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RESUME 

L'9nchocercose e s t  une mal adi e tropi cale condui sant à de 

nornb~reux cas de morbi di t é  e t  d' inval idi té  grave, notamment 1 a 

ceci t é .  Un t e s t  de diagnostic précoce de 1 'Qnchocercose e s t  indis- 

pensable pour l e  contrôle des zones soumises à u n  traitement anti-  

vectoriel. Les travaux décrits dans cet te  thèse o n t  permis de produire 

un .  anticorps monoclonal reconnai ssant un  antigène ci rcul ant de 1 'oncha- 

cercose. ' ce t  antigène a pu ê t re  détecté par l e  biais  de cet  anticorps 

monoclonal chez 80 % d'Africains e t  76 % d' Indiens du Vénézuela vivant 

en zones endémiques. Les données épidémiologiq~es e t  parasitologiques 

recueil l ies  sur l e  terrain o n t  montré que 1 'anticorps monoclonal uti 1 i  cé 

permet de détecter de l 'antigène circulant de l'0nchocercose dans 

83 % des cas présentant u n  diagnostic parasi tologi que négati f . 
De plus, chez des enfants de moins de 10 ans, présentant donc une 

infection relativement récente, la technique mise au point permet 

de déceler cet antigène circulant de 1 '0nchocercose dans 9 1  % des cas 

étudiés alors que l e  diagnostic parasi tologique ne se révèle positif  

que chez 52 % d'entre eux. 

La technique de détection de l 'antigène circulant de 1'0ncho- 

cercose développée dans cet te  thèse renforce donc considérablement 

1 es possi bi 1 i tés de diagnostic de 1 ' Qnchocercose . De p l  us, des travaux 

préliminaires permettent d'espèrer, dans u n  futur proche, l a  mise au 

point d'une méthode enzymologique de dosage de l 'antigène circulant par 

1 e biais du monoclonal , techni que qui pourrait ê t re  uti 1 i sée corne 

diagnostic de masse sur 1 e terrain.  
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INTRODUCTION 

~ 
Les f i lar ioses  sont des maladies t rès  répandues dans l e s  régions I 

tropicales, e t  on peut estimer il 300 millions l e  nombre de personnes qui ! 
l en sont a t te intes  dans l e  monde (Fain A . ,  1981). Bien qu'el les ne mettent , 

que rarement la  vie du malade en danger, el les constituent une des causes 

importantes de morbidi t é  e t  d '  inval idi t e  grave. Les 1 ongues souffrances 

physiques e t  morales endurées par les  malades, ainsi que les complications 

te l1 .e~  que la cécité ou 1 'éléphantiasis ont amené les experts de 1 'Orga- 

n i  sati.on Mondiale de l a  Santé. à reconnaître, en 1976, 1 ' importance des 

f i lar ioses  sur l e  plan de la santé publique. La conséqüence des f i lar ioses  

sur l e  plan économique a également é té  dt t i rée  par la désertion massive 

de régions endémiques parfois f e r t i l e s  comme c ' e s t  le  cas pour l e  bassin de 

1 a Haute Vol ta. 

En e f f e t ,  1 'onchocercose entraîne u n  déséquil i bre économique : 

les manifestation inval idantes les  p l  us graves de la mal adie affectent 

essentiellement les  tranches d'âge les plus productives qui se retrouvent 

alors à l a  charge du reste de la population, lui-même physiquement diminué 

par les conséquences des signes secondaires de la maladie. L'onchocercose 

a également u n  impact psychologique considérable qui conduit souvent à u n  

déséquilibre social au sein des foyers soumis aux pl us fortes transmissions 

La superposition du déséquilibre social au déséqui 1 i bre économique entraine 

t rès  souvent 1 'abandon de villages pourtant si tués dans des zones f e r t i l e s .  

Sous le  nom de f i lar ioses  sont groupées des helminthiases d o n t  

1 es tableaux cl iniques sont extrêmement variés. Les f i  larioses humai neç 

les  plus importantes sont les  suivantes : 

- l g ~ , f i ~ g r ~ o ~ e s , l y m g h , g $ ~ g ~ ~ ~  causées par Wuchereria bancrofti e t  

Brugia malayi sont rencontrées en Asie, en Océanie, en Afrique e t  en 

Amérique du Sud. Les insectes vecteurs sont des moustiques du genre 



Anopheles ou Aedes. Les troubles pathologiques sont essentiellement 

en rapport avec la  présence de vers adultes dans les organes lymphatiques- 

Ces troubles varient de l'inflammation aiguë des vaisseaux e t  des gan- 

glions lymphatiques jusqu'à l 'éléphantiasis ; 

- Lg-lgasg causée par la  f i l a i r e  Loa loa es t  endémique dans les  

zones forestières d'Afrique Centrale. Elle e s t  transmise par des tabanides 

du genre Chrysops. La loase se manifeste par des oedèmes de Calabar e t  p a r  

des accidents oculaires bénins. Cependant, des complications au niveau dc 

. . certaines viscères., e t  en payti cul i e r  l e  cerveau, 1 e s  reins e t  l e  coeur, a 

sont observées lors du traitement par l a  diéthylcarbamazine. Celles-ci 

peuvent conduire à 1 'encéphal i t e ,  général ement fatale ; 

- La ------_____-_-- dracunculose e s t  causée par Dracunculus medinensis, plus connue 

sous l e  nom de f i l a i r e  de Médine. On la  rencontre en Afrique (côte Ouest), 

au Soudan, en Inde, en Arabie, aux Caraïbes e t  en Amérique du Sud. Les 

larves se développent dans des crustacés microscopiques du genre Cyclops, 

e t  l'homme s ' infecte en buvant de l 'eau contenant ces crustacés infectés. 

Seule, la femelle e s t  pathogène de par sa migration dans les t issus con- 

jonctifs. La dracunculose revêt une grande importance sur le  plan socio- 

économique à cause de la longue invalidité qu'elle occasionne ; 

- L '  -------------- onchocercose, causée par Onchocerca volvul us, e s t  transmi se par 

des peti ts  diptères du genre Simulium, c ' e s t  l a  deuxième maladie filarienne 

par ordre d '  importance après les  f i  1 arioses lymphatiques. Sa description 

sera détai l lée dans l e  chapitre 1. 

La lu t te  contre les f i larioses es t  t rès  d i f f ic i l e .  En e f f e t ,  

les médicaments existant sont toxiques ou inutilisables en campagne de 

masse, de par l a durée du protocole thérapeutique. De pl us, la fréquence 

de réactions secondaires d'ordre al lergique, parfoi s dangereuses, l imite 

leur ut i l isat ion.  Dans le domaine de la  prophylaxie, i l  n'existe aucun 



vaccin contre les différentes filarioses. Actuellement, la meilleure 

.prophylaxie consiste à lutter contre le vecteur. C'est une méthode 

difficile et très onéreuse. De plus, dans le cas de l'onchocercose, 

la longévité des vers adultes étant de 15 à 20 ans, il est nécessaire 

de poursuivre la lutte pendant cette période. Quelle que soit la 

prophylaxie employée, un diagnostic précoce et spécifique de la maladie 

est essentiel pour une bonne surveil lance des moyens mis en oeuvre. 

Ce travail a pour but la mi se au point d' un tel diagnostic par des 
. . .  

. . . . techniques . . .immunologiques sensibles et reproductibles qui , dans un 

proche avenir, pourraient être utilisées sur le terrain pour un dépis- 

tage de masse. 





1 - RAPPEL PARASITOLOGIBUE 

L'étude s c i e n t i f i q u e  de 1 'Onchocercose débute à l a  f i n  du 

XIXème s i èc l e  avec l a  décauverte par Leuckart, en 1893, de vers dans 

des nodules. Cependant, l e  cyc le  é v o l u t i f  complet ne sera d é c r i t  qu'en 

1926 par Blacklock. 

L ' a i r e  d 'extension de 1 'onchocercose en Af r ique e s t  importantp.  
. . 

Les pays l im i t rophes  sont au Nord l e  Sénégal, l e  Ma l i  e t  l e  Soudan e t  au 

Sud 1 'Angola e t  1 e Tanganyka. En Amérique du Sud, son étendue e s t  conci se 

au versant Pac i f ique du Guatémala e t  à quelques d i s t r i c t s  du M e x i q ~ e  e t  

du Vénézuéla. Au sein de ces t e r r i t o i r e s ,  sa r é p a r t i t i o n  e s t  l i é e  au 

régime des cours d'eau qu i  condit ionne l a  présence de l ' i n s e c t e  vecteur. 

En e f f e t ,  l e s  l a r ves  aquatiques du vecteur ne se développent que dans des 

eaux relat ivement f r o i des  à courant rapide,  pourvues par conséquent 

d'une f o r t e  teneur en oxygène. 

1 - Cycle é v o l u t i f  du paras i te  

Le cyc le  é v o l u t i f  du parasi t e  e s t  représenté Figure 1. 

Les f i l a i r e s  adul tes v i ven t  dans l e s  espaces lymphatiques 

sous-cutanés. Dans un premier temps, l e s  couples v i ven t  l i b r e s  pu i s  

sont empri sonnés dans des tuméfacti  ons qu' envahi t 1 a f ib rose,  formant 

a i n s i  l e s  nodules onchocerquiens (Photo 1 ) .  On observe en général deux 

femelles e t  un mâle par nodule. Les femelles sont  v i v ipa res  e t  produisent  

des m i c r o f i l a i r e s  ( L I )  qu i  q u i t t e n t  l es  nodules e t  se disséminent dans 

l a  couche dermique de l a  peau. Lors d 'un repas sanguin, l ' i n s e c t e  vecteur 

ingère l e s  1 arves avec 1 a lymphe dermique. Quelques rares m i  c r o f  il ai res  
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Figure 1 : Cycle évolutif d ' Onchocerca volvuius 



Photo 1 : Nodule onchocerqui en ou onchocercomata 



parviennent à passer la muqueuse gastrique e t ,  par voie sanguine, se 

localisent dans les muscles thoraciques. Les microfi laires s 'al  longent, 

subissent plusieurs mues e t  évoluent environ en sept jours jusqu'au 

stade de larves infestantes (L3). El les gagnent alors l a  tête e t  les 

trompes de l ' insecte d ' o ù  elles sortiront pour pénétrer l a  peau de 

l'homme au moment de l a  piqûre. Ces larves sont sexuées e t  donneront 

soit des f i la i res  mâles, soit des f i  laires femel les. Le développement 

jusqu'au stade adulte dure de 3 à 10 mois. 

2 - Description des différents stades évolutifs 

Les vers adultes vivent dans les nodules ou onchocercomes. 

Leur longévité varie de 10 à 15 ans. Le mâle mesure de 2 à 3 cm de long 

sur 130um de large. 11 possède u n  corps blanc à cuticule épaisse, str iée 

transversalement, munie d'une extrémité caudale recourbée. 

La femelle mesure 5 cm de long sur 360 fin de large. Elle a 

un  utérus bicorne rempli d'oeufs e t  d'embryons. Les oeufs mesurent de 30 

à 50 y. 

Les embryons que l'on appelle dans ce cas microfilaires sont 

dépourvus de gaine, ce qui leur permet de gl isser a travers les fibres 

conjonctives du  nodule e t  de se répandre dans l e  derme ; i l s  ne présentent 

en outre pas de périodicité. I ls  mesurent environ 250 Pm de long  sur 6 à 

7 y m  de large. Leur durée de vie semble se si tuer entre 1 à 3 années. 

Les larves infestantes (stade L3) sont obtenues après plusieurs mues 

chez 1 ' insecte. E l  1 es mesurent 500 y m  de 1 ong e t  o n t  une forme pl us trapue. 

que les microfilaires. 



3 - Cvcle évolutif du vecteur 

Le vecteur es t  une simulie, diptère, nématocère. Les 

pri nci pal es espèces sont : 

- Simulium damnosum e t  Simulium neavei en Afrique 

- Simulium ochraceum, Simulium metallicum e t  Simulium callidum en 

Amérique. 11 s ' ag i t  d ' u n  moucheron noir mcsurant 1 à 3 cm de l o n g  

e t  possédant un dimorphisme sexuel oculaire. 

.Les, simulies peuvent voler jusqu'à 70 km du @.te larvaire. 

Seules les  simulies femelles sont hématophages, les  mâles ne se nourris- 

sant que du suc des f leurs.  Les femelles pondent de 100 à 500 oeufs qui 

mesurent 0 , l  à 0 $3 mm. Ceux-ci évol uent en 1 arves pouvant atteindre au 

maximum 1 cm. Ces larves se fixent à u n  support par une couronne de 

crochets située à leur extrémité postérieure. Ces supports sont généra- 

lement des pierres immergées à faible profondeur ou des feuil l e s  en 

contact avec la surface de l 'eau.  Les larves ne vivent que dans les eaux 

courantes bien oxygénées. Après sept mues, e l l es  atteignent l e  stade de 

nymphe, entourée d'un cocon e t  toujours attachée à u n  support. Deux jours 

après son éclosion, 1 a simul i e  femel l e  prend u n  repas sanguin chez 

1 'homme, absorbant des microfilaires du derme ; t ro i s  à quatre jours pl~is  

tard, intervient la ponte. 

I I  - MISE E N  EVIDENCE DE L'INFECTION PAR ONCHOCERCA V O L V U U S  

1 - Diagnostic clinique 

a )  Les signes cutanés : ce sont les  plus fréquents (60 % des cas) 

- Le pruri t  : i l  peut entraîner des lésions de prurigo, e t  paraît 

ê t re  l e  point de départ des autres lésions cutanées. Le f a i t  qu ' i l  s 'ac-  

compagne parfois d'éruptions urticariennes conduit à penser à une origine 

allergique ; 



- La gale filarienne : cette gale consiste essentiellement en une 

éruption de papules planes, prurigineuses, à contours bien définis e t  

non squameuses (Photo 2 )  ; 

- L'épaississement de l a  peau : pruri t  e t  prurigo s'accompagnent 

souvent d'une surinfection bactérienne ou fungique finissant par provoquer 

une lichénification accompagnée d'une hyperkératose e t  d'une ichtyose 

donnant l 'aspect  d'une "peau d'éléphant" ou "peau de lézard" (Photo 3)  ; 

. - L'atrophie de la  peau : dans certains cas, l e  revêtement cutane 

es t  aminci, atrophié e t  vern.issé ; 

- La dépigmentation : i l  peut se produire une dépigmentation de la 

peau, souvent localisée aux membres inférieurs, donnant l 'aspect  de la 

"peau de léopard". 

b )  Les signes sous-cutanés : i l  s ' ag i t  des nodules onchocerquiens 

ou onchocercomata (Photo 1 ) .  On les met en évidence par une palpation 

qinutieuse des zones d'élection, c'est-à-dire des points où l e s  plans 

osseux sont directement sous-cutanés e t  vers lesquels convergent l es  

lymphatiques. I l s  ne sont douloureux ni spontanément, ni lorsqu'on les 

palpe. Les jeunes nodules sont mous e t  non adhérents. Du t issu fibreux 

les envahit progressivement ; i l s  deviennent durs, l ibres par rapport à 

la  peau, mais peuvent adhérer aux plans profonds. Cette évolution se paur- 

su i t  pendant 10 ou 15 ans. Il  e s t  toutefois exceptionnel qu ' i l s  suppurent 

ou s 'ulcèrent.  Leur t a i l l e  e s t  variable, pouvant atteindre 5 6 cm ; 

leur nombre peut atteindre 15 ou 20 mais es t  plus fréquemment de 2 ou 3 .  

c)  Les signes oculaires : ce sont eux qui constituent la gravité de 

1 'onchocercose ; i l s  sont d'une extrême fréquence e t  souvent t r è s  précoces. 

On estime que, tant  en Amérique qu'en Afrique, 50 % des malades sont 

a t te in ts  de troubles oculaires ; dans certains villages, le  t i e r s  de la 

population e s t  totalement aveugle. 



Photo 2 : Cas de gale filarienne chez un Indien du Vénézuela a t t a i n t  

d ' onchocercose. 



Photo 3 : Aspect en "peau d'éléphant!' ou" peau de lézardi'dÛ a un é p a i s s i s -  

sement de l a  peau, conséquence de l'onchocercose. 



Les premiers signes sont extrêmement insidieux e t  i l  es t  

fréquent de trouver des microfilaires dans l 'oe i l  de sujets ne se plai- 

gnant d'aucun trouble. L'atteinte du  segment anterieur se traduit essen- 

tiellement par un picotement e t  un  larmoiement discret. Les localisations 

irido-ciliaires entraînent une photophobie intense avec larmoiement abon- 

dant. P l  us caractéri s t i  ques sont 1 es congestions conjoncti val es comportant 

parfois de peti ts  nodules blanchotres, les opacifications semi -lunaires 

du t ie rs  découvert de la  cornée, les chorio-rétinites ou encore les 

atrophies optiques. Les lésions du. segment postérieur (Chovet e t  a l . ,  1976) 

se traduisent par une baisse progressive de l ' ac t iv i té  visuelle d o n t  les 

mal ades ne prennent bien souvent consci ence que tardi veinent. 

d )  Les signes 1ymphati.ques : bien que plus rares, i 1 s peuvent a l ler  

jusqu'à i 'éléphantiasis. Cependant, les cas d'éléphantiasis causés par 

1 'Onchocercose sont beaucoup moins monstrueux que ceux dus à l a  f i l a i r e  

de Bancroft ou à celle de Malaisie. 

Tous ces si gnes cl iniques, observés en zone endémique, doivent 

faire penser à l'Onchocercose ; néanmoins, aucun pris individue71ement ne 

peut apporter un diagnostic de certitude. De pius, les manifestations 

cl iniques n'apparai ssent souvent qu'après une longue période de réi nfesta- 

tionsquasi-quotidiennes, e t  les cas asymptomatiques sont fréquents. Par 

conséquent, le  diagnostic clinique seul n 'est  nullement représentatif de 

1 'indice d'infestation. 

2 - Diagnostic parasi tol ogique 

11 consiste à mettre en évidence e t  à identifier le parasite - 

au stade adul te ou 1 arvai re. 

