoxine adsorbée, doivent donc étre &tudiées.

B) Technique "sandwich"

Une &tude similaire a été& réalisée, ici, pour déterminer 1la
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'aprés 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 3 12,5 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.0. obtenues sont inférieures et il se produit

méme un effet de zone au deld de 12,5 Ul/ml, par défaut de conjugué.

— o — — —— - d—— — —— — —— 1 ——— VS~ — — — ——— —— " q— — — ———

Pour chaque variante de la technique, on a retenu comme optimales,
les conditions expé&rimentales donnant la plus forte différence de D.0. entre

les sérums 3 5 et 15 UI/ml, considérés i la méme dilution.
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INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DU CONJUGUE (TECHNIQUE SANDWICH)
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A) Technique indirecte

Les résultats obtenus dans 1'&tude simultanée du taux d'anatoxine
et de la dilution des s&rums ont &té représentés de deux fagons différentes.
La figure 22 montre les courbes de D.O. en fonction de la dilution des sé&rums
titrant 5 et 15 UI/ml pour chaque dilution d'anatoxine té&tanique adsorbée.
L'augmentation des densités optiques est en relation directe avec la dilution
d'anatoxine adsorbée ; & 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'd la lin&arité presque parfaite.pour les dilutions 1:32,
1:64 et 1:128. Ceci refldte l'évolution favorable dans les rapports de
concentration antigé&ne/anticorps, tout excds de l'un ou de l'autre se
manifestant par un plateau. I1 est ainsi possible de situer les conditions
optimales de réaction comme suit : dilution d'anatoxine 1:32 , dilution du

sérum 1:10; dilution d'anatoxine 1:64, dilution du sérum 1:15,

Pour déterminer exactement ces paramétres, nous avons représenté
les mémes résultats dans la figure 23 en portant,en ordonnées, les &carts de
densité optique (& D.0.), pour une dilution donnée, des sérums titrant
5 et 15 UL/ml en fonction de la dilution d'anatoxine (en abscisse)..

Plusieurs possibilités de travail s'offrent 3 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 ul directement dans la cupule &tant délicate, en
pratique, nous avons préféré utiliser le sérum dilué au 1:10, avec 1'ana-
toxine adsorbée & la dilution 1:32. Ce choix a d'ailleurs &té confirmé par

une meilledire reproductibilité des résultats.

B) Teehnique sandwich

La méme &tude a &té effectuée mais les dilutions de sérum considérées
sont p, 1:2, 1:5, 1:10 et 1:50. |

Les courbes repré@sentées sur la figure 24 montrent une é&volution
similaire 3 celle décrite pour la technique indirecte. D'apr&s la figure 25,
nous pouvons dire que les meilleures conditions de réaction sont réunies avec
1'anatoxine dilude au 1:32 et le sérum utilisé pur.

Des résultéts similaires ont &té obtenus pour des temps d'incubation
d'l1/4 h ; cependant, les valeurs de D.0. et ded D.0O. &tant diminuées, nous

avons opté pour des durées d'incubation d'l/2 heure.
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4°) Influence de la concentration du substrat
Deux solutions de substrats différentes ont &té utilisées pour

révéler l'enzyme fixé en fin de réaction immunoenzymatique.

= ' a
Sl 2 ul d HZO2 ad 30 volumes

4 mg d'orthophényl&ne diamine dans 10 ml de tampon

= 'H 0
S2 400 pl d HZ 2 3 30 volumes

8 mg d'orthophényléne diamine dans 10 ml de tampon
Les résultats de 1l'étude sont réunis dans la figure 26. L'augmentation

de concentration du substrat (Sz) a entrainé l'allongement du temps nécessaire

3 1l'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.0. obtenues. I1 semble donc que ce paramétre

nécessite, 3 lui seul, une &tude plus approfondie.

5°) Conclusion

— v — — —

Avant d'aborder les résultats de l'application pratique des techniques
que nous avons mises au point, il nous semble important de discuter des &léments

notés jusqu'3 présent.