La découverte d'0nchocercomes dans lesquels sont pelotonnés les 

vers adultes est  la plus ancienne des méthodes de diagnostic e t  reste de 



nos jours une pratique routinière dans la plupart des enquêtes. Cependant, 1 
I 

les gang1 ions e t  les rares nodules d'étiologie différente peuvent cons- 1 
t i tue r  une cause d'erreur. De plus, la palpation d'un kyste ne donne pas i 

l 

l'assurance d'un signe d'Onchocercose active car les vers adultes peuvent ~ 
1 
I 

ê t r e  morts, dégénérés ou calcif iés.  
1 

1 
l 

1 

La mise en évidence de microfilaires e s t  plus couramment 

empl oyée. Les techniques di sponi bles sont les sui vantes : 

a )  La biopsie cutanée exsangue : cette technique e s t  directement 

dérivée des travaux de Montpell i e r  e t  Lacroix (1920). El l e  consiste à 

prélever,sans fa i re  saigner,un copeau de peau à 1 'aide de ciseaux courbes, 

ou de pinces spécifiquement conçues à cet  ef fe t .  Ce copeau est  pTacé dans 

un pe t i t  volume de sérum physiologique. La présence de microfilaires dans 1 
le  milieu peut ê t re  observée au microscope après u n  court temps d'incu- ~ 
bation. La distribution des microfilaires à la  surface du corps varie 

e t  i l  e s t  nécessaire de prélever plusieurs biopsies par patient. Les ré- 

sul ta ts  peuvent s'exprimer d'une manière quantitative en nombre de micro- 

f i  1 ai res par mi 11 i gramme de peau. Cette techni que e s t  couramment employée 

pour les  enquêtes épidémiologiques. Elle e s t  décri t e  e t  analysée en déta7 7 s 

par Prost e t  Prod'hon (1978). 11 faut souligner que la répartition des 

microfi 1 aires n'étant pas homogène e t  que 1 a total i t é  des microfi 1 ai res 

n'émergeant pas d'une biopsie, l e  côté quantitatif de ce t es t  n ' es t  pas 

absolu. 11 es t  également fo r t  probable que les cas de faible parasitose 

ne peuvent ê t re  ainsi détectés. I 

b )  La scarification : préconisée pour l a  première fois  par d'Hooghe 

en 1934, son eff icacité a é té  depuis appréciée par de nombreux auteurs 

(Van den Berghe e t  a l . ,  1951 ; Mil l e r ,  1958 e t  Basset e t  a l . ,  1962). 



El l e  consiste à pratiquer 4 ou 5 scar i f ica t ions  cutanées 

superf iciel les  e t  à presser l a  peau de façon à r e c u e i l l i r  l e  suc 

dermique. Celui-ci e s t  séché sur une lame e t  peut ê t r e  coloré. La pré- 

sence de microfi la i res  e s t  examinée au microscope. Cette technique, 

d ' u t i l i s a t i o n  f a c i l e ,  présente 1 'avantage d'un diagnostic d i f fé rent ie l  

sur lame colorée. Cependant, e l l e  se prête mal à l a  quant i f icat ion,  les  

scar i f ica t ions  sont de plus douloureuses e t  mal acceptées, e t  enfin la 

sens ib i l i t é  de l a  biopsie e s t  plus grande (Kale e t  a l . ,  1974). 

c )  L'examen d i r ec t  de l a  chambre antérieure de l ' o e i l  : i l  s ' e f fec-  

tue à l ' a i d e  d'une lampe à fente.  Il ex is te  quelques cas où l e  parasi te  

e s t  présent dans l ' o e i l ,  sans qu ' i l  s o i t  possible de l e  mettre en évi- 

dence dans l a  peau par les  méthodes l e s  plus sensibles.  La mise en évi - 

dence de microfi la i res  dans 1 ' oe i l  pemet un diagnostic spécifique de 

1 'Onchocercose car c ' e s t  l a  seule f i l a r i o s e  au cours de laquelle ex is ten t  

de t e l  1 es 1 ocal i sations des -embryons. 

d)  La biopsie conjonctivale : c e t t e  technique de réal isat ion dé1 icate  

ne peut pas ê t r e  recommandée comme diagnostic de routine. 

e )  La recherche dans l e s  urines : 1 'observation de microfi la i res  

dans l e s  urines a é t é  réa l i sée  depuis longtemps (Mazzotti e t  a l . ,  1949 ; 

Price, 1961) mais n ' a  acquis une valeur épidémiologique que plus ta rd i -  

vement (Buck e t  a l . ,  1971 ; Buck, 1973 ; Picq e t  a l . ,  1973 ; Anderson 

e t  a l . ,  1975 a e t  b ) .  Cependant, c e t t e  observation a toujours é t é  associée 

à un  f o r t  degré de parasitisme cutané e t  n'a jamais é t é  observée isolément. 

De pl us, son association s igni f ica t ive  avec 1 a présence d '  autres compl i ca- 

t ions graves de 1'0nchocercose en f a i t  plutôt u n  témoin de la  gravi té  de 

la  maladie. 



f )  Le t e s t  de Mazzotti : c ' e s t  une méthode de mise en évidence 

indirecte des microfilaires (Mazzotti, 1948). Elle consiste à adminis- 

t r e r  un m i  crof i 1 a r i  ci de, en 1 'occurence 1 e di éthyl carbamazi ne ( D E C )  ou 

Notézine. Si des microfi la i res  sont présentes, leur  lyse massive provo- 

que une réaction allergique t r è s  importante présentant comme signes 

principaux 1 e p ru r i t  , 1 ' ur t i ca i r e  e t  1 ' hyperthermie. Ce phénomène a é t é  

u t i l i s é  comme moyen de diagnostic (Burch, 1951 ; Monjusiau e t  a l . ,  1964 ; 

Lagraulet, 1971 ; Bourree. -9 e t  a l  ,1976). 0' une- p a r t ,  ce t e s t .  - - - peut - - - donner. . . - - l ieu 

à des erreurs  par défaut ca r  cer taines  personnes ne réagissent pas au 

DEC, d ' au t re  part  i l  e s t  c l a i r  qu'en cas de microfilarodermie élevée 

ce t e s t  e s t  f o r t  désagréable e t  peut même se révéler dangereux. 

Quel l e  que s o i t  1 a technique employée, la  mi se en évidence du 

parasite apporte un  diagnostic de cer t i tude.  Cependant, l e  diagnostic 

parasitologique en général n ' e s t  pas à l ' a b r i  de r é su l t a t s  incorrectement 

négat i fs  e t  possède également 1 'inconvénient de ne pas détecter l e s  in- 

fections prépatentes. 

3 - Diaanostic immunoloaiaue 

De nombreuses techniques immunologiques ont é t é  u t i l i s ées  pour 

l a  détection d'anticorps dans 1'0nchocercose. Les d i f fe rents  travaux 

concernant ce su je t  ont é t é  décr i t s  e t  analysés dans des revues générales 

(Kagan, 1963, 1979 : Ambroise-Thomas, 1974, 1975, 1980). 

Les techniques de diagnostic immunologique sont les  suivantes : 

a )  La réaction de f ixat ion du complément : c ' e s t  l e  t e s t  l e  plus 

ancien. I l  a f a i t  l ' o b j e t  de l a  première publication concernant l e  diag- 

nostic immunologique des Fil arioses (Rodhain e t  Van Den Dranden, 1916). 

I l  consiste à mélanger une préparation antigénique connue e t  t i t r é e  avec 



l e  sérum de malade décomplémenté e t  avec du complément. Dans un deuxième 

temps, on ajoute des hématies de mouton e t  u n  sérum hémolytique anti- 

hématies de mouton. Dans le cas.où i l  n'y a pas d'anticorps, le  complément 

reste 1 i bre e t  peut parti ci per à 1 ' hémolyse. Si des anticorps sont pré- 

sents dans l e  sérum, l e  compl ément se fixe au complexe antigène/anticorps 

e t  n 'est  pl us disponible pour 1 'hémolyse. 

l 
Cette technique ne donne pas de résultat satisfaisant pour 

1 'Onchocercose ; el le  est  d e  plus en plus délaissée au  profit de techniques 

pl us sensibles. 

b )  Les réactions d' agglutination : eli  es u t i l  isent des hématies 

ou des particules de latex sur lesquelles est  fixé 1 'antigène. Les anticorps 

du sérum de malade vont s 'unir  aux molécules d'antigène, entraînant une 

agglutination passive. On peut alors t i t r e r  les anticorps en di1 u a n t  le 

sérum étudié. 

Ces techniques o n t  pour inconvénient majeur 1?  manque de spé- 

c i f ic i té .  En effet ,  des réactions croisées o n t  é t é  observées avec certains 

états  fébriles ou certains cas de syphilis (Rosé e t  a l . ,  1966), pour 

environ 10 % des maladies parasitaires e t  pratiquement 35 % des trichines 

(Kagan e t  al . , 1963). 

c) Les techniques de préci pi tation en gel : contrai repent aux  

techniques en mi 1 ieu 1 iqui de, 1 es réactions en gélose sur pl  aque, double 

diffusion en gel ( D D G )  e t  immunoélectrophorèse (IEP) sont encore couramment 

utilisées. La DDG consiste à faire  simul tanément migrer dans le  gel 1 'ant7 - 
gène e t  1 ' anti corps. Cela donne 1 ieu à 1 a formation de 1 ignes de préci pi - 
tation. Le principe de 1 'IEP est  l e  même, mais 1 'antigène est  préalablement 

séparé sous l'influence d'un champ électrique. La DDG e s t  généralement 

u t i  1 isée corne méthode de dépistage .préal ablement 



à 1 ' IEP, technique plus lourde. Des arcs de préci pi tation permettant 

d ' identifier les différentes Filarioses sont obtenus non seulement avec u n  

antigëne homologue, mais également avec des antigènes hétérologues te l s  

que Di petal onema vi teae (Capron e t  al . , 1968) ou Ascaris suun (Niel 

e t  a l . ,  1968, 1972 ; Gentil ini e t  a l . ,  1972 ; Peti thory e t  a l . ,  1973). 

Les études épidémiologiques de d' Haussy e t  a l .  (1972) révèlent 

que les réactions immunoélectrophorétiques reflètent bien le niveau 

endémique de l'Onchocercose. t 'atout majeur de cet te  technique e s t  sa 

spécificité qui permet même une différenciation parmi les Fi 1 ari oses. 

On peut cependant critiquer la  consommation importante en temps e t  en 

matéri el (antigène ~t sérum). Une technique d '  immunoél ectrophorèse à 

contre-courant (Genti 1 i ni e t  al . , 1972 ; Desowi t z  e t  Una, 1976) permet 

de réduire l e  temps de la réaction. Le principe de ce tes t  réalise sur 

membrane d'acétate de cellulose est  le  même que ce1 u i  de l a  DDG,  mais 

l a  vitesse de migration des antigènes e t  des anticorns est  ampl i f iée  par 

l 'application d'une différence de potentiel aux  extrémités des plaques. 

d )  Le test  d'  immunofluorescence indirecte : le principe de l a  

méthode consiste à mettre en contact le  sérum de malade e t  1 'antigène 

figuré puis à révéler les complexes immuns p a r  des anti -imnunogl obul ines 

humaines marquées par un produit f l  uorescent. Les résul ta t s  s 'observent 

au microscope en lumière ultra-violette. Plusieurs types d'antigènes 

peuvent être employés (antigène soluble fixé sur disques, microfi 1 aires. .  . )  

mais 1 a technique la  plus fréquente uti 1 ise  des coupes à congé1 ation 

de parasi te ; ce1 1 e-ci nécessi tant peu de matériel permet 1 'u t i l  isation 

d'antigènes homologues. Elle nécessite 1 'emploi de peu de sérum e t  

peut, par  conséquent, être réalisée à partir de microprélèvements 

sanguins réalisés sur l e  terrain.  



Pour l e  diagnostic, ce tes t  semble être l e  plus fiable mais 

est  également sujet aux problèmes de réactions croisées, même lors d'uti - 

1 isation d i  antigène homologue (Woodruff e t  Wiseman, 1968 ; Ambroi se-Thomas, 

1969 e t  1975 ; Terreno, 1970 ; Le Bras et  al . , 1977). 

e )  Les techniques immunoenzymol ogiques : i  1 s ' agi t de 1 ' EL1 SA 

(enzyme-linked immunosorbent assay). Dans ce tes t ,  l'antigène est fixé 

à un support de polystyrène (plaque de m i  croti tration) , puis mis en 

contact avec l e  sérum Cu patient. Apres lavage, les anticorps complexés 

à 1 'antigène sont révéTés par des anti -immunoglobul i nes humaines conjuguées 

à un marqueur enzymatique. Ces complexes sont ensuite incubés avec l e  

substrat approprié e t  la réaction enzymatique peut ê t re  visualisée ou 

mesurée au spectrophotomètre. 

Cette technique, relativement récente mai s déjà 1 argement uti - 
l isée dans l e  domaine parasitologique, présente encore des difficultés 

de diagnostic pour 1 'Onchocercose. Bartlett et  a l .  (1975) , Ambroise- 

Thomas e t  a l .  (1980) e t  Speiser (1980) soulignent la nécessité de travail ler 

avec des antigènes homologues purifiés, débarrassés en particulier des 

protéines d'origine humaine. Cependant, même en uti l isant des antigènes 

somatiques dans ce t e s t  d'une grande sensibil i té,  on n'élimine pas le  

problème des réactions croisées. 

f )  L '  intradermoréaction : el 1 e consiste à introduire 1 'antigène 'di - 
rectement dans la peau du patient. Si des anticorps réagissent avec cet 

antigène, on assiste après 15 minutes à une manifestation clinique 

locale (réaction d' hypersensi bi 1 i  t é )  au point d' inoculation de 

1 'antigène. E t a n t  de réalisation faci le ,  ce tes t  se prête très bien 



aux études épidémiologiques e t  a été de loin le  plus u t i  1 isé.  II prgsente pour- 

tant quelques fa i l les  e t  de nombreux auteurs critiquent son manque de 

sensibilité e t  de spécificfté (Gide1 e t  - a1 . , 1969 ; Vernes A . ,  1975) .  

g )  Les techniques radi oimmunol ogi ques : i 1 s ' agi t en parti cul ie r  

du RAST (radi oal 1 ergosorbent tes t)  . Ce tes t  consi s te  à détecter 1 es 

anticorps de classe IgE dirigés contre un antiçëne que 1 'on couple à 

l a  Sépbarose activée au CNBr. Ce n 'es t  que très récemment que ce t e s t  
l 

a été  appliqué à 1 'Onchocercose (Somorin e t  Heiner, 1976 ; Weiss e t  a l . ,  I ~ 
1981 e t  1982) avec des antigènes homologues e t  hétérologues. Les 

résul ta t s  montrent que 1 es réactions croi sées sont si gni f i cativernent 

moins importantes lorsque l 'on dose les IgE comparativement aux IgG. 

III .  CONCLUSION 

Le diagnostic de l 'Onhocercose nécessi te  dans 1 ' absol u ,  une 

technique sensible, reproductible, uti l isable en pratique de masse, 

spécifique des Filarioses -. e t  s i  possible de 1 'Onchocercose - e t  

indicative de 1 a charje parasi ta i re  active. De pl us, les vastes program- 

mes entrepris par 1 'Organisation Mondiale de l a  Santé pour l a  Lutte 

contre le vecteur réclament u n  diagnostic de 1'0nchocercose dans sa 

période pré-patente , de manière à empêcher 1 a réi nfection ses simul ies. 

Compte-tenu du manque de spécificité, de sensibil i té et/ou de 1 a 

difficulté d'obtention de l'antigene homologue, i l  es t  apparent 

q u i  aucune des techniques décri tes précédemnent ne sa t i s fa i t  total ernent 

ces exigences. Certes, 1 a découverte e t  1 ' identification de 

mi crof i 1 aires consti tue toujours une preuve de diagnostic absolu 

mais les risques de faux négatifs sont trop importants, d'où l a  

nécessi té  de compléter cette identification par u n  diagnostic immu- 

no1 ogi que. L i  immun01 ogi e en général est cil domai ne qui progresse beaucoup 



e t  où l e s  t e s t s  de sérodiagnostic sont constamment améliorés. I l  e s t  

regret table  de constater que malgré c e t t e  avance technologique importante, 

1 e diagnostic immun01 ogique des Fi lar ioses  e s t  1 ourdement hypothéqué par 

l ' imposs ib i l i té  d'un diagnostic précoce e t  par l 'exis tence de nombreuses 

réactions croisées non spécifiques. Deux f a i t s  sont à l a  base de ces 

problèmes : d'une par t ,  l ' importante communauté antigénique exis tan t  au 

sein des Nématodes, e t  d 'au t re  part l e  f a i t  que tous l e s  t e s t s  de séro- 

diagnostic appliqués jusqu'alors à 1 '0nchocercose.soient basés sur 1 a 

détection d.'anticorps en circul ation. En e f f e t ,  l es  conditions d'appa- 

r i t i on  e t  de persistance des anticorps spécifiques sont loin d ' ê t r e  u n i -  

voques e t  varient t r è s  largement d'un s ~ j e t  à 1 'autre .  Dans l'ensemble, 

ces anticorps n'apparaissent qu' après un cer ta i  n dé1 ai  e t ,  inversement, 

peuvent pers i s te r  pendant plusieurs moi s ,  voire même plusieurs années, 

dans les  Fi la r ioses  guéries. De plus, 1 a formation d'anticorps ci  rcul ants 

e s t  par a i l  leurs  1 a résul tante  d'un double phénomène d '  immunisation e t  

d'immunodépression. Enfin, seules sont dosables par l e s  méthodes dispo- 

ni bles,  l es  immunoglobul i nes spécifiques qui restent  en excès dans l e  

sérum. Cependant, une proportion vraisemblablement importante des an t i -  

corps sériques e s t  f ixée i n  vivo sur l e s  f i l a i r e s  adultes ou sur  l e s  

microfi la i res ,  une autre  par t ie  é tant  masquée au moins partiellement 

dans l e s  complexes immuns circulants .  

Ces observations ont donc or ienté  nos recherches en sérodiag- 

nost ic ,  non plus vers l a  détection d'anticorps,  mais vers ce l l e  d 'an t i -  

gènes c i  rcul ants.  
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1 - DONNEES GENERALES 

Un antigène e s t  une. substance capable de réactions spécifiques 

avec les cellules lymphoïdes ou les anticorps. 11 e s t  immunogène lors-  

qu ' i 1 i ndui t une hypersensi bi 1 i t é  et/ou une production d ' anticorps. On 

1 e d i t  tol érogène 1 orsqu' i 1 induit une toi érance spécifique. 

On peut donc définir  un antigène circulant comme une substance 

soluble, 1 ibérée dans 1 a circulation e t  possédant l es  propriétés d ' an t i -  

géni ci t é  . 

Pendant 1 es différents stades de son développement, l e  parasi te 

(L3, adultes, LI) 1 i bère des substances solubles susceptibles d ' ê t re  des 

antigènes ci rcul ants . On peut ci t e r  par exempl es  : 

- des enzymes ,qui pourraient notamment permettre 1 a migration du  para- 

s i  t e  dans les  t issus 

- des métabolites, résultant de la  respiration e t  de la nutrition du  

parasi t e  

- des substances d'excrétion 

- desi'hormones"; 1 eur sécrétion peut ê t r e  invoquée pour expliquer l e  

tropisme sexuel rapprochant in vivo les  vers mâles des vers femelles 

- des produits de 1 'ovogénèse. 11 semblerait, en e f f e t ,  que lors  de la 

1 ibération des microf i l a i r e s ,  l e  1 iquide contenu dans 1 ' utérus s o i t  éga- 

lement l ibéré.  Ce liquide contient probablement les  débris des cuticules 

d'oeufs, ainsi que toutes les substances l iées  à l a  maturation e t  à 

1 ' éclosion de 1 'oeuf in utero 

- du  matériel 1 i béré par la  lyse parasi t a i re .  