Nous nous sommes fix8&s un certain nombre de critéres 3 respecter

dans la mise au point d'une technique de dépistage des Ac AT :

~ la précision qui est bien &videmment un des points principaux

- la sensibilité,ici, n'est pas le but principal puisque nous devons
dépister des taux &levés 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
1'étude qui précé&de nous montre que, par le jeu des dilutions d'anatoxine,
des sé&rums 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 & l'automatisation :
ces deux derniers objectifs ont &té atteints grice 3 la méthode d'adsorption
de 1'anatoxine tétanique par séchage 3 37°C qui poss&de un rendement de fixation
trds élevé. . Ainsi, les temps d'incubation ont &té trés fortement ré&duits
(1 h et 1/2 h au total) et les &chantillons sont utilis&s purs ou 3 une dilution
facilement réalisable directement dans les cupules et avec un risque d'erreur
faible.




Figure 26

INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DU SUBSTRAT
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III) APPLICATION AUX DEPISTAGE ET DOSAGE DES Ac AT

— . ——— - —— - o—

Elles sont établies par mesure de la densité optique, en fin de
réaction immunoenzymatique, pour une gamme de concentration 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 phénoméne de zone di & la saturation des sites
antigéniques par un exc@s d'Ac ou 3 un défaut de substrat se manifeste au deld
de 20 UI/ml. Dans le cas du sérum &talon, les possibilités de la technique sont
d'au moins 15 UI/ml. Il est donc possible de doser, au cours méme du dé&pistage,
sur échantillon pur, le taux d'anticorps AT jusqu'd 20 UI/ml. Au del3d, il est

nécessaire de diluer 1'@chantillon.

La courbe &tablie, 3 partir du sérum &talon, par la technique
indirecte (fig 29) présente une rupture de pente d partir de 7,5 UI/ml ;
nous serons donc amenés 3 reprendre certains &chantillons pour les doser dans

la zone de la courbe ayant la meilleure pente.

Nous avons rassemblé dans le tableau VI les résultats comparatifs des
dépistages de ces anticorps r&alisés par les techniques immunoenzymatiques et
par &lectroimmuno-diffusion. Nous avons distingué 4 catdgories d'échantillons
selon le taux d'anticorps antité&taniques : inférieur 3 4 UI/ml, de 4 3 7 UI/ml,
égal et supérieur 3 8 UI/ml (subdivisé en 8 - 19 UI/ml et supériéur ou égal 3
20 UI/ml).

La technique sandwich nous fournit des résultats concordants avec
1'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 3 7 UI/ml vers la classe;} 8 Ul/ml).

Les taux d'Ac AT déterminés par les techniques immunoenzymatiques
sont surestimés par rapport 3 ceux de 1'EID, en particulier pour la technique

indirecte. Ce phénoméne peut s'expliquer par plusieurs faits :
P P q

- 1'électroimmunodiffusion permet de mettre en évidence les anticorps

précipitants quelque soit leur classe (170). L'apparition d'anticorps antitétaniquesg

des classes IgM et IgArn'est pas limit&e 3 la réponse immunitaire primaire (77).
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Figure 27

COURBE D'ETALONNAGE ETABLIE A PARTIR DU SERIM
A 15 UI/ML PAR TECHNIQUE SANDWICH
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Figure 28

COURBE D'ETALONNAGE ETABLIE A PARTIR DU PLASMA

A 40 UI/ML PAR TECHNIQUE SANDWICH
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Figure 29

COURBE D'ETALONNAGE ETABLIE A PARTIR DU SERUM

A 15 UI/ML PAR TECHNIQUE INDIRECTE
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~ les techniques immunoenzymatiques dé&tectent les anticorps anti-
tétaniques immunologiquement actifs vis 3 vis de l'anatoxine qu'ils soient
précipitants ou non, la variante d'EIA indirecte ne dosant que les anticorps

de type IgG.