Ces substances solubles métabol iques qui , pour la  plupart, 

sont continuel lement 1 ibérées par 1 e parasi t e ,  semblent ref lé ter  1 a 

présence d'une infection active ; e l les  peuvent en outre donner une 

indication de la charge parasi taire,  ou de la destruction in v i v o .  

I l  existe également des substances solubles d'origine somatique 

qui résultent de la lyse du parasite. Ceci e s t  surtout l e  cas des 

larves infestantes (L3) e t  les microfil aires ( L I )  qui peultent ê t re  blo- 

quées dans les  t issus e t  tuées in s i tu .  Le cas e s t  plus rare pour les  

vers adultes qui  o i t  une durée de vie de 10 à 15 ans e t  sont 

dans les onchocercomes. La présence de ces antigènes somatiques dans la 

circulation e s t  considérablement agumentée après u n  traitement thérapeu- 

tique, ainsi que 1 ' o n t  montré Dodin e t  a l .  (1965) dans l a  schi stosomiase 

e t  Greene e t  a l .  (1980) dans 1 'Onchocercose, par l e  biais de 1 ' identi f i  - 
cati  on des complexes immuns ci rcul ants . 

Le nombre de substances d'origine parasi t a i re  que 1 'on peut re- 

trouver en circulation e s t  considérable. Cependant, e l l es  ne sont peut- 

ë t r e  pas toutes antigéniques, immunogènes QU tolérogènes. De surcroît ,  i l  

e s t  probable qu'une grande partie de ces substances s 'associe à d'autres 

molécules du milieu biologique où sont complexés les anticorps. 

On peut envisager que ces substances en circulation dans l e  sérum 

des hôtes infectés se retrouvent également dans l e s  urines e t  dans l e  l a i t .  

Jusqu'à présent, on a porté u n  grand intérê t  à l 'é tude de ces 

antigènes solubles qui peuvent ê t r e  isolés à parti r de cul ture in vi t ro  

de parasites en vue de les u t i l i s e r  pour la  détection d'anticorps circulants 

dans le  sérodiagnostic. De nombreux travaux réalisés dans ce domaine ont 

é té  analysés par de Savigny (1979) .  Cependant, la  détection in vivo de ces 

antigènes circulants, leur in térê t  pour le  diagnostic, leur rôle dans l a  

pathologie e t  dans la réponse immune reste pour l ' i n s t an t  u n  domaine peu 



étudié e t  mal connu. 

I I  - ETUDES DES ANTIGENES CIRCULANTS DANS LES PARASITOSES 

Des études o n t  é té  réalisées sur différentes parasitoses pour 

tenter d ' ident i f ier  l 'or igine,  la nature e t  les ef fe ts  possibles de ces 

antigènes sur la  réponse immune. Divers tes ts  ont été mis au point pour 

détecter ces antigènes ci rcul ants . 

Bien qu' i l  existe des différences très importantes entre les  

protozoaires e t  1 es helminthes, 1 es ouvrages 1 es pl us représentati f s  réa- 

l isés au suje t  des antigènes circulants sur les diverses parasitoses 

seront examinés dans les paragraphes suivants. 
1 - Les Protozoaires 

Dans la malaria, les  parasites au stade intraérythrocytaire, lors  

de 1 eur 1 i  bération dans 1 e sérum, constituent un  matériel potentiel lement 

antigénique. Wilson e t  a l .  (1975) ont démontré la  présence de t e l l e s  subs- 

tances antigéniques dans l e  sérum. I l s  classent ces différentes substances 

selon leur thermostabilité e t  constatent que lors d'une étude épidémiolo- 

gique réal isée sur des enfants, seul 1 'antigène-S (thermostable à 100°C) 

peut ê t re  mis en évidence. Comme des anticorps contre l 'antigène L 

(thermolabile) sont présents chez de t e l s  enfants, i l  e s t  probable que 

l 'antigène e s t  complexé e t  ne peut plus ê t re  détecté dans la  circulation. 

11 n 'existe,  à notre connaissance, aucune publication précisant l 'or igine 

e t  la  localisation de ces antigènes. De plus, aucune étude n'a été réalisée 

dans l e  b u t  de comparer ces antigènes entre différentes espèces de Plasmodium. 



Les travaux de Mackey e t  a l .  (1980) ont permis 1 a mi se au point 

d' un test  d' inhibition d '  un dosage radi oimmunol ogique pour 1 a détection 

de 1 'antigène de Plasmodium berghei . Ce tes t  es t  très sensible mais i l  
# 

détecte 1 es parasi tes i ntraérythrocytai res après 1 a lyse des g l  obu l  es rouges. 

Dans les leishmanioses, u n  facteur EF ("excreted factor") a été 

isolé à partir  de cultures in vitro de parasite. Ce facteur EF se retrouve 

sur des tissus infectés par des amastigotes (Hommel, 1977) e t  sur des ma- 

crophages en CO-cul ture in vitro avec l es parasi tes Leishmania ou 

Trypanosoma (Baker e t  Green, 1977). Cependant, ce facteur EF n'a pas 

encore été mis en évidence dans la circulation de patients atteints de 

leismaniose ou de trypanosomiase. 

Dans la  toxoplasmose, la démonstration d'antigènes circulants a 

é té  réalisée chez la souris e t  le  lapin par él ectrophorèse a contre-courari, 

e t  par diffusion en gel d'agarose (Raizman e t  Neva, 1975). Deux ans plus 

tard, van Knapen e t  Panggabean (1977) exploitaient ces résultats en mettant 

au point u n  t es t  de diagnostic de l a  toxoplasmose par l a  détection d'an- 

tigènes circulants en uti l isant une technique d'immunoenzymologie ( E L I S A ) .  

Il es t  intéressant de noter que les antigènes ainsi détectés ne sont pré- 

sents que pendant une courte période ( l a  phase active) qu'il  s 'agisse d'une 

infection ou d'une réinfection. 

2 - Les Trématodes 

C'est dans l e  domaine de l a  schistosomiase que l a  bibliographie 

sur les antigènes circulants est l a  plus fournie e t  que les études les plus 

approfondies o n t  é t é  réalisées. La présence d'antigènes circulants a é t é  - 

démontrée dans l e  sérum (Gold e t  a l .  , 1969 ; Nash e t  a l  . , 1974 e t  Deel der 

e t  a l . ,  1976) dans les urines (Okabe e t  Tanaka, 1361 ; Carlier e t  a1 ., 1975 



e t  Deelder e t  a l . ,  1976) e t  également dans l e  l a i t  (Santoro e t  a l . ,  1977b) 

de patients a t t e in t s  de schistosomiase. L'origine de cet  antigène reste 

incertaine bien que plusieurs auteurs (Nash e t  a l . ,  1974 ; Deelder e t  a l . ,  

1976 e t  Santoro e t  a l . ,  1977b)le mettent en évidence au niveau du  caecum 

du ver adulte. Ceci concorde avec les  nombreux travaux (voir de Savigny, 

1979) relatant  l 'ant igénici té  e t  même parfois l'immunogénicité des anti- 

gènes d'excrétion e t  de sécrétion obtenus à par t i r  de culture in vitro. 

Les différents auteurs s'accordent sur la  nature polysacchari- 

dique de l 'antigène circulant qu ' i l s  décrivent,mais i l  existe c2pendant 

des différences au ni veau du poids moléculaire, de la  vitesse de migration 

électrophorétique e t  de 1 a s t ab i l i t é  à la  chaleur. Cette discordance peut 

indiquer la  présence, non pas d'une seule ent i té  antigénique, mais d'un 

mélange complexe de substances d'origine parasitaire. Ainsi, l e s  anti - 
gènes circul ants décrits par les différents auteurs mentionnés pl us 

h a u t  seraient des molécules différentes, ce qui expliquerait pourquoi 

certains les  détectent dans l e  sérum mais pas dans les  urines, e t  vice- 

versa. Une étude plus récente de Deelder e t  a l .  (1980) met d ' a i l  leurs 

en évidence e t  caractérise deux antigènes circulants de nature polysac- 

charidique ; tous deux semblent ê t re  des produits de sécrétion e t  d'ex- 

crétion du  vers adulte mais on ne retrouve q u ' u n  seul de ces antigènes 

dans les  urines de hamsters infestés. 

Santoro e t  a l .  (1978) mettent au p o i n t  un dosage radioi~unologique 

(RIPEGA)  q u i  leur permet de quantifier les  antigènes circulants dans la  

schistosomiase à 1 'aide d'un sérum de lapin anti-S. mansoni . Dans la 

schistosomiase humaine, Santoro e t  a l .  (1980) mettent en évidence une 

corrélation entre l e  nombre d'oeufs passés dans les se l les  e t  l e  t a u x  

d'antigènes circulants e t  de complexes immuns. I l s  suggèrent qu ' i l  y a 



une relation directe entre les antigènes circulants détectés par l e  

RIPEGA e t  la charge parasitaire. Une t e l l e  corrélation avait déjà été 

f a i t e  entre 1 'antigène "Mu détecté dans 1 'urine de patients e t  l e  

nombre d'oeufs de S .  mansoni dans les  selles (Carlier e t  a l . ,  1975). 

Ces travaux e t  ceux de Bout e t  a l .  (1977) montrent que ces antigènes 

circulants sont immunogènes e t  entraînent l a  formation de complexes 

immuns. 11 e s t  également possible que les  antigènes circulants ou les  

complexes immuns entraînent une tolérance immunitaire (Hang e t  a l . ,  

1974 et revue général e ,  WHO, 1977). 

3 - Les Nématodes 

La présence d'antigènes circulants dans l e  sérum a é té  mis en 

évidence dans le cas d'infections par Haemonchus contortus e t  par 

Trichine1 l a  spi ra l is  (voir Wilson, 1974). D'importants t r avaux  ont 

également é té  réalisés par Jenkins e t  Wa,,elin (19'7) sur Trichuris muris 

montrant l 'ant igénici té  e t  l'immunogénicité de substances histolytiques 

sécrétées lors de la pénétration dans la  muqueuse du parasite. 

Dans le  cas des f i lar ioses ,  l a  majorité des travaux portent sur 

la détection e t  l 'é tude des complexes immuns. On peut ainsi c i t e r  les  

travaux de Karavodin e t  Ash (1980 e t  1981) démontrant la présence de 

complexes immuns chez l e  mérion (Meriones unguicu1atus)- infecté avec 

Brugia pahangi , 1 e modèl e expérimental 1 e pl us proche des f i  1 arioses 

lymphatiques humaines ( W .  bancrofti e t  B .  malayi). I l s  n'observent aucune 

corrélation entre les  taux de complexes immuns e t  le nombre de microfi- 

1 aires dans la  circulation. Une étude longitudinale montre que les  taux 

de complexes immuns passent par deux maximum au cours de l ' infect ion.  

Le premier pourrait ê t r e  l i é  à une augmentation des antigènes circulants 



t e l s  que des substances métaboliques e t  somatiques de L3 suivant leur 

évolution dans les t issus,  leurs mues ou leur mort. Le second ref lèterai t  

plutôt une réaction de 1 ' hôte contre 1 'augmentation de produits provenant 

des adultes e t  des microfilaires. Bien que ces observations soient faite3 

dans l e  cas d'une fi lariose expérimentale e t  que les organismes ne soient 

pas, comme dans la nature, constamment confrontés aux antigènes de L3, 

ces études montrent qu' i l  y a formation d'anticorps contre des antigènes 

sol ubl es différents. 

Pour ce qui concerne 1 'Onchocercose, des complexes immuns o n t  

été mis en évidence dans 1 e sérum par plusieurs auteurs (Lambert e t  al . , 
1978 ; Paganelli e t  a l . ,  1980 ; Guerra-Caceres e t  a l . ,  1980 ; Green 

e t  a l . ,  1980 e t  Steward e t  a l . ,  1982) mais une certaine discordance 

règne quant à l ' identification de la classe d'immunoglobuline impliquée. 

Par exemple, les travaux trè-, récents de Steward e t  a l .  (1982) montrent 

1 'implication des IgM, des IgG e t  plus rarement des IgE dans les complexes. 

Par contre, Paganelli e t  a l .  (1980) ne démontrent l a  présence que d'IgM. 

Cette discordance s '  expl ique d'une part par 1 a di versi té  des réactifs 

ut i l isés  (anti IgG, anti IgM ou anti IgE) e t  d'autre part par le  f a i t  

que 1 es techniques de dosages de complexes i mnuns uti 1 i sées ne mesurent 

pas uniquement 1 es complexes immuns spécifiques de 1 ' Onchocercose. 

Ces remarques sont renforcées par les observations de Stewart e t  a l .  (1982) 

qui indiquent que l e  taux de complexes imnuns es t  significativement plus 

élevé chez les sujets sains originaires du Soudan que chez ceux de 

sujets bri tanniques. 

Parallèlement à ces travaux réalisés sur les complexes immuns, 

quelques études sont consacrées à l a  mise en évidence e t  au dosage 

d' antigènes circul ants dans les f i  1 ari oses. Cette voie de recherche 

a été par l a  suggestion de Eranks en 1946 que des antigènes en 



circulation dans l e  sérum pouvaient in terférer  avec le  dosage des an t i -  

corps. Ce n ' e s t  malheureusement que beaucoup plus tardivement que les  

travaux de Ngu e t  Blackett en 1976 confirmèrent ce t te  hypothèse indi-  

rectement par l e  biais  des complexes immuns. Dasgupta e t  Shukal Bala 

(1978) démontrèrent l a  présence d'antigènes f i l a r iens  dans l e  sérum de 

patients en u t i  1 i sant un anti -sêrum contre 1 a f i  1 ai re expérimentale 

Li tomosoides carini i . Les travaux de Ka1 i r a j  e t  al . (1979) permettent 

1 a détection d''antigènes clrcul ants dans quelques cas de Wuchereri ose 

à microfi laraemie positive à 1 'aide d ' u n  sérum de lapin a n t i  -microfilaires. 

C'est finalement en u t i  1 isant les immunoglobul ines d'un sérum humain in- 

fecté par Wuchereria bancrofti que Kaliraj e t  a l .  (1981) obtiennent :a 

mei 1 leure détection d'antigènes ci rculants dans les sérums de patients.  

I l s  u t i l i sen t  l'imrnunoélectrophorèse à contre courant e t  obtiennent des 

résultats  posi t i fs  dans 23 des 30 cas à microfilaraemie positive, mais 

dans u n  seul des 30 cas de f i l a r iose  clinique. L'immunoglobuline active 

de ce sérum es t  de classe IgG. 

Les seuls travaux concernant 1 a détection d'antigènes ci rcul ants 

dans l'Onchocercose ont é té  réal isés dans notre laboratoire par Ouaissi 

e t  a l .  (1981). Pour ce1 a. u n  anti -sérum de 1 api n immuni sé avec un anti - 
gène soluble d'O. vol vu lus a é té  u t i l i s é .  L' immunoélectrophorèse permet 

de détecter l 'antigène circulant dans 31 des cas. Cependant, avec une 

technique radioimmunologique plus sensible, on l e  détecte dans 75 Yi des 

patients onchocerquiens. Cette technique t r è s  sensible manque cependant 

de spécif ici té  car des réactions croisées importantes sont obt ,   nues 

avec d'autres f i  1 arioses humaines. L'outi 1 parti cul ier  que représentent' 

les  anticorps monoclonaux semble ê t re  u n  bon candidat pour pal1 i e r  à 

ces probl èmes de réaction croisée. De pl us, par 1 eur homogénéi t é ,  1 es 

anticorps monoclonaux s'avèrent ê t r e  u n  outi l  de choix pour l e  



sérodiagnostic, comme l e  montrent l e s  travaux de Araujo e t  al . ( 1980) 

sur l a  détection d '  antigènes circul ants de Toxopl asma gondi i  par 

u n  anticorps monoclonal . 
Ce travail  a donc pour b u t  la  production d'anticorps monoclonaux 

anti-0. volvulus e t  leur u t i l i sa t ion pour la détection des antigènes 

1 circulants dans les sérums de patients onchocerquiens. La valeur d ' u n  

te l  t e s t  pour u n  éventuel diagnostic immunologique de l'Onchocercose 

I e s t  discutée. 





I - DEFINITION ET INTRODUCTION 

L ' hybridation ce1 1 ul a i re  consiste à fusionner deux ce1 1 u l  es 

différentes pour former une en t i t e  ce l lu la i re  possédant l a  t o t a l i t é  

ou une part ie  du matériel génétique des deux cellules d'origine. 

La ce1 lu le  hybride ainsi formée, ou hybridome peut exprimer simul- 

tanément 1 es propriétés bi 01 og i  ques des deux ce1 1 ul es "parental es" . 

On peut donc, par ce t te  technique, envisager l a  fusion entre 

u n  plasaqcyte, ce l lu le  productrice d'anticorps, e t  une cel lu le  

myélomateuse possédant 1 a p r o ~ r i é t g  de se nultipl i e r  in v i t ro  de 

façon exponentielle. Dans les  cas favorables, l'hybridome formé 

conservera ces deux propriStés e t  donnera l ieu à une population 

ce1 l u 1  a i r e  croi ssante produi sant des anticorps mono cl on au:^. 2 s  

anticorps nonoclonaux qui, par définition, sont synthGLis2s par 

u n  seul clone cel lu la i re ,  sont dirigés contre u n  même déterminant 

antigénique e t  forment par conséquent une population d'immunoglobu- 

1 i ni que homogène. 

Des anticorps monoclonaux peuvent également ê t r e  obtenus 

sui te  à l a  transformation en lignées continues de lymphocytes B par 

1 e vi rus Epstei n-Barr (Steini tz e t  al . , 1977) .  Cette technique q u i  

conserve les  caractéristiques des ce1 1 ules B ai nsi immortal isées, permet 

de travai 1 l e r  à par t i r  de ce1 lules humaines. Cependant, 1 e rendement 

e s t  fa ib le ,  les  anticorps sécrétés sont bien souvent de faible a f f i n i t é  - 

e t  1 a production massive d'anticorps monoclonaux e s t  moins fructueuse 

quepar l e  biais de 1 'hybridation cel lu la i re .  



En f a i t  i l  existe,  tant chez l'homme que chez l 'animal, 

une t r è s  grande hétérogénéité mol écu1 a i re  des immunogl obul i  nes. 

Lorsqu'on injecte un agent immunogène à u n  animal, celui-ci répond 

en fabriquant différents  anticorps dirigés contre les différentes 

molécules antigéniques de la  substance injectée. 11 es t  pratiquement 

impossible de séparer ces différents anticorps de sorte que les 

antisérums conventionnels contienr,?nt un mélange d'anticorps variant 

d'un animal à 1 'autre. Ceci présente un t r è s  grand handicap pour l e  

sérodl agnostic surtout au n i  veau de 1 a standardisation des t es t s ,  

e t  i l  e s t  probable que les anticorps monoclonaux v o n t  révolutionner 

ce domaine dans un futur  proche. 

LA F U S I O N  C E L L U L A I R E  

La découverte de 1 'hybride ce1 1 ul ai re  remonte à 1960 avec 

les  travaux de Barski, mais ce n ' es t  qu'en 1975 qu 'e l le  f u t  appliquée 

à 1 'immun01 ogi e  par Kohl er e t  Mi 1 s tein.  

1 - Les cel lules 

a )  les  ce1 lules immunes ..................... 

Elles proviennent de l a  ra te ,  des ganglions ou du  sang. Le 

choix dépend principalement du modèle expérimental, de 1 a  1 ocal i  sation 

part iculière de certaines populations lymphocytaires, ou encore de 

l a  f a c i l i t é  d'obtention d'une grande quantité de cellules immunes. 

Anderson e t  Melchers ;1978) o n t  montré, en stimulant les ce? lules par 

du  LPS, que les  cel lules blastiques sont plus sensibles à l a  fusion 

que les pe t i t s  lymphocytes (cel lu les  au terme de leur évolution). 



TABLEAU 1 

Pr inc ipa les  souches m.yélomateuses u t i  1 i sées - pour l a  fusion 

Lignée c e l l u l a i r e  Or ig ine  Prodi lc t ion imniunoglot~ul i n i que  Référence 

c haî ne 1 ourde ctia 1 ne 1 ëgère 
--- -- 

P3-X63-Ag 8 Sour is t t KOHLER et a l .  (1975) . 

MSI/l-Ag. 4 .1  Sour i  s - + ( x KOHLER e t  a l .  (1976) 

SP2/0-Ag. 1.4 Sour is - - SIIULMAN - e t  a l .  (1978) 

Y3 Ag. 1.2.3 Rat - t GALFRE e t a l .  (1979) 

I R  983 F Rat - - BAZ IN  e t  a l .  (1980) 

Homme OLSSUN e t  a l .  (1980) 
-.* --- 

( x )  Produi te  niais non sécrétée. 



b )  1 es ce1 1 ul es myél omateuses -------------- ----------- 

Depuis les travaux de Kohler e t  b1i 1 stein ( 1  975)  de nombreuses 

souches myélomateuses on t  été exploitées pour leur capacité de fusion, 

L'origine e t  les caractéristiques de  ces cellules sont résumées dans 

;e Tableau 1. 

2 - Les agents fusogènes 

La fusion spontanée entre cellules est t rès  rare d'où la  

néceszi~é d 'u t i l i ser  des agents fusogènes. 

Les premiers travaux montrant le  rôle fusogène du virus 

de Sendai inactivé sont ceux de Harris e t  Watkins (1965) .  Ilsn'obtiennent 

pas de cellules hybrides viables mais cet échec s'explique par l e  

choix des cellules e t  non pas par l 'u t i l i sa t ion  du virus. 

Les premiers hybrides viables induits ?ar l e  virus de 

Sendai inactivé sont décrits par Yer5ania.n e t  Ne1 1 (1966), puis Coon 

e t  Weiss (1969) qui définissent les conditions optimales d'obtention 

d'un rendement de fusion élevé. Dans l~ursexpériences,le t a u x  

d' hybridation est multipl i é  par u n  facteur de 100 par rapport au t aux  

de fusion spontanée. 



Cependant, l ' u t i l i s a t i o n  du virus de Sendai comme agent 

fusogëne présente plusieurs inconvénients : 

- 1 a préparation e t  l e  maintien de l a  souche virale sont 

dé1 i cats.  

- 1 ' a c t i v i t é  des différentes préparations virales e s t  t r è s  

variable. 

-- l e  traitement par l e  virus e s t  infectant pour certains 

types ce1 1 ul aires.  

- 1 ' introduction d ' une i nformati on dans 1 e génome ce1 1 u l  a i r e  

n ' e s t  pas exclue. 

Les problèmes posss par l ' u t i l i s a t i o n  du virus de Sendai 

o n t  pousse les  recherches vers l 'obtention d'un agent fusogène chimique. 

Ankong e t  al.  ( 1  975 1 o n t  étudié notamment 1 ' e f f e t  fusogëne du  diméthyl 

sulphoxide (DHSO) e t  du glycérol. Pontecorvo ( 1  9 7 5 )  montre que 

1 ' u t i l i s a t i on  du polyéthylène glycol ( P L G )  comme agent de la fusion 

cêl 1 ul a i r e  permet 1 ' obtention de nombreux hybri des ce1 1 u l  a i res .  Peu 

après, Davidson e t  Geraid (1976) définissaient  l e s  ?aramètres de la 

fusion ce1 1 u l  ai r e  par 1 e PEG. 



3 - Le mécanisme 

Le mécanisme de fusion cellulaire est encore mà1 connu. 

tes principal es observati ons o n t  été f o i  tes au ni veau membranâi re. 

Ahkong  e t  a l .  ( 1  9 7 5 )  propsent le schema suivant pour  expl iquer 1 ' action - 
fusooène de substances chimiques te1 les que le PEG ( F i  g .  2 ) .  

Dans un premier temps, les agents de fusion chimiques 

entraînent une f l  uidi f ica t i  on des deux couches 1 i p i  d i  ques membranai res . 
Ceci es t  suivi par une agglutination des protëines de membrane. Lorsque 

deux cellules prosentant ce même phënomène sont en contact, la fusion 

rembranaire s'amorce. Un réarrangement des feui i ie ts  lipidiques des deux 

ce11 ules s'opère, conduisant à une fusion local i sée. La çéneral isation de 

l a  fusion se f a i t  par 1 ' i  ntermédiaire au gradient osmotique intracel 1 u l  a i  re .  

Des fusions localisées induites par le  virus de Sendai o n t  f t P  

observées au microscope électronique par Toister e t  Loytcr (1973) .  Les 

travaux de Sekiguchi e t  a l .  (1981j apportent des renseignements plus 

prgcis sur cet te  fusion. I l s  montrent que l ' ac t iv i t é  du virus es t  associée 

à 2 glycoprotéines virales : 1 a glycoprotéine HANA portant une act ivi té  l 

neuraminidasique qui permet 1 'aggl -,tination ce1 lulai re,  e t  la glycoprotéine 

F qui es t  responsable de la fusion cellulaire localisée. La phase suivante 

ae généralisation de l a  fusion qui dépend essentiellement du gradient 

osmotique intracel 1 ul ai re es t  inhi bée par des concentrations extracel 1 u- 

1 a i  res él evées en sérumal bumi ne. 
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FIGURE 2 : FIJSION CELLULAIRE I N D U I T E  PAR LES AGOUTS FUSOGENES CAIMIQUES 

(AKONG e t  al. . , 1975) - 

Les agents fusogènes cni m i  quos on t r a i  nen t une désorgani sa t i  û n  des 

frui  11 e t s  1 ipi diques nemDranai ES ( L )  q u i  favori se 1 ' agglutination des 

protéines ao menDrane (P) . 
Les membranes a i  nsi désorganisées drvi ennent p l  us f l  u i  des 5 t  

permettent une fusion 1 ocal e des deux col 1 u l  es v o i  si nes ?ar réarrangenenr 



4 - La sélection des hybrides 

Aucune sé1 ection n ' est à envi sager vi s-à-vi s des ce1 1 u7 es immunes 

du fait de leur inaptitude à proliferer in vitro. 11 faut cependant empêcher 

la mu1 tipl ication des ce1 1 ul es de myél omes de tel le manière que seuls les 

hybr ides ce1 1 ulaires se développent. Ce sont les travaux de Li ttlefield 

(1964) q:. i  ont perrnic d'obtenir un tel système de sélection. 

Le système de Littlefield repose sur le fait que les ce1 lules 

de mammifères possèdent deux voies de synthèse des nucléotides (Fig. 3) : 

soit une synthèse de novo à partir de sucres et d'acides aminés, soit une 

voie de synthèse utilisant des nucléotides préformés, l'hypoxanthine et la 

thymidine. La synthèse de novo est bloquée par la présence d'aminopterine ; 

l'autre voie de synthèse nécessite quant à elle la présence des enzymes 

hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HGPRT) et Thymidine kinase 

(TK). Or, Littlefield a isolé, à partir d'une souche hétéroplo ide de souris, 

deux sous-lignées cellulaires respectivement déficientes en HGPRT et en TK. 

Ces déficiences mettent en corrélation respectivement une résistance à la 

8-Azaguanine et la 5-bromodésoxyuridine. En fusionnant ces deux sous-lignées 

ce1 lu1 aires, seul s 1 es hybrides possédant par complémentation des deux génomes 

parentaux la TK et la HGPRT, peuvent se développer dans un milieu sélectif 

HAT (Hypoxanthine - Aminopterine - Thymidine). in résume, i l  suffit donc 



FIGURE 3 : BIOSYNTHESE DES ACIDES NUCLEIQUES, i O L E  DE L'AMINOPTERINE 

(LITTLEFIELQ ,1964) 
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que la  lignée ce l lu l a i r e  myélomateuse u t i l i s é e  s o i t  déf iciente  en HGPRT ou 

en TK pour que la  sélection des hybrides s ' e f f ec tue  en milieu HAT. 

5 - La s tab i l  i t é  des hybrides 1 

Au premier stade de leur  prol i férat ion,  les  ce l lu les  hybrides 

perdent une par t ie  de leurs  chromosomes. La s t a b i l i t é  des hybrides dépend I 

essent iel  lement de 1 ' homogénéité du système d e  hybridation. Dans l e  système 

souris  x souris ,  l a  perte chromosomique e s t  t r è s  lente  ; après 100 géné- 

rat ions,  on constate généralement une perte de 10 à 20 m des chromosomes 

in i t iaux ,  puis l e  caryotype ce1 lu1 a i r e  se  stabi l i s e  (Ephrussi e t  Sorieul , 

1962 ; Ephrussi, 1964 ; Ephrussi e t  a l . ,  1964). La perte de chromosomes 

ne s ' e f f ec tue  pas d'une manière a léa to i re  e t  dans l e s  hybrides interspéci-  

fiques on 9Lserve une perte préférent iel le  de chromosomes d'une des deux l 
espèces. C'est  l e  cas pour les  chromosomes de r a b  dans lez hybrides r a t  x 

souris (Weiss e t  Ephru-si , 1966) e t  pour ceux de souris dans l e s  hybrides 1 
souris x hamster (Scalet ta  e t  Ephrussi, 1965). Cette perte chromosomique 

se  l imite  en général à 10 - 20 % du  to ta l  des chromosome. Une exception 

cependant, l es  hybrides homme x souris ,  particulièrement instables .  En e f fe t ,  

Weiss e t  Green (1967) signalent qu'après 20 générations, i l  ne res te  que 1 
de 2 à 15 chromosomes humains e t  qu'à l a  s u i t e  de la  s tab i l i sa t ion  des 

hybrides, 100 générations plus ta rd ,  les  hybrides ne contiennent plus que 

1 à 3 chromosomes humains. Ce sont généralement l e s  mêmes chromosomes humains 

qui sont conservés. 

Ce mécanisme de déstabi l isat ion des hybrides e s t  encore mal connu. 

11 pourrait résu l te r  d'un manque de coordination dans la  transmission des 

génomes parentaux aux ce1 lules  f i l  l e s  lors  de l a  mitose. 



I I I  - LA PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX 

Les premières expériences conduisant à l a  production d 'ant icorps 

monoclonaux sont ce l l e s  de Kolher e t  Milstein (1975) .  I l s  hybrident des 

B lymphocytes de souris immunisées par une suspension de globules rouges 

de mouton e t  des ce l lu les  de l a  1 ignée myélomateuse P3 x 63 Ag 8. I l s  

obtiennent des ce l lu les  hybrides dont certaines synthétisent des anticorps 

spécifiques d u  globule rouge de mouton, démontrant a insi  que l e  génome 

lymphocytaire s'exprime dans l e s  ce l lu les  hybrides néoformées. De plus, 

ces ce1 lu les  hybrides possédant l a  capacité de mu1 t i p l  ication in v i t r o  

des ce1 1 ul es  myél omat~?uses, représentent une source abondante d'anticorps 

monocl onaux. 

La lignée myélomateuse P3 x 63 Ag 8 sécrète  une immunoglobuline 

(chaines légèrese t  chaines lourdes).  Par conséquent, l es  ce l lu les  hybrides 

vont sécréter  des hybrides moléculaires, mélangeant l e s  chaînes lourdes 

e t  l e s  chaînes légères du myélome e t  du  B lymphocyte. Pour augmenter l e s  

chances d 'obtenir  des hybrides exprimant l e  génome des B lymphocytes i l  

e s t  donc préférable d '  ut i  1 i s e r  une 1 ignée ce1 1 ulaire  n'exprimant aucune 

immunoglobuline. 

1 - Le clonage 

Le clonage des ce l lu l e s  hybrides permet l 'établissement d ' u n  vé- 

r i t ab le  clone d'hybride. En e f f e t ,  dans l a  majorité des cas ,  les  populations 

ce l lu l a i r e s  hybrides sélectionnées par l e  milieu HAT sont issues de plusieurs 

hybrides ini t iaux possédant des potent ia l i tés  synthétiques diverses. Pour 

assurer l a  monoclonalité des anticorps produits i l  e s t  nécessaire de 

cloner l e s  hybrides de façon à obtenir une population ce1 lu l a i r e  issue 

d'un seul hybride. Les clones produisant des anticorps de l a  spécif ic i  t é  



recherchée peuvent avoir u n  pouvoi r de mu1 t i  pl ication moi ns important 

que les clones négatifs. Par conséquent, pour éviter  la perte de ces 

clones positifs parmi les  négatifs, i l  e s t  important de réal iser  le 

clonage rapidement après 1 a se1 ecti  on. 

Le clonage peut ê t r e  réalisé sur agarose s i  le  t e s t  de dépistage 

des anticorps spécifiques peut se fa i re  in s i t u .  S i ,  par contre, ce t e s t  

nécessite l e  surnageant de culture i l  e s t  préférable d ' u t i l i s e r  la  

technique de d i  1 u t i o n  1 imite. 

I 2 - La production massive d'anticorps monoclonaux 

La production massive d'anticorps monoclonaux peut ê t re  envisagée 

sous deux aspects : 

- 1 a cul ture massive in vitro 

- la ~roduction d 'asc i te  in vivo 

a )  La culture massive in v i t ro  ------------------- 

Les hybrides cel lulaires gardent la  propriété du  myélome de se 

mu1 t ip l  i e r  rapidement in vitro. Cela permet la culture massive des 

hybridomes q u i  synthétisent des anticorps monoclonaux e t  les sécrètent 

dans 1 e mi 1 ieu de cul ture. Dans 1 es conditions idéal es de cul ture ,  cer- 

taines lignées cel lulaires peuvent produire jusqu'à 50 ou même 100 pg 

de protéines monoclonales par m i  11 i  1 i  t r e .  Cependant, la production d 'an- 
-. - -. . .'. ,-- * .-- 1------ - - ' ' - ---.-- - - 

ti corps "vari6 -sui vàrrt l~e s  1 ignéés'-cël 1 Ù E i  res e t  on observe 
l 

beaucoup plus souvent des concentrations de l 'ordre du microgramme par 

mi l l i l i t r e .  

Le surnageant de t e l l es  cultures de masse constitue u n  matériel 1 
abondant à par t i r  duquel les anticorps monoclonaux peuvent ê t re  isolés.  



Cette technique de cul ture  de masse e s t  u t i l i s é e  sur tout  pour l e s  

hybrides hétérologues qui ne peuvent ê t r e  injectés  à l 'animal.  

b )  La groduction d ' a sc i t e  in vivo --- .................... 

La production d ' a s c i t e  i n  vivo se base sur l e  f a i t  que l e s  ce l lu les  

hybrides acquièrent l a  propriété tumorigénique des ce l lu les  myélomateuses 

Les ce l lu l e s  hybrides injectées par voie intrapéritonéale à u n  animal 

hi stocompati ble ou incapable de r e j e t e r  l e s  hybrides (athymique ou n u / n u  j 
- - 
. entia;.nent.le développement d'une tumeur intrapéritonéale.  Cette tumeur 

conduit à l a  production d'un l iquide d ' a sc i t e  riche en anticorps mono- 

cl onaux. 

Cette technique e s t  plus fructueuse que l a  précédente : en e f fe t  les 

concentrations en anticorps monoclonaux sont 10 à 1000 f o i s  supérieures 

à ce1 1 es observées dans l e s  surnageants de cul ture  ce1 1 ul ai re .  

IV - CONCLUSION 

Pour conclure ce chapitre , résumons schématiquement l e s  

différentes  étapes présidant à l a  production d'un cl one ce1 1 u la i re  

hybride producteur d 'anticorps monoclonaux (Figure 4 ) .  

L 'u t i l i s a t ion  d'anticorps polyclonaux pour l e  diagnostic e s t  depuis 

des années d'une grande u t i l i t é .  Cependant, au f u r  e t  à mesure de l 'évo-  

1 ution des techni ques e t  de 1 'amél ioration des r é a c t i f s ,  1 es 1 imi t a t i ans  

des anticorps polyclonaux se font s e n t i r  : 



FIGURE 4 : PROTOCOLE DE PRODUCTION DES AIJTICORPS MONOCLONAUX 
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. les antigènes non purifiés entrainent une grande hétérogénéité 

au niveau des anticorps produits ce qui nécessite une purifica- 

tion des a n t i  sérums 

. 12s résultats des immunisations sont imprévisibles car i l s  ' varient d'un animal à l ' au t re ,  e t  par conséquent difficilement 

1 reproducti bl es 

. 1 es anti sérums ou 1 es hyperimmunsirums sont très hGtirogènes 

au niveau de leurs avidités , des réactions croi sées e t  de leurs 

fonctions effectrices 

. i l  es t  d i f f i c i l e  de produire de grandes quantités d'un antisérum 

donné. 

Les anticorps nionocl onaux sembl ent pouvoir pal1 ier  à certai nes de 

ces 1 imi t a t i  ons : 

. on peut produire des anticorps monaclonaux en immunisant avec 

seuler5nt quelques microgrdmmes d'un antigène non purifié 

. on peut obtenir des q u a n t i  tés pratiquement i  11  ini técs 

. on obtiant un réactif homogène e t  stable qui peut ainsi donne? 

des résultats identiques à des moments différents e t  dans àes 

1 jeux variés. 

La technique d'obtention e t  de sélection d'hybrides cellulaires 

produisant des anticorps monoclonaux de spécificité donnée est relativenient 

lourde e t  onérswse. Ceaendant, une fois 1 ' hybride obtenu, 1 e maintien 

de l a  souche e t  l a  prcduction proprenent dite d'anticorps monoclonaux 

es t  simple e t  peu coûteuse. 