La technique EIA sandwich dose donc, théoriquement, tous les

anticorps antitétaniques présents dans les &chantillons, de fagon spécifique.

Nous avons &tudié 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 EIA.

Les résultats concernant les sérums et plasmas par technique EIA
sandwich ont &té traités séparément puisque la nature des &chantillons et donc

des &talons employés différe.

Les figures 30, 31 et 32 représentent les droites de régression
obtenues. Le diagramme &tabli (fig 30) pour 122 sérums dosés par la technique
indirecte montre la grande dispersion des valeurs. L'&quation de la droite de
régression linéaire est y = 1,14 x + 0,05 (fig 30). Notre technique immuno-
enzymatique ihdirecte surestime les taux d'Ac AT par rapport 3 1'EID d'autant
plus que ceux-ci sont élevés,comme le refléte déjd le tableau VI. Le coefficient

de corrélation r est de 0,79.

Par contre, les coefficients de corré&lation pour 84 sérums et 80
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 &quations des droites de régression sont y = 1,29 x - 1,11 (fig 31,
sérums) et y = l,ié X -F1,39 (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 mémes populations d'Ac AT.

Nous n'avons rapporté jusqu'3d présent que des résultats obtenus avec
les techniques immunoenzymatiques par mesure spectrophotométrique. I1 ne faut
pas &carter 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 aprés révélation de l'enzyme fixé . Par comparaison des intensités de
coloration obtenues pour 1'étalon & 4 UI/ml et les &chantillons & doser, il
est possible de dépister, trés rapidement et sans aucun appareillage, les

prélévements dont le taux d'Ac AT est égal au moins 3 4 UI/ml.
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Figure 32

Corrélation entre les résultats

des dosages d'Ac AT par E.I.D et

E.I.A sandwich sur des plasmas.

Le chiffre 3 c8té d'un point
représente le nombre de ré&sultats
superposés en ce méme point

(6 résultats, sortant de 1'échelle

n'apparaissent pas sur la figure).

y=1,12x - 1,39
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Figure 33

LECTURE VISUELLE D'UNE PLAQUE EN FIN

DE REACTION IMMUNCENZYMATIQUE

1 sérum é&talon d 4 UI/ml
2 témoin tampon

=g : sérums contenant des Ac AT 3 un taux égal ou supérieur a 4 UI/ml
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3°) Reproductibilité
Le tableau VII rassemble toutes les valeurs en UI/ml obtenues pour
le sérum étalon 3 - 5 UI/ml par les différentes techniques employées dans ce

travail.

Les chiffres se rapportant 3 la technique de neutralisation de la
toxine chez la souris ne sont donnés qu'd titre indicatif, ce dosage n'ayant

8té réalisé que 4 fois par un laboratoire extérieur. (Pasteur, Garches).

Les coefficients de variation se situent 3 8,5 % et environ 12,5 7
pour les techniques immunoenzymatiques alors que celui observé pour 1'EID est
de 1'ordre de 11 Z. Avec la méthode immunoenzymatique sandwich mise au point
au laboratoire, nous disposons donc d'une technique aussi rapide que 1'Electro-

. -

immunodiffusion (1 heure) et d'une meilleure reproductibilité.

Les études de reproductibilité réalisées pour d'autres techniques de
dépistage des anticorps antitétaniques sont peu nombreuses. Cependant, nous
avons relevé les quelques valeurs suivantes : la technique de Laurell, utilisée
en routine au Centre de Transfusion de Bordeaux possé&de un CV de 6 3 8 Z (136),
WINSNES ( 170 ) mentionne, qu'au cours d'essais répétés en électroimmunodiffusion
et test de neutralisation de la toxine, les résultats varient de plus ou moins
33 % ce’qui nous parait exagérément &levé, enfin STIFFLER—kOSENBERG {147 )
obtient avec une technique immunoenzymatique indirecte un CV de 10 3 12 7,ce

qui coincide 3 peu pré&s avec nos propres résultats.

Différents facteurs d'erreurs et donc de variation sont impliqués.
Nous pouvons invoquer, en premier lieu, le support plastique : il existe des
variations d'adsorption des protéines dans différentes parties des plaques de
microtitration, ce phénoméne connu est aussi appelé effet de bord ;
de plus, des &carts thermiques inter-puits pendant les périodes d'incubation
ont été récemment démontrés par BURT ( 36 ). Nous avons utilisé des plaques
spécialement traitées (M 129 B) pour &liminer l'effet de bord mais le facteur
thermique a pu intervenir d'autant que les temps d'incubation courts adoptés
ne permettent pas d'atteindre un &quilibre de température. La qualité optique
du plastique est &galement importante dans le cas d'une lecture spectrophoto-

métrique automatisée : la mesure se faisant 3 travers le fond des godets en

plastique, toute rayure ou défaut de la plaque interfére dans le résultat.

Un facteur primordial réside, dans les dilutions d'anatoxine et
des échantillons. Pour la méthode sandwich, les conditions de travail optimales

étant réunies, cette source d'erreur n'est intervenue que pour les &chantillons



TABLEAU VII

ETUDE DE REPRODUCTIBILITE DES TECHNIQUES D'ELECTRO-
IMMUNODIFFUSION ET IMMUNOENZYMATIQUES
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. L4 , 1
: Technique : nombre de : ‘DT : o : cv : Ccv :
: dosages : en UI/ml :intra essai:inter essai:
:neutralisation : v "
: de la toxine chez : 4 : 3525 . 2 0,96 : : 18,24 7 :
: la souris : : : : : :
E.I.D : 18 : 4,33 : 20,49 : 11,2 % :
o : : 2, : : :
: D : 13 : 4,11 + - 0,33 : 8,1 7 :
: E.I.A. sandwich : : : : :
: : 26 : 4,06 : 20,35 : 8,62 %
: S 16 4,26 : 20,46 : 10,72 % :
: E.I.A. indirecte : : : : :
: . 28 4,3 : 20,55 : 12,66 2 =

\ LILE
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ayant un taux d'anticorps antit&taniques supérieur 3 20 UI/ml et devant donc
étre dilués ; le coefficient de corrélation avec 1l'électroimmunodiffusion
montre que cet &lément n'a pas joué dans les résultats. Par contre, le choix
des dilutions d'anatoxine et des &chantillons (1:32, 1:10), qui nous avait
paru le plus adapté pour la technique EIA indirecte, s'est montré, 3 long
terme, peu judicieux. La nécessité& de reprendre les &chantillons titrant
plus de 7 UI/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 fix&. Le temps d'incubation
du substrat est trés court (de l'ordre de 2 minutes) ; ceci a &té adopté
dans 1'optique de rapidité de la technique mais il est évident que, dans ces
conditions, le moindre décalage dans l'arrét de la r&action entraine des
variations de densité optique importantes.
Un palliatif pourra peut-étre étre trouvé dans l'utilisation d'une concen -
tration de substrat telle que la coloration apparaisse un peu moins
rapidement, tout en respectant les imp@ratifs horaires, pour permettre
d'assurer un temps de réaction avec 1l'enzyme &gal dans tous les godets d'une
plaque. L'automatisation de cette &tape peut &galement &tre envisagée dans ce

méme but.

Nous avons disposé d'un appareil de lecture de D.O. automatique
MULTISKAN (FLOW LABO) qui, par l'utilisation de faisceaux optiques verticaux,
permet la mesure de la densité optique du contenu de 8 cupules 3 la fois 3
travers le plastique de la plaque : ceci autorise plusieurs lectures d'une

méme plaque puisque'il n'y a pas de prélévement de 1'Echantillon.