\ 

Quelques probl  $mes subsistent néanmoins dans cette nouvel l e  

t cchno log~~ .  On peut noter, par exemple, l a  grande part laissée au 

hasard au niveau de l a  fusion ceilulaire e t  de l a  s tab i l i té  des hybrides, 



Ceci entraîne u n  manque to ta l  de reproductibilité dans les expériences 

d'hybridation. Des améliorations restent  à fa i re  pour augmenter l a  

fréquence de fusion ce1 lu la i re ,  ou encore pour obtenir une population 

i n i t i a l e  pl us riche en ce1 1 ules productri ces d'anticorps. 

Les anticorps monocl onaux représentent un o u t i  1 d'une puissance 

remarquabl e.  L' industrie pharmaceutique e t  1 es fabriquants de produi t ç  

scientifiques ne s ' y  sont pas trompés en investissant des ccmmes con- 

sidérables dans ce domaine (Wade, 1980). De nombreux laboratoires de 

recherche y travail lent  e t  l a  bibl iographie sur ce suje t  e s t  t r ès  vol u- 

mineuse. L'outil monoclonal a é té  u t i l i s é  dans de t r è s  nombreux domaines, 

ci t é s  dans des revues général es par Rowe (19801, McMichael e t  Bastin 

(1980) e t  Lipinski e t  Herzenberg (1981). 

La pureté, la  spéci f ic i té ,  l a  s t ab i l i t é  e t  l a  possibi l i té  d'ob-- 

t en i r  d'  importantes quanti t é s  permettant une standardisation mondi al e 

font des anticorps monoclonaux u n  outi l  de choix pour l e  diagnostic. 

I l s  sont u t i l i s é s  avec succès pour diagnostiquer la présence de métas- 

tases cancéreuses (Goldenberg, 1982). Un agent radioactif e s t  f ixé aux 

anticorps anti-ce1 lu1 es tumorales qui sont al ors injectés au patient.  

Le s i t e  de fixation peut ê t r e  visualisé grâce au traceur radioactif.  

L'anticorps monoclonal en tant que réactif  biologique spécifique a é té  

u t i l i s é  pour  la  caractérisation de certaines leucémies (Reinherz e t  a l . ,  

1980) e t  pour la détection prénatale du mongolisme par l e  biais  d u  

typage HLA (Lipinski e t  Herzenberg, 1981). 



Des travaux sont également effectués en vue d 'u t i l i ser  les  

anticorps monoclonaux pour 1 ' immunodi agnosti c des infecti ons parasi tai res . 

Un dosage radioimmunologique par méthode compétitive a é t é  mis au point 

pour 1 a mi se en évidence d ' i  nfecti on par le Cestode Mesocestoides corti 

(Mi tchel 1 e t  a l .  , 1979) . Ces résultats montrent que 1 ' u t i  1 isati  on 

d'anticorps monoclonaux permet d'obtenir une bonne sensibilité e t  une 

grande spéci f i  ci t é  

Par contre, Araujo e t  a l .  (1980) concliuent que pour la  détec- 

tion d'antigènes de Toxoplasma gondii dans le sérum, les anticorps poly- 

cl onaux offrent des resu? t s t s  plus satisf3isants qLe les  monoclùnaux. 

Un anticorps monoclonal dirigé contre 1 e stade adulte de Schi stosoma 

japonicum s ' e s t  montré d'une grande efficacité immunodiagnostique aux 

Phi1 ippines (Mi tchel e t  z l . ,  1981 ; Crui se e t  a1 . , 1981). Le t e s t  uti 1 i  sé 

se base sur une cornpetition entre l 'anticorps monoclonal e t  les  anticorps 

présents dans l e  serum de patient. 

Une autre approche pour 1 ' immunodiagnos t i  c consiste à uti 1 i ser 

les propriétes de réactions croisées de certains anticorps monoclonaux 

pour  dépléter un antigène brut des déterminants antigéniques communs a u x  

autres parasites. Ceci a Sté u t i l i sé  avec succi3s pour 1 e parasite de 1 ' hy- 

datidose, Echinococcus granulosus (Craig e t  a l . ,  1981). Ce genre d'appro- 

che n'en e s t  qu'aux premiers balbutiements mais pourrait être u t i l e  dans 

certaines situations o ù  les réactions croisées sont limitées e t  cgnnues. 



Le développement de 1 a technique de production d '  anticorps mono- 

clonaux étant  rel ativement récente, son application à 1 ' immunodiagnostic 

n ' e s t  qu'au stade de l a  mise au point. L ' in té rê t  de ces anticorps, en 

technique de routine e t  pour les  études épidémiologiques sur l e  ter ra in ,  

res te  à prouver. Cependant, les quelques exemples c i tés  plus haut laissênt  

entrevoir l e  r6le fondamental que peut jouer 1 'out i l  monoclonal dans l e  





1 - ORIGINE DES SERLIMES .ETUDIES 

Cette étude a é t é  r éa l i sée  sur deux populations vivant dans 

des régions endémiques pour l'Onchocercose. 

Pour l a  première, i l  s ' a g i t  de pa t ien ts  Africains vivant en 

Répub.lique du Mali e t  sélectignnés à l ' I n s t i t u t  Marchoux de Bamako pour 

l a  présence de nodules. Le sérum de ces pa t ien ts  nous a été expédié 

congelé mais nous ne possédons pas de données cl iniques plus précises 

sur ces mal ades. 

Le deuxième population étudiée v i t  dans l e  Ter r i to i re  Fédéral 

Amazonien d u  Vénézuéla. Elle e s t  consti tuée uniquement d'Indiens 

appartenant l ' é t h n i e  Yanomarno. Cette population, vivant dans des t e r r i -  

t o i r e s  t r è s  r e t i r é s  de l a  f o r ê t  Amazonienne, permet la réa l i sa t ion  

d'études t r è s  importantes sur I'Onchocercose. E n  e f f e t ,  ces indiens 

totalement écar tés  de l a  c i v i l i s a t i o n  n ' o n t  subi aucun traitement par 

des anthelminthiques. De pl us,  c e t t e  zone fortement endémique pour 

1 'Onchocercose ne 1 ' e s t  pas pour les  autres  f i l a r i o s e s ,  ni pour l e s  

autres  helminthiases m i  ses à par t  l e s  infect ions i n t e s t i  na1 es courantes 

(Ascaridi ose, Ankylostomose) . Une mission biomedi cal e pré1 iminaire 

(Yarzabal e t  a l . ,  1981) a montré que 95 % de c e t t e  population e s t  infectee 1 
1 

par 0 .  vol vu1 us que des lésions oculaires sont présentes dans 49 % des 

cas ,  des nodules dans 35 % des cas e t  avec l a  charge paras i ta i re  moyenne 

e s t  de 77 microfi la i res  par milligramme de peau. Des échantil lons de  1 
1 

sérums de ces indiens ont é t é  obtenus par ponction veineuse. Une f o i s  
l 
l 

séparés par décantation, i l s  ont  é t é  f i l t r é s  sur place,  stockes à +4'C 

pendant 3 jours avant d ' ê t r e  congelés à -20°C à Caracas e t  rapportés congelés 

jusqu'au CIBP ( L i l l e ) .  



Des échantil lons d 'ur ines  fraîches ont également é t é  obtenues. 

Stockés à 4 O C ,  i l s  ont é t é  transportés l e  jour-même au laboratoire  de 

Caracas où i l s  ont é t é  f i l t r é s ,  dyalisés e t  lyophilisés.  Deux biopsies 

cutanées exsangues (1 scapulaire e t  1 i l l i aque )  ont é t é  prises sur 

chauqe su je t  pour l e  diagnostic parasi tologique e t  1 a détermination de 

la  charge paras i ta i re .  L'âge, l e  sexe e t  l e  nombre de nodules présents 

a é t é  noté pour chaque individu étudié.  

Pour 1 'étude des réactions croisées des sérums de su je ts  

infectés par d 'autres  parasitoses ont é t é  t e s t é s .  11 s ' a g i t  de patients 

présentant des infections patentes confirmGes par u n  diagnostic parasi- 

tol  ogi que et/ou immun01 ogi que. 

Les sérums de pat ients  infectés par Brugia malayi proviennent 

de Malaisie e t  ceux par Wuchereria bancrofti du Brésil .  Les autes  o n t  

é t é  obtenus dans l a  sérothèque du Service de Diagnostic. Les sérums d 

bovidés infectés par Onchocerca gutturosa,  0. gibsoni e t  O .  1 i ena l i s  

ont é t é  gracieusement envoyés d 'Austral ie  par l e  Docteur G.F. Mitchel. 

Comme contrôles,  des sérums d'Européens ont é t é  u t i l i s é s ,  ainsi  

que ceux d'Africains mantrant des t e s t s  de diagnostic parasitologique e t  

immunologique négatifs.  11 fau t  cependant garder à l ' e s p r i t  que ces 

.derniers  ont vécu de nombreuses années dans des régions endémiques pour 

l'0nchocerocse. 



II - LE MATERIEL PARASITAIRE 

1 - Les nodules 

Les nodules onchocerquiens (Photo 4 )  sont ext ra i ts  chirurgicale- 

ment des patients, congelés sur l e  terrain e t  expédiés au laboratoire 

en coffrets isothermes comtenant de 1 a carhogl acei11 s provi'en-,nt d'Afrique 

(Mal i e t  Haute-Vol t a )  e t  du Vénézuél a (Terri toi re  Fédéral Amazonien) . 

2 - Les vers adultes 

Les vers adultes sont obtenus par dissection des nodules e t  

sont soigneusement lavés dans du sérum physiologique. Lors de l a  dissec- 

tion e t  en grattant les  parois des nodules, i l  e s t  possible de recueil1 i r  

des oeufs e t  des microfilaires qui peuvent également ê t re  ut i l isées pour 

1 a préparation d'antigène. 

Al ternativement, les  nodules peuvent ê t re  digérés à la colla- 

génase (de Clostridium histolyt ica,  Grade I I ,  Boehringer Mannheim) selon 

la  méthode de Schulz-Key e t  a l . ,  1977) .  Les vers adultes sont alors 

recuei l l i s  entiers (Photo 5 )  e t  lavés abondamment dans du sérum physio- 

1 ogique. 

3 - Préparation de l'Antigène 

Après lavages, les  vers recueil l is  sont transférés dans une 

solution de NaCl 1 % o .  I l s  sont découpés grossièrement à l ' a ide  d'un 

scalpel puis broyés par 5 passages successifs à 1'X-press (Bio-LKB) sous 

une pression de 2000 kg/cm2). La suspension obtenue e s t  passée aux 



Photo 4 : Nodules onchocerquiens agros leurs ablations. 

Photo 5 : Vers adultes dlOnchocerca volvulus après l a  digestion Ces 

nodules par la  col 1 agénase. A gauche des t rois  fmel les 

rntor t i l lées  sur elles-mênes, un mâle, plus pe t i t  2t raide, 

es t  r2présenté. 



ultrasons (Braun-Sonic 125-TC4C) e t  centrifugée à 10,000 g pendant 1 h 

à 4OC. Le surnageant e s t  dialysé contre de l ' eau  d i s t i l l é e  pendant 48 

heures, puis lyophilisé.  On obtient a insi  u n  antigène soluble que l ' on  

désigne (Ag O v ) .  Cet antigène peut ê t r e  débarrassé des contaminants 

humains par immunoabsorbtion sur b i l l e s  de Sépharose activée auxquelles 

e s t  couplé u n  sérum de cheval anti-sérum humain normal. La technique 

u t i l i s é e  e s t  décr i te  en dé ta i l s  par Axen e t  a l .  (1967). 

A p a r t i r  de c e t  Ag Ov, u n  antigène soluble dans 1 'acide t r i -  

chloroacétique (Ag TCA)  e s t  préparé selon la  technique décri te  par 

Car1 i e r  e t  al . ( 1930). En bref,  on réal i se deux préci pi ta t ions sur  de 

l a  glace avec une concentration f ina le  en TCA de 10 %. Après cent r i fu-  

gation, l e  surnageant e t  l e  culot sont dialysés pendant 48 heures contre 

de 1 'eau d i s t i l l é e ,  puis lyophil isés .  

I I I  - L A  PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX 

1 - Les milieux de cultures 

Le choix e t  l a  qual i té  des milieux de cultures sont des facteurs 

déterminants pour 1 ' hybridation e t  1 a production d 'an t i  corps monoclonaux 

q u i  repose essent iel  lement sur des techniques de culture ce1 1 u la i r e .  La 

composition e t  1 ' u t i l i s a t i o n  des d i f fé rents  mi 1 ieux de cultures emplgyés 

dans notre t rava i l  sont résumés dans l e  Tableau 2 .  

2 - Les ce1 lu l e s  nourricières 

Certaines étapes dé l ica tes  dans l a  production d 'ant icorps 

monoclonaux requièrent la  présence d'un tap is  de ce1 1 ul e s  nourri c i  ères .  

Ces étapes sont notamment l a  phase de sélection des hybrides après 



TABLEAU 2 

COMPOSITION ET UTILISATION DES MILIEUX DE CULTURE 

CELLULAIRE 

Nature Composi ti on U t i  1  i s a t i  on 

M i l i e u .  A Mi l ieu .  DMEM ( a )  cu l  t u r e  des ce1 1 u l  es 

4 x 10'~ M NaHC03 

3,5 % AANE (b )  

15 X SVF 

100 U I / m l  p e n i c i l l i n e  

50 )~g/ml streptomyci ne 

pH 7,2 - 7,3 

myélomateuses e t  hy- 

b r ides  

M i l i e u  B M i  1 i e u  DMEM (d 1 Fusion c e l l u l a i r e  

4 x 1om3 M NaHC03 

25 nhî HEPES 

100 UI/m1 p e n i c i l l i n e  

50 pg/ml streptomycine 

PH 793 

M i l i e u  HAT M i l i e u  A contenant : Sélect ion des 

1 x  IO-^ M hypoxanthine hybr ides c e l l u l a i r e s  

4 x 1om4 M ami noptér ine 

1,6 x  IO-^ M thymidine l 

M i l i e u  HT M i  1 i e u  HAT sans aminop- Cu l tu re  des c e l l u l e s  
t é r i  ne hybr ides ( t r a n s i t i o n  

en t re  l e  m i l i e u  HAT 
e t  l e  m i l i e u  A) i 

a) DMEM : m i l i e u  de Eagle mod i f ié  par  Dulbecroà 4,5 g / l  de glucose 
ghJ3+ (GIBCO, U.S.A.) <'(<.. / 

b)  AANE : acide ami né non essen t ie l  (ÛIBCO, USA) C 
c )  SVF : sérum de veau f o e t a l  décomplémenté par chauffage 1 h à 56°C 
d) DMEM : m i l i e u  de Eagle mod i f ié  p a r  Du1 becCo à 1 g / l  de,glucose (GIBCO, USA) 



hybridation, e t  l a  phase de clonage. Ce tap is  ce1 l u l a i r e  présente deux 

avantages. D'une part ,  l e s  ce l lu les  l ibèrent  dans l e  milieu de nombreux 

métabolites, favorisant l a  mu1 tip1 ication des hybrides isolés  e t  par t i -  

cipant également au maintien d'un pH physiologique favorable au dévelop- 

pement de ces ce1 lu les .  D'autre par t ,  l a  présence de macrophages dans 

l e  tap is  ce1 1 ul a i r e  nourricier permet 1 'élimination rapide des débris 

ce1 lu l a i r e s  issus de l a  nécrose de certaines ce1 lu les .  

Les étapes' de 1 a préparation des ce1 1 ules  nourricières sont l e s  

suivantes : 

- 5 ml de milieu A sont in jec tés  par voie intrayeritonéale à des 

souris balb/c de 2 à 3 mois 

- l e s  ce1 lules  nourricières sont récupérées après u n  lavage de 

1 a cavité péritonéale 

- l e  volume total  récol t é  de l a  cavité péritonéale (2 4 ml) 

e s t  complété à 1 2  ml pa; du milieu A 

- des fract ions aliquotes de 0,5 ml de ce t t e  suspension cellu- 

l a i r e  sont répart ies  dans les  24 alvéoles d'une plaque de cul ture  cellu- 

1 a i r e  (Nunclon) . Al ternativement, dans 1 e cas d '  u n  clonage, les  1 2  m l  

de suspension ce l lu l a i r e  sont dis t r ibuées à raison de 50 pl (une goutte) 

par alvéole dans deux plaques de cul ture  ce1 lu1 a i r e  de type Nunclon à 

96 alvéoles 

- l e s  plaques de culture sont -incubées à 37OC en atmosphère 

humide à 5 % de GO2 

- après 48 heures d'incubation, l e s  ce1 lu les  non adhérentes 

sont é1 iminées par aspirat ion du surnageant, l a i s san t  au fond des alvéoles 

un  t ap i s  ce1 1 ul a i r e  essentiel  lement composé de ce1 1 ul es f i  broblastiques 

e t  de macrophages. 



3 - Les ce1 1 ules immunes 

Les cellules immunes sont isolées de la ra te  d'animaux immunisés. i 

a )  Protocole d'immunisation ........................ 

Quatre expériences d'hybridation ont été réalisées avec des 

ce1 lules de ra t s  Lou /C  imunisés avec de 1 'Ag Ov. Deux autres ont uti 1 is5 

des cellules de rats  immunisés avec des complexes immuns. Ces derniers 

o n t  é t é  préparês à par t i r  de sérums d'onchocerquiens, soi t  par ultra- 

centrifugation (40,000 tr/min - 2 h 15), so i t  par précipitation par 

l e  polyéthylène-glycol ( P E G )  à 6 %. 

Quel que so i t  l 'antigène, l e  protocole d'immunisation e s t  l e  

suivant : 

- lère injection : 100 pg d'antigène dans 100 pl de sérum 

physiologique ému1 sionné avec 100 pl d '  adjuvant complet de Freund ( A C F )  , 

i i j e c t é  daris les  coussinets plantaires d'un ra t  Lou/c ( 6  à 8 semaines) 

- 2ème injection : la même préparation injectée parvoie sous- 

cutanée, u n  mois après la  première 

- 3ème injection : 100 f g  d'antigène mais sans ACF injecté par 

voie intraveineuse 3 à 4 jours avant l a  manipulation de fusion cel lulaire.  1 
1 

Un délai de 2 à 3 mois es t  respecté entre l a  2ème e t  l a  3ème I 

l 
injection d'antigène e t  la bonne immunité des ra t s  e s t  vérifiée avant 1 I 

1 ' injection f inale.  Si nécessaire, un rappel peut ê t re  effectué selon l e  ; 
i 

protocole décri t  pour la 2ème injection. 1 

b )  Préearation des ce1 1 ules immunes --- ............................ 

La rate des animaux immunisés es t  prélevée stérilement. Une 

suspension ce1 lu la i re  es t  obtenue par homogénéisation de la rate en 

milieu B dans u n  homogénéisateur en verre muni d ' u n  piston lâche. Les 



ce1 lu1 es  spléniques sont ensui t e  lavées deux f o i s  en milieu B.  La sépa- 

ration des hématies e t  des lymphocytes spléniques s 'opère  dans u n  tube 

s t é r i l e  en plastique de 25 ml (STERILIN, Teddington Middlesex, Engl and) 

sur u n  gradient de Ficoll/métrizoate de sodium. Celui-ci e s t  const i tué 

de 8 m l  d'une solution à 9,6 % (p/v) de métrizoate de sodium e t  à 5,6 % 

(p/v) de Ficol 1 sur lesquels e s t  superposée une couche de 2 ml d'une 

solution à 7,7 % (p/v) de métrizoate de sodium e t  à 4 ,5  % ;p/v) de 

Fi col 1 . 

Les ce1 Tules spléniques reprises dans 8 ml de milieu B sont 

déposées délicatement à l a  surface du gradient. Après 10 minutes de 

centrifugation à 800 g, l e s  hématies e t  débris t i s s u l a i r e s  sédimentent l 
au fond du tube a lors  que l e s  lymphocytes peuvent ê t r e  récupérés au ! 
niveau de l a  couche intermédiaire du gradient. I l s  sont a lors  lavés 

deux f o i s  dans 50 ml de milieu B par centrifugation. 

4 - Les ce l lu les  myélomateuses -------------- ----------- 

L'hybridation homologue a pu ê t r e  réa l i sée  grâce à l ' appor t  

par l e  Professeur H .  Bazin de ce l lu les  myélomateuses de r a t s .  11 s ' a g i t  

de l a  souche IR 983 F (Bazin e t  a l . ,  1980) isolée d'un immunocytome de 

r a t  L O U / C .  Ces ce l lu les  myélomateuses sont non sécrétantes,  non produc- 1 
t r i c e s ,  rés i s tan tes  à 20 pg/ml de 8 azaguanine e t  présentent une déf i -  i 

l cience en Hypoxanthine guanine phosphoribosyl t ransferase ( r é f .  Figure 3 ) .  

Préalablement à l a  fusion ce l lu l a i r e ,  l es  cellulesmyél~omateuses j 

sont lavées deux f o i s  dans 50 ml de milieu B a f in  d'éliminer l e  sérum de 1 
veau foetal  qui inhibe l a  fusion ce l lu l a i r e .  



5 - La fusion ce l lu l a i r e  

La technique de fusion ce l lu la i re  u t i l i s é e  s ' i n sp i r e  des travaux 

de Howard e t  a l .  (1978), Mc Kearn e t  a l .  (1978) e t  Clevinger e t  a l .  (1978). 

L'agent de fusion u t i l i s é  e s t  l e  polyéthylèneglycol ( P E G )  

dimethylsulfoxide ( D M S O ) .  30 g de. PEG 1500 sont dissoubdans 42 ml de 

tampon phosphate 10 mM,  NaC1 15 mM, pH 7 , 2 ,  e t  0,2 ml de DMSO. La sol u t  i on  

e s t  s t é r i l i s é e  à 1 'autoclave 15 mn à 121°C. 

La fusion e s t  réa l i sée  dans u n  tube à centrifugation conique 

! de 50 ml (Corning, USA). Les ce l lu les  myélomateuses sont ajoutées aux 

l ce l lu les  spléniques dans u n  rapport de 1 pour 5. Un culot  ce l lu l a i r e  

mixte e s t  obtenu après une centrifugation de 5 mn à 400 g ,  on y ajoute 

1 ml de 1 a sol ution de PEG/DMSO en 1 mi nute sous agi ta t ion  douce, pui s 

successivement 1 ml e t  20 ml de milieu B en 1 mn e t  4 mn respectivement, 

toujours sous agi ta t ion douce. Les ce l lu les  sont ensuite lavées en 

milieu B pour éliminer l ' excès  de PEG/DMSO. A pa r t i r  du culot ce l lu l a i r e  

obtenu, une suspension ce1 l u l a i r e  contenant 5 x 106 ce1 1 ules par ml e s t  

réa l i sée  en milieu A .  Des fract ions aliquotes de 1 ml sont répar t ies  par 

alvéole de plaque de cul ture ce1 1 u la i re  (Nunclon, 24 alvéoles) contenant 

u n  t ap i s  de ce l lu les  nourricières.  Les plaques sont incubées en atmos- 

phère humide à 5 % de CO2 e t  à 37OC. 

- 6 - Sélection des hybrides 

La sélection s 'opère par l 'aminoptérine ( L i t t l e f i e l d ,  1964) 

e t  consiste à inhi ber 1 a pro1 i fé ra t ion  des ce1 lules  myélomateuses n'ayant 

pas fusionné. Le principe de ce t t e  sélection a é t é  préalablement déc r i t  

page 39. 



Le protocole e s t  l e  suivant : après 24 heures de cul ture  en 

milieu A ,  1 ml de milieu HAT e s t  ajouté.  Pendant les  3 jours suivants,  

1 ml du mi 1 ieu de cul ture  e s t  rempl acé par 1 ml de mi 1 i  eu HAT. Ceci 

permet u n  changement progressif du milieu A au mil ieu HAT e t  une él imi - 
nation des substances toxiques relarguées par l e s  nombreuses ce l lu l e s  

qui meurent pendant ce t t e  phase. Les ce1 lu l e s  sont généralement cul tivéei, 

pendant 15 à 2 1  jours en mi 1 ieu HAT avec renouvell ement du mi 1 ieu en 

moyenne tous l e s  5 joucs. Après c e t t e  période, la  cul ture  peut se fai  r2  

en milieu HT. 

7 - Mise en évidence d 'ant icorps monoclonaux anti-0.  volvulus 1 

La mise en évidence dans les  surnageants de cul ture  ce l lu l a i r e  1 

d'anticorps présentant une spéc i f i c i t é  an t i  -0. vol vu1 us a é té  réal  isée 1 
par deux techniques menées en para1 l e l e .  11 s ' a g i t  de 1 'immunofluorescence 1 
( IF)  e t  c'une technique immunoenzymatique, l'ELISA ("enzyme-linked 

immunosorbent assay") .  

Les s i t e s  antigéniques présents à l a  surface de coupes de 

parasites e t  les  molécules d'Ag Ov f ixées à u n  support sol ide sont 

d i f fé rentes ,  ceci s ign i f i e  que pour u n  degi stage complet des anticorps 

produits, l e s  deux t e s t s  (IF e t  ELISA) doivent ê t r e  u t i l i s é s .  

a )  L ' Immunofl uorescence l .................... 
l 

Le principe de l a  réaction consiste à obtenir l a  f ixat ion spé- I 

ci  fique d 'ant icorps sur les  motifs antigéniques du parasi te ,  pui s à 1 es 

révéler par u n  sérum anti-immunoglobulines de r a t  marqué à la fluorescéine.  
I 

Le t e s t  e s t  réa l i sé  sur coupe à congélation. Le matériel para- 

s i t a i r e  u t i l i s é  e s t  de deux types. D'une par t ,  on peut u t i l i s e r  des vers 



adultes  d'O. volvulus recouverts de TISSUTECK (LABTECK Product, Miles, 

USA) e t  enroulés dans une paroi péritonéale de hamster sain de façon à 

maintenir 1 eurs s t ruc tures  l o r s  de l a  coupe (Ambroise-Thomas e t  a l . ,  

1974). D'autre par t ,  i l  e s t  possible de r é a l i s e r  l e s  coupes dans des 

nodules jeunes. Si les  nodules sont de pe t i t e  t a i l l e ,  i l s  peuvent ê t r e  

inclus e n t i e r s  dans d u  TISSUTECK, sinon i l  e s t  nécessaire de l e s  couper. 

Les blocs sont conservés à -20°C. 

Des ~ o u p e s  de 6 Pm scnt  réa l i sées  au microtome à congélation 

(-30') e t  sont placées sur des lames de verre préalablement t r a i  t ees  

par une solution à 0,75 X (p/v)  de gé la t ine  de façon à favoriser  1 'adhE-- 

rence. Les coupes peuvent ë t r e  conservées à -20°C. 

La réaction d ' immunof7 uorescence se déroule de 1 a façori 

sui vante : 

- f ixat ion des coupes dans l 'acétone - 10 rnn à -20°C 

- dépôt de 50 ~1 de surnageant de cu l ture  de ce1 lules  hybrides, 

concentré 4 f o i s  par  lyophilisation,^^ 50 p l  d ' a s c i t e  di luée dans du 

tampon phosphate de sodium (Appendice 1) 10 mM - 30 mn. 

- 3 lavages de 5 mn en tampon phosphate de sodium 10 rnM pH 7 , 2  

- dépôt de 50 pl de sérum de lapin anti-immunoglobulines de r a t  

marqué à 1 a fluorescéine (Miles - Ltd - Israël  ) dilué au 1/40e - 30 mn dans 

1 'obscuri té  

- 2 lavages de 10 rnn en tampon phosphate de sodium 10 mM pH 7 ,L 

- Contre-coloration au Bleu Evans au 1/10 000 dans du tampon 

phosphate 10 mM 

- dépôt d'une goutte de glycérol à 50 ( v / v )  en tampon phosphate 

de sodium 10 mM 

- dépôt d'une lame1 l e  e t  observation au microscope photonique 

avec équipement à f l  uorescence pour 1 umi ère  ré f l  échie (Rei chert  Fl uovar) 

avec brûleur a vapeur de mercure HBO 50 W 



Lors de chaque réaction, l es  témoins suivants sont incorporés : 

- témoins négatifs : 

- témoin tampon phosphate de sodium 

- témoin surnageant de culture ou liquide d 'asc i te  des cel lu-  

l es  myélomateuses ut i l i sées  

- témoins posi t i fs  : 

- sérum de r a t  immunisé ou surnaqeant positif  connu. 

Un t e s t  d'absorption par antigène soluble n 'a  pas pu ê t r e  réal is& 

1 , car la quantité d'antigène nécessaire à une absorption total e s t  t r o p  

importante. 

b)  L'ELISA ------- 
Le principe de la  réaction consiste à f a i r e  réagir l 'anticorps 

à déceler, avec u n  antigène fixé sur u n  support sol ide, puis à 1 a révél c . 

par u n  sérum anti-immunoglobuline de r a t  marqué à la péroxidase. 

Deux types de support o n t  é té u t i l i s é s  : 

. des plaques rigides en polystyrène (Dynatech Lab, inc . ,  réf .  

15 018 M29A) 

. des plaques en polyvinylechloride f lexible (Dynatech Lab, i nc . ,  

réf .  15 288 M24). 

Le t e s t  a é té  réal isé  avec de l'Ag Ov débarrassé des contaminants 

humains e t  de 1 'Ag TCAs. La mise au point du t e s t  pour l e  dépistage d'an- 

t icorps monoclonaux anti-0. volvul us a é t é  réal i s& à par t i r  de surnageants 

tes tés  en IF  en combinant différentes concentrations d'antigène, de 

surnageants e t  d'anticorps marqués. 

L e  protocole u t i l i s e  e s t  l e  suivant : 

- fixation de l 'antigène sur les  plaques (100 pl par pui ts )  à 

une concentration de 1 pg/ml dans du Tampon phosphate azide (Appendice 2 ) .  

Incubation pendant 3 heures à 37°C puis pendant une n u i t  d 4°C. 



- 3 lavages en Tampon phosphate-Tween (Appendice 3) 

- 1 lavage en eau d i  s t i  1  l ée .  

Les plaques peuvent a i n s i  se conserver pendant 10 j c u r s .  

- Incuba t ion  des surnageants d i l u é s  au 1/100e ou des a s c i t e s  

d i l u é s  au 1/100e e t  1/500e dans du Tampon phosphate Tween (100 p l  par 

p u i t s )  pendant 4  heures à 37OC 

- 3 lavages en Tampon phosphate Tween 

- 1 lavage en eau d i s t i l l é e  

- Révé la t ion  par  des a n t i c o r p s  ant i - immunogl~bu l  ines  ( I g )  de 

r a t  marqués à l a  pércxidase (Cappel Lab., I n c )  d i l u é s  au 1/2500e 1 
(100 p l  par  p u i t s ) .  Le con tac t  se f a i t  pendant 1 heure à 3 7 O C  l I 

- 3  lavages en Tampon phosphate Tween ! 
- Dépôt de 100 p l  de subs t ra t  O-phenyl-diamine (OPD) (36 mg OPD 

1 

e t  0,5 m l  Hz02 0,3 76 pour 100 m l  de "ampon phosphate) préparé extempora- 1 
némen t ! 

I 
1 

- Après 1/2 heure dans l ' o b s c u r i t é ,  l a  r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  par  
1 

l 

1  ' a d d i t i o n  de 100 p l  de H2S04 2N. 

La l e c t u r e  de l a  densi t é  op t ique  e s t  f a i t e  en automatique à 

492 nm par  un appare i l  T i t e r t e k  Mu l t i skan  (Flow Lab). 

8  - Carac té r i sa t i on  i sotypique des an t i co rps  a n t i  -0. vo l  vu1 u s  

La c a r a c t é r i s a t i o n  i s o t y p i q u e  des an t i co rps  montrant une spéci- 

f i c i t é  a n t i - 0 .  vo l vu lus  a  é t é  r é a l i s é e  par  l a  technique d 'ouchter lony  

(1958). Il s ' a g i t  d 'une double d i f f u s i o n  en ge l  d'agarose à 0,9 % 

( Indubiose A 37, I n d u s t r i e  B io log ique Française) de 2  mm d 'épa isseur  

préparé en tampon b a r b i t a l  sodique pH 8,2. On découpe à l 'empor te-p ièce 



un puits central dans lequel on place 125 11 de surnageant de culture 

e t  des puits périphériques contenant 20 pl  d'antisérum monospécifique 

anti-IgGZa, IgGZb, IgGZc, IgM, IgA, e t  IgE de rat .  Ce matériel a été mis 

à notre disposition par le  Professeur Hervé BAZIN e t  a é t é  préparé 

selon les techniques décrites par Bazin e t  a l .  (1974) .  Après une diffu- 

sion de 48 heures les lames sont lavées, déminéralisées e t  colorées 

I sel on 1 a technique décri t e  par Ouchterlony ( i958) .  

9 - Clonage des hybrides sélectfonnés 

Les populations cellulaires hybrides prisentes dans les diffé- 

I rentes alvéoles résultent en général de la multiplication de plusieurs 

ce1 1 ules hybrides. 11 est  donc nécessaire de réal iser u n  clonage qui 

consiste à isoler une ce1 lule hybride de façon à obtenir une population 

ce1 1 ulaire homogène car monocl onal e. 

Nous avons choisi la technique de dilution limite : on f a i t  une 

numération de la population cellulaire hybride de départ puis on réalise 

une dilution po.ur avoir une cellule par 50 pl. Cette suspension cellulaire 

es t  alors répartie à raison de 1 goutte (50 p l )  par  puits d'une plaque 

de culture cellulaire du type Nunclon 96 trous. Pour pallier les erreurs 

de numération cellulaire des plaques sont également préparées q u i  contien- 

nent respectivement 2 e t  3 souttes. Les plaques sorit préal ablement recouvertes 

d ' u n  tapis de cellules péritonéales adhérentes de souris Balb/c 

(Réf. Chap. IV - III  - 2 ,  Page55). 

Après 24 heures de culture à 37"C, 5 O C02, 100 ~1 de milieu 

sont ajoutés dans chaque alvéole. Le milieu es t  renouvelé tous les 5 jours. 

Les plaques sont observées au microscope de manière à vérifier l a  mono- 

clonal i té des cultures. Les premiers cl ones apparaissent 8 à 15 jours 

plus tard. 



La sélection des cl ones producteurs d ' an t i  corps de spéci f i c i  t é  

anti-0.  volvulus se f a i t  sur l e  surnageant des alvéoles. Les populations 

ce l lu la i res  posit ives des alvéoles ne contenant q u ' u n  clone sont multi- 

pl iées ,  congelées e t  clonées de nouveau pour assurer l a  monoclonalité 

des anticorps produi t s .  

10 - Production massive d'anticorps mot~oclonaux 

Ne disposant pas d 'uni té  de cul ture  continue, la  production massive 

d'anticorps monoclonaux se f a i t  in vivo par l a  production de l iquide 

d ' a sc i t e .  Pcur cela les  ce l lu les  hybrides sont d'abord multipliées in v i t ro .  

Des flacons de cul ture  de 75 cm2 de surface (FALCON) contenant 40 

à 50 ml de milieu A sont ensemencés par approximativement 107 ce1 1 ules 

hybrides e t  incubés à 37OC 5 % CO2 pendant 48 heures. Les ce l lu les  hybrides 

sont concentrées par centrifugation (400 g - 5 mn) e t  injectées  dans un  

p e t i t  volume (2 à 5 ml de milieu DMEM)  par voie sous-cutanée chez u n  r a t  

LOU/C.  

Après 3 à 6 semaines, l e  r a t  développe une tumeur sous-cutanée. 

L'homogénéisation de ce t t e  tumeur en milieu DMEM à l ' a i d e  d'un homogénéi- 

sateur muni d ' u n  piston lâche, permet 1 'obtention d'une grande quanti t e  

de ce l lu les  hybrides (5 x 108 à 8 x 108 ce l lu l e s ) .  

Ces ce1 1 ul e s  hybrides sont al ors  irrjectles dans 1 a cavi té  péri tonGa1 e 

de r a t s  LOU/C (5  x 107 ce l lu les  par inoculum). Cela entraîne dans les  7 à 

15 jours l a  formation de tumeurs d ' a sc i t e  donnant l ieu à l'accumulation 

de l iquide d ' a s c i t e  dans l a  cavité péritonéale. Ce liquide d ' a s c i t e  peut 



alors ê t re  ponctionné à 1 'a ide d'une seringue à raison de 30 à 50 ml 

tous les  3 à 5 jours. Cette opération ne peut ê t re  répétée que 2 à 3 f o i s  

au maximum pour l e  même animal . Cependant, l e s  ce1 1 ules hybrides obtenues 

après centrifugation du 1 iquide d'  asci t e  peuvent ê t re  réin jectées di rec- 

tement par voie péritonéale de façon à entretenir  l e  cycle de productiari 

massive d'anticorps monoclonaux. 

IV - LA FILTRATION SUR GEL 

La f i l t r a t i o n  sur gel a é té  u t i l i sée  pour la purification d'un 

anticorps de classe IgM contenu dans l e  1 iquide d'Ascite. 

Le principe de la gei f i l t r a t i on  e s t  basé sur l e s  capacités d i f i e  

rentes des molécules à pénétrer dans l e s  pores de la phase stationnaire. 

Les t rès  grosses molécules ne pénètrent jamais dans l e  gel e t  traversent 

plus rapidement le  support chromatographique. Les plus peti tes entrent 

dans les pores du gel e t  se déplacent plus lentement. Les molécules sont 

donc éluées dans l 'ordre des masses moléculaires décroissantes. 