Nous avons constaté ainsi qu'il &tait possible de retarder la
mesure de D.0. des plaques aprd@s révélation enzymatique, en stockant celles-—
ci 3 4°C et 3 l'obscurité, cependant, on observe une perte de.
sensibilité pour les faibles concentrations d'Ac AT par augmentation de la

“coloration de fond" 3 1la suite de la dégradation spontanéde du substrat.
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4°) Conclusion

Au stade de l'applicatidn 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. Il semble que le choix des paramétres
de la réaction n'ait pas &té judicieux : une &tude ultérieure pourrait nous
permettre de corriger le protocole de la technique. De plus, la spécificité
de la technique indirecte nous parait inférieure 3 celle de la méthode
immunoenzymatique "sandwich". Cette dernigre répond & la plupart des
critéres nécessaires pour étre utilisée dans un dépistage de masse des Ac AT,
1'automatisation pouvant &ventuellement entrainer 1l'amélioration de la

reproductibilité de la méthode.
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Le but de notre travail a &té de mettre au point une technique de
dépistage et dosage des anticorps antit&taniques de taux &gal ou supérieur

38 4 UI/ml en vue de la préparation d'immunoglobulines humaines spécifiques.

Diverses méthodes immunologiques sont couramment employ@es cependant,
la plupart ont pour inconvénient majeur un manque d'objectivité dans 1'inter-
prétation des résultats outre des temps de r&action longs ou une mise en oeuvre

délicate.

Nous avons donc &tudié 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 3 nous pour le choix des conditions optimales de
réalisation de la technique anatoxine diluéé au 1:32, sérum au 1:10

ou N " 1:64 i“ 1:15

nous avons opté pour le premier cas qui s'est révélé@ inadequat.

La technique sandwich, pour laquelle nous avons préparé au
1aBoratoire un conjugué anatoxine tétanique-péroxydase de raifort, satisfait
pleinement aux crité@res imposés.

Elle permet d'obtenir, au cours méme du dépistage, le dosage des anticorps
antitétaniques, jusqu'ada 20 UI/ml, que 1l'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
&valude 3 8 % et le délai de 1 heure pour l'obtention des ré@sultats sont tout

a fait compatibles avec un dépistage de masse. Dans un tel contexte cette
méthode peut se préter i l'automatisation dans la mesure oli 1'on dispose

d'appareils de lavage et de répartition des réactifs.

Les essais ont &té réalisé&s, pour les deux méthodes avec de
1'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 certains
inconvénients. Le délai d'obtention des résultats varie entre 3 heures

( 71 ) et 48 heures ( 147 ). La technique classique d'adsorption 3 pH 9,6
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des protéines sur des supports en plastique (41,‘42) aboutit & un
rendement de fixation faible ce qui implique la nécessité@ d'étudier 1les
échantillons & doser 3 des dilutions importantes - 1:200 en général -

pour éviter les effets de zone - L'adsorption de 1l'anatoxine par sé&chage

3 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 &galement obtenu lors de la fixation de
1'anatoxine sur du Sépharose 4B ( 135 ) cependant cette technique nécessite
de nombreuses centrifugations au cours des étapes de lavage, rendant son
application 3 un dépistage en grande série difficilement réalisable. Pour
la technique indirecte, nous avons employé un conjugué préparé par
1'Institut Pasteur ; par contre, nous avons réalisé le couplage de
1'anatoxine tétanique avec la péroxydase selon la méthode d'AVRAMEAS

( 13 ) plus simple et plus rapide que le mode de conjugaison préconisé
par NAKANE et KAWAOI ( 108 ), employé par HABERMANN ( 71 ). Le conjugué
obtenu n'a subi aucune &tape de purification mais son activité ne semble

_ pas en étre affectée ; cependant cette amélioration de la qualité du

-

conjugué peut &tre envisagée i condition que le prix de revient du réactif

n'en soit pas exagérément augmenté.