La préparation des immunoglobulines pour l a  gel f i l t r a t i o n  a 

é té  réalisée par une précipitqtion au sulfate d'ammonium t e l l e  qu 'e l l e  a 

é té  décri t e  par Bazin e t  al . (1974) .  

Cette préparation e s t  f i l t r é e  sur gel Sephacryl S.300 superfine 

(Pharmacia Fine Chemicals) (Domaine de fractionnement = poids moléculaîre 

104 à 106) e t  l e  premier pic d'exclusion es t  considéré comme étant  1 ' IgM 

purifiée. 



La technique de f i l t ra t ion sur gel a également été utilisée pour 

I le  fractionnement de l'Ag Ov sur gel ACA 44 (IBF-France) (Domaine de f r ac -  

4 5 tionnement : poids moléculaire 10 à 10 ) . La technique de f i l t ra t ion 

1 sur gel es t  détaillée par Fahey e t  Terry (1973) .  

V - LA PRECLPITATION EN GEL 

La technique uti l isée est celle de double diffusion en gel (DDG) 

~ initialement décrite par Ouchterlony (1958) e t  modifiée par Abelev (1960). 

Le principe consiste à faire diffuser 1 'antigène e t  1 'antisérum 

l 'un vers l 'autre  dans u n  gel d'agarose. Au point d'équivalence (d'équi- 

l ibre)  antigène-anticorps, chaque composant antigénique se complexant 

avec l 'anticorps précipitant correspondant va provoquer la formation 

d' u n  préci pi té. Le gel d'agaros3 se prépare extemporanément en dissol v a n t  

1 g d'agarose (Indubiose - A37 - IBF)  dans 100 m l  d'une solution tamponnée 

de véronal sodé à pH 8,2. Le mélange est  porté à 85 - 90°C dans u n  bain- 

marie pendant 20 mn puis l e  gel d'agarose est coulé sur des lames dé- 

graissées. Les puits dans lesquels sont déposés les sérums e t  les antigènes 

sont f a i t s  à l'emporte-pièce lorsque le  gel est  refroidi. La diffusion 

se f a i t  pendant 24 heures à température ambiante suivie de 24 heures à 

4 O C .  Les lames sont plongées dans du tampon phosphate ci t ra te  (Appendice 4 )  
. . .- .- 

à 5 % pendant 2 à 3 heures', afin de dissoudre les arcs non spécifiques. 

Elles sont ensuite lavées pendant 3 jours dans du sérum physiologique 

tamponné, déminéralisées à l 'aide de papier Whatman nOl ,  séchées e t  co lo -  

rées au bleu de Coomassie. 



VI - LA MIGRATION E N  GEL 

1 - L'électrophorèse en gel de polyacrylamide SDS 

L'électrophorèse en gel de polyacrylamide en présence d e  SDS 

(sodium dodecyl sulfate)  a é té  u t i l i sée  pour étudier l e  poids moléculaire 

de 1 'antigène étudie. 

Cette techni que associe une séparation él éctrophoréti que 

a l ' e f f e t  f i l t r a n t  du gel de'polyacrylami.de. Deux gels de coricentratians 

différentes en acrylamide sont employés. Le premier gel , de degré de 

réticulation faible ( 5  %) permet la  concentration de 1 'échantillon. 

Ses composants migrent ensuite dans le  gel de séparation (13 2 )  en 

fonction de leurs poids moléculaires. La technique u t i l i sée  e s t  l a  

techni que cl assique décri t e  par Laemml i (1970). Après 1 a migration , 1 es 

protéines e t  les  sucres son t  visualisées respectivement par l e  bleu de 

Coomassie e t  l e  réactif de Schiif. 

t a  coloration au Bleu de Coomassie (500 ml Methanol, 500 ml H20, 

100 ml Acide Acétique, 0.85 g Coomassie) se f a i t  pendant 2 heures avec 

u n  changement de bain. Le gel es t  ensuite décoloré (80 ml Acide Acétique, 

200 ml Méthanol, qsp 1 l i t r e )  jusqu'à l 'obtention d'une bonne visualisa- 

t i  on des bandes. 

Pour 1 a coloration des polysaccharides par 1 e Schi f f  , l e  gel 

es t  d'abord immergé dans l e  TCA 12,s Z 30 mn,., puis rincé rapidement a 



1 'eau, e t  enfin, placé dans 1 'acide périodique (1 X dans CH3COOH 3 %) 

pendant 50 mn. Il  e s t  lavé pendant 6 fo i s  1 heure dans de 1 'eau d i s t i l l é e .  

Le gel es t  alors immergé dans l e  réactif  de Schiff (Merck) e t  gardé pendant 

50 mn dans 1 'obscurité. Trois lavages de 10 minutes sont réal isés en i 

métabisulfi t e  (MBS) suivis d'un lavage en eau d i s t i l l é e .  On peut conserver 

l e  gel dars du CH3COOH 3 à 7 , 5  % avant de l e  sécher. 

l 

2 - ~ ' é l e c t r o ~ o r è s e  en agarose 
' I  

I 

I 

L'électrophorèse en agarcse consiste à f a i r e  migrer les  p r ~ t é i n e s  ~ 
dans u n  champ électrique. On obtient donc une séparation des protéines 1 

l 
en fonction de 1 eurs charges. 

On coule un gel d'agarose (Indubiose - IBF) 1 7; en tampon 

véronal sur 1 ame de verre. On 1 aisse refro4dir  5 mn à température 

ambiante, puis 30 mn à 4°C. Des fentes de 1 cm sont tracées dans ~ 
l 'agarose à l ' a i de  d'une lame de scalpel. L'intérieur des fentes es t  

séché avec du  papier Whatman n O 1 .  Le bord des fentes es t  del icatement 

espacé pour placer 6 pl  du produit à étudier (Ascites ou I g  pur i f iées) ,  1 
puis rapproché dès que l e  dépôt es t  effectué. l 

La m i  gration électrophorétique s 'effectue du pÔle négatif -vers 
=, 

l e  pÔle posit if  sous une différence de potentiel de 30 volts pendant --l 

2 heures. Après la migration, l a  1 ame es t  pl acêe pendant 20 mn dans i 
1 ' acide picrique, déshydratée à 1 ' aide de papier Whatman N o l  pendant 

1 nuit e t  lavée à 1 'eau. La coloration f inale se f a i t  dans 1 'amino- 

schwartz pendant 30 mn., 



VI1 - MARQUAGE D'IMMUNOGLOBULINES A L'IODE 125 

Le radi omarquage à 1 ' Iode 125 (lZ5 1 ) des imrnunogl obul i nes 

pur i f iées  par gel f i l t r a t i o n  e s t  rGalisé à l ' a i d e  de l a  chloramine T .  

La technique u t i l i s é e  e s t  c e l l e  de Greenwood e t  a l .  (1963) modifiée par 

Mc Conahey e t  Dixon ( 1966). 

En b re f ,  200 pcurie d t L Z 5 1  (Amersham - Buckinghamshire, U.L.) 

sont mélangés à 200 pg de protéine ii marquer, a i n s i  que 100 pl de chlora- 

mine T (1 mg/ml de ~ 0 4 3 -  - 0,25 # - pH 7 .4) .  Après 3 minutes d ' a g i t a t i o n  

douce, l a  réact ion est  a r r é t e e  par addition de 100 y1 de rnétabisulfi t e  

de sodium (1 mg/ml de  PO^^-). On a jou te  a lo r s  ,O [il d '  iodure de sodiun 

(10 mg/ml ~ 0 4 3 ~ )  pour capter  1 ' iode 1 i bre . 

La d ia lyse  se  f a i t  par passage sur  PO10 (Pharmacia G 25) .  On 

recupère 1 ' ef f luent  par échanti 1 lon de 0 , s  ml. Après comptage, on sél ec-  

t i  onne 1 e ou 1 es  tube(s )  contenant 1 e produi t marqué. L' ac t i  v i  t é  spéci - 

fique e s t  de 0,37 pCu/pg. Les immunoglobulines marquées sont conservées 

en tampon BSA/VBS à -70°C par quantités aliquotes de 100 pl .  

VI11 - L E  "RADIOIMMUNOPRECIPITATION-PEG ASSAY" (RIPEGA) 

Cette technique a ét5 mi se au point dans ce labora to i re  par 

Santoro e t  a l  . (1977a) . C '  ~ s t  une modi f i c a t i  on d< ~ o l  yéthyl èneglycol 
7 -- 

t e ~ t " ~ r o ~ o s é  par Creighton e t  a l .  (1973) e t  par Lambert e t  a l .  (1974). 

Cette technique peut ê t r e  u t i l i s é e  pour dé tec ter  des antigènes ou des 1 
ant icorps présents dans l e  sérum. 

Dans c e t t e  étude, l a  technique du RIPLGA a é t é  adaptie pour 
i 

1 ' !Ail  i s a t ion  d ' u n  anticorps monocionai , e t  non plus d ' u n  sérum polyclo- 

na1 dans l a  détection d 'ant igène c i r cu lan t .  



Le principe de la réaction e s t  d'obtenir la formation de complexes 

entre 1 'anticorps marqué à 1 Il251 e t  1 'antigène présent dans l e  sérum. 

Ces complexes peuvent alors ê t re  préci p i  t é s  par l e  P E G ,  e t  la radioacti - 
vi té  présente dans ce précipité e s t  proportionnelle à la quantité d'anti- 

gènes circul ants  dans l e  sérum. 

La concentration en PEG (P.M. 6000) u t i l i sée  e s t  critique 

car i l  faut  définir  l e  seuil où seuls les complexes seront précipités e t  , 
n0.n les  anticorps marqués. Pour cela, on établ i t  une courbe de prëcipi- 

l 

tation de l 'ant icorps monoclonal (Ac Mn) marqué à 1'1251 ajouté à du 

sérum humain normal (SHN) di1 ué au 1/5e, en présence de différentes con- 1 

centrations de PEG.  On laisse agir l e  PEG pendant 1 heure à froid sur 

l e  mélange Ac Mn 1 2 5 ~  e t  SHN avant de centrifuger (1500 g - 20 mn - 
4 O C ) .  Après décantation, on mesure 1 a radioactivité du  culot.  

L T ,  technique du RIPEGA ut i l i sée  e s t  la suivante (Fig. 5 )  : 

- 200 pl de chaque sérum à étudier dilué au 1/5e dans du  tampon 

borate (voir  annexe 5)  

- Addition de 200 pl d i  Ac Mn 125 1 à rai son de 10 000 coups par  

minute (cpm)/200 1 .  Avant u t i l i sa t ion ,  1 'Ac Mn lZ51 e s t  centrifugé à 

24 000 g pendant 40 mn dans 1 ml de tampon Véronal (voir annexe 6 )  I 

1 % SAB pour él i m i  ner- d'éventuel s complexes. La di 1 u t i o n  du surnageant 1 . --. 
e s t  f a i t e  dans du tampon borate- , 

1 

- Incubation 1 heure à 3 7 O C  puis 3 heures à température ambiante 

- Addition de 3 ml de PEG au pourcentage préalablement déterminé 

- Précipitation pendant une n u i t  à température ambiante 

- Centrifugation à 1500 g pendant 20 mn à 4 O C  

- Aspiration du surnageant 

- Lavage avec 3 m l  de PEG à l a  même concentration 



- Centrifugation (idem) 

- Mesure de 1 a radioacti v i  t é  du  culot 

Le t e s t  e s t  réa l isé  en t r i p l e  

Pour chaque expérience, on réa l i se  u n  témoin de radioactivi té  

total  e en préci p i  t an t  toutes 1 es protéi nes à 1 ' ai  de d ' acide tri ch1 oro- 

acétique à 20 % (Témoin T C A ) .  Les résu l ta t s  sont exprimés en pourcentage 

de précipitation de 1 'anticorps marqué calculé par rapport au témoin TCA. 

DOSAGE DES COMPLEXES IMMUNS PAR LE Cla 125 1 

Ce t e s t  e s t  basé à la  fo i s  sur l a  grande t a i l  l e  moléculaire 

des complexes immuns e t  sur leur propriéts de l iaison au C l q .  La technioi.e 

u t i l i s ee  e s t  ce l l e  de Zubler e t  LamBert (1976) (Fig. 6 ) .  Elle consiste 

dans un premier temps à décomplémenter 50 pl du sérum à étudier à 1 'aide 

d2 100 p l  d'une solution d '  EDTA 0,2 M .  Ce mélange e s t  incubé au bain-marie 

à 37OC pendant 30 minutes. Après incubation, l e s  tubes sont placés dans 

de 1 a glace. 

Dans un  deuxième temps, on ajoute 50 ,u1 de clq-1251 (10.000 cpm) 

e t  1 m l  de PEG à 3 1. Apres une légère agi ta t ion,  les  tubes sont places d a n 5  

la  glace pendant 1 heure. I l s  sont ensuite centrifugés à 1500 g pendant 

20 minutes à 4 O C .  Le surnageant e s t  éliminé par aspiration e t  la  radio- 

ac t i v i t é  d u  culot e s t  déterminée. 

Les t e s t s  sont r éa l i s i s  2n t r i p l e  . Les résul ta ts  sont ex - 

primes par rapport à u n  ternoin TCA ( c f .  R I P E G A ) .  
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F i g u r e  6 : Test de l i a i son  au ~ l ~ - ~ ~ ~ !  (d'après ZUBLER et IPPfE17T, 



X - LES TECHNIQUES DIRECTES DE DOSAGE D'ANTIGENES CIRCULANTS 
1 

Ces techniques consistent à complexer 1 'antigène circulant à 
1 
I 
1 

1 

l'Ac Mn f ixé à u n  support solide e t  à l e  révéler par l'Ac Mn marqué I I 

(Fig. 7 ) .  La condition "sine qua non" à la réal isat ion de ce sandwich 

entre deux anticorps monoclonaux identiques e s t  l a  répeti t i v i t é  du déter- ~ 
minant antigénique sur la  molécule d'antigène. 

Plusieurs supports peuvent Btre u t i l i s é s  : des plaques rigides 

en polystyrène, des pl aques f l  exi bl es en polyvi nyl , ou des bi 1 l e s  de I 
1 
I 

polystyrène. L'autre choix qui se présente e s t  celui du marqueur de 

1 ' anticorps révélateur. Dans cet te  étude, un radioélément, 1 ' 1 2 5 ~  a 

é té  u t i  1 i sé  pour 1 e "SRIA" (Sandwich Radioimmunoassay) . 

1 - Le "SRIA" sur plaque (SRIA-P) i 

Ce t e s t  e s t  réa l isé  sur plaques en polyvinyl f lexible (Dynatech 1 
Lab, Inc., réf .  15 288 M24).  La concentration optimale pour la fixatio'n e s t  j 

déterminée : l a  solution i n i t i a l e  di IgM Mn purifiée à une concentration 
l 

de 0 ,4  mg/ml e s t  di1 uée dans du tampon phosphate pH 7,2 e t  déposée 
1 
1 
1 

dans les  plaques à raison de 100 ~1 par alvéole. Après l a  fixation des 
1 

i 
! 

anticorps au support e t  l a  saturation des s i t e s  l ib res ,  l e s  anticorps i 

f ixés sbnt rêvélés par des anticorps anti-immunoglobu1ines de r a t  marqués i 
l 

à 1 '1251 (50,000 cpm - 1 h à température ambiante). 1 
Le protocole u t i l  i së  pour l e  SRIA-P e s t  l e  suivant : 

- Fixation de l'Ac Mn froid pendant 3 heures à 37OC,puis une 

nuit à 4 O C  



radi oél émen t 
Ac Mn marqué 
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Antigène ci rcul a n t  
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:.*...*:.*,:..t.-*.a ::.; ;:..*.0.2=:;...-. +- Saturation des s i  tes  1 i  bres 
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Figure 7 : Techniques directes de dosage d'antigène 

ci rcul ant par 1 'anti corps monocl onal 



- Lavage en tampon phosphate 2 % SA0 

l - Saturation des s i t e s  l ibres dans ce même tampon pendant 1 heure 

à température ambiante 
I 

- Fixation de 1 'antigène présent dans du sérum pendant 4 heures I 

I 

- 3 lavages en tampon phosphate 

- révélation par 1 'Ac Mn 1251 (50,000 cpm) 1 heure à température 

ambiante l 

l 

- 4 lavages en tampon phosphate. 
. . 1 

La plaque e s t  séchée. Les alvéoles sont découpées à l ' a i d e  

d ' u n  scalpel chauffé à la  flamme puis déposées dans des tubes propres afin 

d ' ê t r e  passées au compteur . Les résul ta ts  sont exprimés en pourcentage 

de radioactivité fixëe. 

2 - Le "SRIA" sur b i l l es  ( S R I A - B )  

Dans ce cas, l e  support e s t  représenté par des bi l les  de polys- 

tyrène de 6,5 mm de diamètre ( S E R O A  - rue de l ' Indus t r ie  - Monaco). La 

fixation e t  la saturation se font dans un Bécher. Dans la su i te  des 

mani pu1 ations, l e s  bi 1 l e s  sont t ra i t ées  individuel lement, 1 a réaction 

se faisant dans des tubes à hémolyse. Pour mesurer l a  radioactivité flxee 

aux bi l les  uniquement, i l  e s t  nécessaire de transférer celles-ci dans des 

tubes propres pour  ne pas prendre en compte l a  radioactivité accrochée 
. . 

non spécifiquement au plastique des tubes. La réaction en tube se f a i t  

avec u n  volume de 200 p l ,  minimum nécessaire pour recouvrir 

l a  b i l le .  Comme pour l e  SRIA-P, i l  e s t  nécessaire de définir  la  concen- 

trat ion optimale d'Ac Mn à u t i l i s e r  pour une fixation maximale. 



Le protocole du SRIA-B e s t  l e  suivant : 

- Fixation de l 'Ac Mn IgM di lué  dans du tampon CarbonateIBicar- 

bonate (vo i r  Annexe 7)  pendant une nu i t  à température ambiante 

- Lavage en tampon, Carbonate/Bicarbonate 4 - %  SAB 

- Saturation dans c e t t e  même solution pendant 2 heures à 

température ambiante. 

- Transfert  des b i l l e s  dans des tubes. 

- Fixation de l ' an t igène  pendant 4 heures à 37°C 

- 3 lavages en tampon NaCl Tween (voiq-  Annexe 8)  

- Révélation pendant 1 heure à 37OC par 1 'Ac Mn 12% d i  lue dans 

du tampon phosphate 0 , l  % SAB,  3 % PEG pour obtenir 50 000 cpm/200 pl 

- 4 lavages en tampon NaCl Tween 

- Transfer t  des b i l l e s  dans des tubes propres puis mesure de 

l a  rad ioac t iv i té  f ixée.  Comme précédemment, l e s  r é s u l t a t s  sont exprimés 

en pourcentage de rad ioac t iv i té  f ixée.  