Entre nos mains, la technique immunoenzymatique dite "sandwich"
semble possé&der une spé&cificité supérieure & celle de la technique 1nd1recte'
mettant en jeu un conjugué anti IgG humaines—enzyme (147, 159, 162). En effet,
celui-ci est susceptible de révéler outre les IgG flxees spéc1f1quement,

..... e

les IgG serlques adsorbees de maniére aspécifique sur le support solide,

e

alors que le Canugue anatox1ne-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 i
une gamme &tzlon sans diluer les échantillons et ce jusqu'a 20 UIl/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
dernidre méthode toutefois est la technique de référence car elle seule

permet de doser l'activité biologique in vivo des anticorps antitétaniques.
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La technique de Laurell, quant 3 elle, ne présente un effet de zone qu'au
deld de 30 UI/ml par contre, elle né8cessite un délai de 24 heures pour

1'obtention d'un résultat.

La reproductibilité@ de 1'EIA sandwich est meilleure que celle
de 1'EID pour un temps de réaction &quivalent. Par ailleurs, 1'EIA permet
une détermination immédiate du titre des anticorps antitétaniques. Les
coefficients de variation de 1'EIA indirecte et de 1'EID sont & peu prés

€quivalents.

‘ Le prix de revient des réactifs des techniques immunoenzymatiques
que nous avons mises au point est de 1l'ordre de O F 40 par sé&rum.

La technique d'EID employée au laboratoire revient environ a4 0 F 20 par
sérum. Des réactifs commercialisés colitent, pour le Laurell O F 50 par

sérum et pour 1'hémagglutination 1 F.

Des améliorations sont encore nécessaires. En ce qui concerne
la méthode indirecte en particulier les conditions optimales de réaction
doivent &tre revues. Pour la technique sandwich, la purification du
conjugué peut étre envisagée. Dans 1'exposé des résultats, nous avons
évoqué 1l'influence de la concentration du substrat, il nous semble
important de poursuivre une &tude dans cette voie. Enfin, 1'automatisation
nous parait capitale car elle permettra d'améliorer la reproductibilité
des techniques mais &galement parce que les temps d'incubation courts
employ&s dans nos protocoles ne permettent pas 3 la réaction d'atteindre
l'équiliﬁre et que ces délais d'incubation tant avec le sé&rum qu'avec

le conjugué ou le substrat doivent &tre rigoureusement minutés.
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APPENDICE

Nous avons rassemblé ici, dans une liste non limitative,
quelques exemples de dosages ou mises en &vidence réalisés par méthodes

immunoenzymatiques.



ENDOCRINOLOGIE

vvvvvvvvvvvvvvvvavvv

Gonadotrophine chorionique 1971 VAN WEEMEN et SCHUURS ( 128
humaine (HCG) 1972 " " (129
1974 " " (130
1974 VAN WEEMEN (127
1976 VAN WEEMEN et SCHUURS ( 131
1974 STIMSON et SINCLAIR (119
1976  YORDE et al. (163
Hormone lutéinisante (LH) 1972 VAN WEEMEN et SCHUURS ( 129
1974 VAN WEEMEN (127
1976 VAN WEEMEN et SCHUURS ( 131
Oestrogénes 1976 VAN WEEMEN et SCHUURS ( 131
‘ 1974 VAN WEEMEN (127
Lactogdne placentaire 1975  BOSCH et al. ( 16
1976 VAN HELL et al. ( 126
1976  BARBOUR et al. ( 7
1976  SADEH et al. 1
Insuline 1972 MIEDEMA et al. ( .93
1973 ISHIKAWA ( 67
1975  KATO et al. ¢ 74
1976 KITAGAWA et ATKAWA « 77
Hormone de stimulation de 1976  MIYAI et al. ( 96
la thyroide (TSH)
Thyroxine 1975 ULLMAN et al. 123

Progéstérone 1975 DRAY et al.
1976  GROS et al. 51
Qestriol 1975 BOSCH et al. 16

(

( 29

(

(
1976 VAN HELL et al. ( 126)

(

(

(
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1977  JOYCE et al. 69 )
Cortisol 1976  COMOGLIO et CELADA 27)
1977 OGIHARA et al. 98 )



PROTEINES SERIQUES

1gG

IgA secrétoires

Ig E

Complexes immuns

Immunoconglutinines
Facteur rhumatoide

Ferritine
- 2 haptoglobine

Apolipoprotéine B
Ac anti-DNA

Ac anti-adénosine
Ac anti actine
Venin de serpent et

anticorps anti-venin

1971
1971
1971
1972
1975
1976

1977
1977
1973
1976
1976
1977
1979
1978
1978
1976
1979
1972
1974
1978
1974
1976
1978
1979
1979
1974
1979
1977

AVRAMEAS et GUILBERT
ENGVALL et PERLMANN
ENGVALL et al. ]
ENGVALL et PERLMANN
KATO et al.

KATO et al.

GUESDON et_al.
SOHL-AKERLUND et al.
HOFFMAN

WELTMAN et al.
AHLSTEDT et al.
CASALI et al.

RODA et al.
HAUTANEN et al.
MATOLINI et al.
BOENISCH

WATANABE

MIEDEMA et al.
FUCCARO-DECAENES et
FRUCHART et al.
PESCE et al.
ENGVALL
GRIPENBERG

VLADUTIU et al.
KLOTZ et al.

LAUER et ERLANGER
CHARLEMAGNE et al.
THEAKSTON et al.

NN SN SN SN SN SN SN SN SN N SN TN TN PN PN SN SN N SN SN S SN N NN
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6)
37)
35 )
38 )
73)
72 )
52 )
117 )
61)

.155 )

2)
22 )
105 )
57
87
13
153
93
42
41
100
32
50
135
78
80
25
120
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PROTEINES ONCOFOETALES -

o -foetoprotéine

Antigéne carcinoembryonnaire

HEMATOLOGIE

Ac anti Ag érythrbcytai:e
Facteur VIII

Fibrinogéne

Ag HBs

1973
1973
1975
1975

1976
1976
1976
1977
1975
1975
1976
1977

1974
1976
1977
1976
1976
1977
1977
1977
1977
1977
1977
1977
1977
1978

BELANGER et al.
M\SSEYEFF et al.

MATOLINI et MASSEYEFF

MATOLINI et al.

VEELANGER et al.

MASSEYEFF et al.

HEVEY et sl.
KIRKPATRICK et al.
HAMMARSTROM et al.
ENGVALL et PERLMANN
ENGVALL et CARLSON
ENGVALL

HOLM et al.
BARTLETT et al.
MAZURIER et al.
VOLLER et al.
WOLTERS et al.
WOLTERS et al.
CASTRO et al.
HALBERT et al.
WEI et al.
LANGE et al.
UKKONEN et gl;
VANDERVELDE et al.
KACAKI et al.
ADACHI et al.
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(
(

10
89
88
86.

90

60
76
56
39
34
33

62
8
92

(142
(157
(158

(
(

24
54

(154

(

79

(124
(125

(

70




VIROLOGIE

§ Mise en &vidence d'antigénes des agents infectieux

Ag HBs 1ié 3 1'hépatite B
Ag HA 1ié 3 1'hépatite A

Virus herpés simplex

Entérovirus

Rhéovirus

Rotavirus

Virus polyh&drique nucléaire

Quelques virus végétaux

cf. chapitre Hématologie
1978  LOCARNINI et al.
1978  MATHIESEN et al.
1977 MIRANDA et al.
1978  MILLS et al.
1979  HERRMAN et al.
1977  YOLKEN et al.
1978  YOLKEN et al.
1979 BIRCH et al.
1978 KELLY et al.
1976  VOLLER et al.
1977 CLARK et ADAMS
1978  GERA et al.

§ Mise en évidence d'anticorps contre les agents infectieux

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

Ac

anti

anti

anti

anti

anti

anti

hépatite A

herpés

rotavirus

cytomégalovirus (CMV)

virus d'EPSTEIN-BARR (EBV):.

rubéole

1978  MATHIESEN et al.

1978  DUERMEYER et al.

1978 DUERMEYER er VANDERDEEN
1977 GILMAN et DOCHERTY

1977 GRAUBALLE et VESTERGAARD
1977  VESTERGAARD et al.
1978  YOLKEN et al.

1978  GHOSE et al.

1976  VOLLER et al.

1977  CASTELLANO et al.

1977 SCHMITZ et al.

1977  ANDERSON et ANDERSON
1977 LEINIKKIet PASSILA

1976  VOLLER et al.

1977  WALLEN et al.

1975  VOLLER et al.

1976  VOLLER et al.

1977  GRAVELL et al.

1977 PREVOST et GUESDON

1978  VEJTORP

AAAAAA/\A/\A/\AA/\A/\/\/‘\/‘\/\

91
31
30
45
47
134
162
44
140
23
114

82
141
149
139
140

48
101
132
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VIROLOGIE (suite)
Ac anti rougeole
Ac anti influenza et anti oreillons
Ac anti arbovirus

Ac anti rage

Ac anti RS virus

(respiratory syncitial)

BACTERIOLOGIE

1976
1979
1976
1976
1977
1977
1978

VOLLER et al.
KAHANE et al.
LEINIKKI et PASSILA
VOLLER et al.
ATANASIU et al.
THRAENHART et KUWERT
RICHARDSON et al.

§ Mise en évidence d'antigénes d'agents infectieux

Toxine de vibrio cholerae

§ Mise en évidence d'anticorps

Ac anti vibrio cholerae

Ac anti salmonella

Ac anti brucella et Ac anti yersinia
Ac anti E. coli
Ac anti streptocoque M

Ac anti rickettsia quintena

Ac anti mycobacteria

Ac anti trépondme

Ac anti syphylis
Ac anti gonorrhée (N.gonorrhoeae)

Ac contre diverses bactéries

Ac contre polysaccharides bactériens

Ac antitétaniques

1973

1973
1972
1975
1976
1974
1976
1977
1977
1976
1973
1975
1976
1978
1974
1974
1979
1976
1976
1977
1977

HOLMGREN et SVENNERHOLM

HOLMGREN et SVENNERHOLM
CARLSONN ét al.
CARLSONN et al.
CARLSONN et al.
JODAL et al.

RUSSEL et al.
HALLE et al.
HERRMAN et al,
NASSAU et al.
VELDKAMP et VISSER
PATRAMANIS et al.
VOLLER et al.
GLYNN et ISON
AHLSTEDT et al.
SMITH et al.
GRAY

VOLLER et al.
HABERMANN et HELLER
VOLLER et al.

STIFFLER ROSENBERG et FEY

( 140
(71

( 81

( 143
( 5
(122
(103

63
20
21
19
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MYCOLOGIE

Aspergilloses

Candidoses

Ag fungiques
Ag d'aspergillus fumigatus

Ac anti aspergillus fumigatus

MALADIES. PARASITAIRES

Parasitologie humaine
Malaria

Schistosomie

Trypanosomie

Toxoplasmose

Amibiose

Trichinose

Hydatidose

Onchocerciose

Leishmania

Parasitologie animale

Brucellose

1976
1976
1977
1979
1979
1979

1974
1975
1976
1975
1976
1977
1975
1975
1976
1977
1976
1973
1976
1977
1977
1975
1975
1975
1976
1975
1976
1976

1979

HOMMEL et
HOMMEL et
WARREN et
WARREN et
RICHARDSON et al.
SEPULVEDA et al.

& 12 & 5
(SR 1= TS 1=

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.
RUITENBERG

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

THOEN
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65
64
151
152
104
115

147
148
137
66
17
28
i36
142
156

106
17

99
146
18
150

36
40
17
142
17
64

121
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Parasitologie animale (suite)

Trichinose

Choléra du porc

Mycobacterium paratuberculosum
Trypanosomie

Babesia

1974
1974
1975
1976
1975
1976
1978
1977
1976

LUNJSTROM et al.
RUITENBERG et al.
RUITENBERG et al.
RULTENBERG et al.
SAUNDERS

SAUNDERS

BERG, JORGUNSEN et al.
LUCKINS

PURNELL et al.
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