XI - ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS 

L'analyse s t a t i s t i q u e  des r é s u l t a t s  a é t é  réa l i sée  grâce au 

micro-ordinateur du  1 aboratoi r e  doté de programmes de traitement 

s t a t i s t iques .  
. . 

Pour chaque population étudiée,  on d é f i n i t  u n  paramètre de 

posi t ion,  l a  moyenne, e t  u n  paramètre de dispersion, l ' é ca r t - type  ( E . 7 , ) -  



Après avoir vér i f ié  que la distribution des deux populations é t a i t  

peu différente de la normale e t  que les variances n 'étaient  pas s ignif i -  

cativernent différentes, les  moyennes o n t  é t é  comparées par l e  t e s t  de 

Fischer Student ( t e s t  bilatéral au seuil de signification P ( 0,05). 
\ 

Un t e s t  de corrélation par régression l inéaire a é té  effectué, 

avec un p calculé selon la distribution normale du  t de Student e t  un 

seuil de signification p <0,05. 
\ 





1 - IMMUNISATION POUR LA PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX 

Avant de réal iser  l 'hybridation cel lu la i re ,  i l  es t  nécessaire 

de vér i f ier  la  bonne immunisation des ra t s  e t  de sélectionner ceux pré- 

sentant la  meilleure réponse immunitaire. Ceci peut ê t r e  effectué par 

les techniques d i  IF e t  de DDG. Cette dernière e s t  réal i sée en mi crométhode 

avec de ? ' A g  Ov débarrassé des contaminants humains (Photo 6 ) .  Par ce t te  

technique de DDG, Ta sélection des rats ayant développé l a  meilleure 

réponse immunitaire e s t  plus faci le .  

I I  - L'HYBRIDATION 

Les résultats  obtenus lors des différentes expériences d'hybri- 

dation cel lu la i re  réalisées sont représentés dans l e  Tableau 3 .  Ainsi qu'ai 

peut 1 e constater,  1 es résul t a t s  sont t rès  vari ab1 es tant  au n i  veau des 

pourcentages d'alvéoles présentant une mu1 t ipl  ication ce1 1 u l  a i r e  qu'au 

niveau des contaminations. Le nombre de clones posi t i fs  obtenus dans 

chaque expérience reste t rès  faible.  De plus, certains de ces cl ones o n t  

perdu leur ac t iv i t é  anti -0. vol vu1  us après quelques di i i  s i  ons ce1 1 ul ai res. 

I I I  - DETECTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-O. VOLVULUS 

Lorsque l a  population ce1 lu la i re  d'une alvéole e s t  dense e t  que 

1 e milieu d e  41 ture e s t  métabol i sé, ce1 u i  -ci e s t  analysé en vue de 

détecter l a  présence d'anticorps anti-0. volvulus. Pour  assurer des 

conditions idéales, i l  faut que l e  milieu a i t  é té  en contact avec les 

ce1 lu les  pendant 24 à 48 heures. S i  l e  contact e s t  plus long, 1 a 

1 i bération d'enzyme qui su i t  la  nécrose ce1 lu la i re  peut entraîner une 

al téra ti on de 1 a structure des immunogl obul i nes . 



Photo 5 : Oouol e d i f f us i on  en gel ( m i  cromethode) opposant 1 ' Ag Ov 

(au centre) à des siruns d e  rats LOU immunisés avec de 

l ' A g  Ov. 



.P - 
C> VI 
5 a, 
u - 
*r O 
L <al 
P > 
h 7 

Ç 5 C  - - aJ 
w u 

3 
V ) i - C T  
a J 5 L  
U U a J  C O U  

a - O  
C s 
L a J U  
fa L E, 
a n  O 
x E 
a 2 5  
VI L 
aJ 3 \aJ 
+ - ' m m  
5- 
a o a ,  
L L W  
\a O 
% P L  
CI- n .r 

. r  5 C> 
U L L  

5 
Q ) L S ,  
u CI 

)(O 
V) 
C > V I V I  
6 \a 1aJ 
C > F L  
- 3 C I  
3 U n  
VI i- 1aJ 
\a, m L 
9 - U Q  . ' ;K 

* l  



1 - L' immunofl uorescence ( I F )  

Les résultats  de fluorescence ont toujours été jugés par rapport 

au témoin tampon e t  à celui u t i l i sant  l e  surnageant de culture des cellu- 

les de myélomes. 11 es t  probable que des immunoglobulines humaines soient 

fixées à la surface des vers adultes. Pour ce t te  raison, toute fluores- 

cence à la  surZace des vers n 'es t  pas prise en considération. Par contre, 

la fluorescence de l a  partie interne du  vers adulte e s t  provoquée par 

des anticorps anti-0. volvulus e t  non pas par des anticorps anti-immuno- 

globul ine humaine. 

La Photo 7 montre les résultats  obtenus avec 1 'anticorps mono- 

clonal IA2-23. Les coupes réalisées sur nodules apportent de meilleurs 

résultats ,  l a  structure des vers étant mieux conservée que lors de coupes 

de vers adul tes.  El 1 es permettent d'  observer que 1 ' anti corps monocl onal 

IA2-23 reconnaît la cuticule des microfilaires d'O. volvulus. Ceci a 

également é té  confirmé par les résultats  obtenus sur coupes de micro- 

f i  lai res (Photo 7 d ) .  

2 - L1"Enzvme-Linked Immunosorbent Assav" (ELISA) 

L'ELISA a d'abord é té  réalisé pour détecter les  anticorps monocls-= 

naux reconnaissant l'Ag Ov. Les anticorps ainsi sélectionnés ont alors 

été testés vis-à-vis de l'Ag TCAs. Toutes les  expériences d'ELISA sont 

réalisées en t r ip le  e t  les  valeurs expérimées représentent la  moyenne 

de ces t ro i s  réactions réal isées dans les mêmes conditions. 

a )  Utilisation de l'Ag Ov en ELISA ------------------ ------------ 

De nombreuses expériences ont été effectuées pour l déterminer les  

concentrations optimal es d'anti gène, de surnageant e t  de conjugué à 



Photo 7 : Réaction d'immunofluorescence avec l'anticorps monoclonal 

IA223 sur : 

a) coupe de ver adulte d'O. volvul us 

b et c) coupe de nodule onchocerquien 

d) coupe de microfilaire d'O. vol yulus 





u t i l i s e r .  L'expérience ayant apporté l e s  réponses souhaitées e s t  résumée 

dans l e  Tableau 4 .  Le subs t ra t  u t i l i s é  e s t  1 ' O P D  e t  l e  t e s t  e s t  r é a l i s é  

sur plaques en polyvinyle chloride.  On constate q u i  i l  fau t  une concen- 

t r a t ion  d'antigène de 1 gg/ml pour avoir une différence entre  l e s  pos i t i  ;'s 

e t  1 es négatifs.  Cette différence n ' e s t  pas s ign i f i ca t ive  

lorsquion u t i l i s e l e  conjugué au 1/1000e ou 1/25000e. Nous avons choisi 

l a  d i lu t ion  l a  plus f o r t e  (1/2500e) ca r  e l l e  permet d 'obtenir  des néga- 

t i f s  tres f a ib le s .  La d i lu t ion  du surnageant const i tue u n  poinl: c r i  t ique.  En 

e f f e t ,  l a  concentration en anticorps de chaque prélèvement e s t  d i f f é ren te .  

Nous avons choisi  l a  d i lu t ion  au 1/1001 car e l l e  donne une valeur t r è s  

f a ib l e  pour l e  négat i f .  Cependant, i 1 e s t  important que l e s  surnageants 

t e s t é s  so ient  bien métabolisés. 

Des e s sa i s  de saturat ion avec l a  SA8 ont montré que c e t t e  opé- 

rat ion n ' e s t  pas nécessaire.  

Deux subs t ra t s  peuvent ê t r e  employés avec u n  conjugué marqué à 

l a  péroxidase. Ce sont 1 '0-phényl -diamine ( O P D )  e t  de 1 ' 0-diani sid-i ne 

( O . D .  ) (Sigma). Une comparai son des deux subs t ra t s  (Tableau 5 )  montre 

que 1'OPD donne de meilleurs r é su l t a t s .  

Le support l e  plus u t i l i s é  en ELISA consis te  en plaques de 

polystyrène rigide,. Cependant, des essa is  effectués préalablement en 
. - 

i 

radioimmunologie avaient montré une bonne capacité de f ixa t ion  de 1 ' Ag 

Ov sur des plaques f l ex ib le s  en chlorure de polyvinyle. Une comparaison a 

é t é  effectuée en t re  les  deux supports (Tableau 6 )  e t  montre une 

différence beaucoup plus importante en t re  l e s  pos i t i f s  e t  l e s  négat i fs  

lorsque l e s  plaques f l ex ib le s  enlchlorure de polyvinyle sont u t i  1 i sées  







Blanc 

Plaques en- ch1 orure de polyvi nvle plaques polystyrène 

Tableau 6 : Comparaison de support en chlorure de polyvinyle e t  en polystvrène daos l a  

mise au point  de l ' E L I S A  pour l a  détect ion d'ant icorps monoclonaux. 
II-'-.. 

Les valeurs représentent l e s  moyennes des densi tés  optiques obtenues. 



Ce t e s t  a é té  réal isé  avec une concentration en antigène de 1 pg/ml, 
1 

des surnageants de différents clones posi t i fs  e t  négatifs dilués au 1/103e, 

u n  conjugué au 1/2500e e t  avec de 1 ' O P D  comme substrat.  

I La reproducti bi 1 i t é  de la  lecture automatique dans ces plaques 
l 

l 
flexibles qui o n t  un  fond r o n d ,  contrairement aux plaques r igides,  a é té  1 

l 
1 

testée. Pour cela,  l e  conjugué e t  l e  substrat o n t  e té  mélangés e t  des 
I 

di lutions de ce mélange o n t  é t é  réparties dans l es  plaques. Les résultats  ~ 
l 

sont les  suivants : i ~ 
Nombre d ' a1 véol es + 

I ~ Densité optique moyenne - écart  type 1 ~ 
1 p u r  4 1.77 2 0.19 

I 
1 ~ 

Les écarts types sont t rès  fa ibles ,  ce qui montre une bonne 1 
ieproductibili t é  au niveau de l a  lecture des plaques en automatique. On 

a cependant constaté des différences entre lo ts  de commandes di f férents*  

Les clones reconnaissant 1 'Ag Ov en ELISA sont mentionnés 1 
dans le  Tableau 7 .  l 

Les di f f icul tés  d'obtention de 1 'Ag Ov ne nous a pas permis 
. - 

de réal iser  des t es t s  d'épuisement par antigène soluble qui nécessi t e  des I 

quantités importantes. 

b )  Util i sa t i  on de 1 ' Ag TCAs en ELISA ------------------ -------------- 

Les concentrations sont les mêmes que ceux précédemment déterminés 

Seul e ,  1 a concentrati on en antigcne peut varier.  Uiffërentes concentrations 

r i t an t i n6nec  o n t  dnnc @te testées vis-à-vis de plusieurs surnageants de 



s r -  + 



culture. Le Tableau 8 montre que les  résultats  obtenus avec 1 pg/ml e t  

5 pg/ml d'antigène ne sont pas si gni ficativement différents.  La concen- 

tration de 1 rg/ml d 'Ag TCAs a donc 6té choisie. 

11 apparaît qu'un seul des clones ce1 lulaires obtenus, l e  

IA2-23, produit des anti corps capables de reconnaître 1 ' antigène TCA 

soluble. La Figure 8 montre les  résültats  obtenus en ELISA avec les  sur- 

nageant~ de différentes alvéoles de culture cel lulaire après clonage du 

IA2-23. 

11 a é t é  démontré dans ce laboratoire (des Moutis e t  a l . ,  1982) 

qu' i l  existe une identité par t ie l le  entre l'Ag TCAs e t  l 'antigène circu- 

lant  dans l e  sérum de patients onchocerquiens. Cette relation a é t é  dé- 

montrée en opposant en DDG un hyperimmunsérurn de lapin anti-Ag Ov à 

l'Ag TCAs e t  à u n  sérum de patient onchocerquien. Cette identité part iel le  

f a i t  donc du  clone IA2-23 un  candidat de choix pour la détection d 'anti-  

gènes circulants dans 1'0nchorercose ( A C O ) .  La suite de ces travaux se 

porte donc sur l a  production, la  caractérisation e t  la purification des 

anticorps produits par ce clone IA2-23-AA6-AE3 (après 2 clonages). 

IV - CARACTERISATION ISOTYPIQUE 

La caractérisation isotypique des anticorps produits dans les 

surnageants se f a i t  en DDG. Elle permet aussi de vérif ier  qu' i l  y a u n  

seul type d t Ig  dans le surnageant e t  que l'am e s t  donc bien en présence 

d '  I g  moiioclonales. 11 faut toutefois noter qu' i 1 exi s te  une réaction 

croisée entre l es  IgM e t  les  IgG totales.  Ainsi, le  clone IA2-23-AA6-AE3 

produit des anticorps de classe IgM montrant une réaction croisée avec les  

IgG totales (Photosa). 

Le Tableau 7 montre la classe des différents anticorps de spé- 

c i f i c i  t é  anti -0. vol vu1 us obtenus. 



surnageants 1 /lg/ml x 5 pg/rnl 

Tableau 8 : Comparaison de d i f f é r e n t e s  concent ra t ions  d'Ag TCAs en ELISA pour l a  d é t e c t i o n  

Blanc 

d '  an t i co rps  monocl onaux. 

l 

0.21 O. 15 O .  16 O. 18 

x Concentrat ion sélect ionnée.  

,--y 
Les va leurs  représentent  l e s  moyennes des deqs i tés  opt iques obtenues. 





Photos 8: Caractéri sat ion  i soGpique des immunogTobuT ines présentos 

dans 1 es surnageants de cu 1 ture (% 



V - PRODUCTION DE LIOUIDE D'ASCITE 

Le liquide d 'asc i te  e s t  produit comme décrit  dans le Chapitre IV. 

11 e s t  ensuite nécessaire de t es te r  les  différentes asci tes  obtenues car 

i l  existe une grande variation dans 1 a teneur en anticorps spécifiques 

d'une asci t e  à 1 ' autre. Le Tableau 9 montre 1 es résul t a t s  obtenus en 

ELISA avec de l'Ag Ov pour des liquides d 'asc i tes  provenants de 5 ra t s  

différents .  La dilution des asci tes n 'a  pas d ' e f f e t  s ignif ica t i f  sur , 

les  résul ta ts .  Par l a  sui te ,  l e s  liquides d 'asc i tes  ont donc é t é  dilués 

au 1/100e pour tous  l e s  t es t s .  

En IF, i l  e s t  nécessaire d'analyser deux dilutions pour chaque 

liquide d ' asc i te  car on a observé qu'une concentration t r o p  for te  en 

anticorps spécifiques pouvait entraîner une fausse réaction négative. 

VI - PURIFICATION DE L'Id4 MONOCLONALE ANTI-Aq TCAs 

La purification a é té  réalisée par gel f i l t r a t i on  sur Séphacrjl 

5300 superfine à par t i r  d ' u n  1 iquide d'Ascite fortement posi t i f .  Le 

profil d'élution obtenu e s t  représenté Figure 9 .  Le premier pic repré- 

sente 1'IgM recherchée. 

La pureté de cet te  fraction a é t 6  testée en électrophorèse en gel 

d'agarose (Photo 9 ) .  On-peut.voir que l e  pic d'IgM n 'es t  représenté que 

par une seule bande al ors que ce1 1 es-ci sont nombreuses dans 1 ' asci t e  de 

départ. 

Pour vér i f i e r ,  d'une part que 1 ' a c t i v i t é  anti-0. volvulus é t a i t  

bien dans l e  pic IgM e t  d 'autre part que l a  purification n 'avait  pas 
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Photo 9- : Eiectrophorèse mettant en évidence la  pureté de l a  

fraction purifiée à partir de l 'asci te d'origine c., 
( IA2-23).  
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al téré  cet te  ac t iv i té ,  un échantillon des deux pics a été testé en IF 

e t  en ELISA. Dans les deux tes t s ,  1 ' ac t iv i té  anti-0. volvulus se retrouve 

uniquement dans l e  pic d'IgM. 

VI1 - DETECTION D'ACO DANS L E  SERUM PAR RIPEGA 

1 - Mise au point du t e s t  

Santoro e t  a l .  (1977a) a déterminé qu ' i l  f a l l a i t  une concentration 

en PEG.de 7 % pour ne précipiter que les  complexes immuns lors d'une expé- 

rience uti 1 i sant des anticorps polyclonaux. Il  é t a i t  nécessaire de déter- 

miner la  concentration à ut i l i se r  pour 1 'u t i l i sa t ion de 1 ' IgM monoclonale 

anti-0. volvulus. Une courbe de solubil i té  de cet  anticorps marqué à 

1 ' 1 2 5 ~ ,  dans différentes concentrations de P E G ,  a donc é té  réalisée. Les 

résultats  obtenus (Figure 10) ne nous permettent pas de choisir entre 3 

e t  5 % de PEG. Une expérience a donc é té  réalisée ut i l isant  ces deux 

concentrations sur les mêmes sérums (10 SHN e t  20 sérums onchocerquiens 

(SOv). Les résultats  sont les suivants : 

PEG 3 % SHN = 4 ,7  % f 0,67 

SOv = 8,25 % ' 2 

PEG 5 % SHN = 13 % ? 3,9 

SOv = 18,25 % ? 4,31 

Les écarts types importants entre les SHN obtenus lors d'une pre- 

cipitation avec du PEG 5 % indiquent que la radioactivité du culot n ' e s t  

pas spécifique. De plus, avec de t e l s  écarts-types, la différence entre 

SHN e t  SOv e s t  moins significative ( p  = 1.6 x 1 0 ' ~  au  lieu de p = 5 x 1 0 ' ~ ) .  



Concentration PEG (%) 

Figure 10 : Couroe de précipi ta t ion de 1 'anticorps monoclonal ant i  - 
O. volvulus (Ac Mn ant i  -O.v) en sérum humain normal dans 

différentes  concentrations de polyéthylène glycol ( P E G ) .  



Le t e s t  du  RIPEGA ut i l i san t  1'IgM monoclonale anti-0. volvulus 

a donc é té  réal isé avec une concentration en PEG de 3 %. 

Une courbe dose-réponse a été effectuéeendiluant  de l ' A g  Ov danc 

du SHN qui e s t  ensui t e  dilué au 1/5e pour réal iser  l e  t e s t .  Cette courbe 

e s t  représentée Figure 11. Elle montre que l e  seui 1 de détection e s t  de 

0,01 pg/ml so i t  10 ng/rnl. 11 faut  noter touteqois que cet te  valeur varie 

en fonction du l o t  d'antigène e t  de sa pureté. 

2 - Etude de sérums de patients onchocerquiens 

Deux populations onchocerquiennes ont é té  étudiées, l 'une 

Africaine, l ' au t r e  Vénézuélienne. Quelques sérums d'Africains séjournant 

en France e t  montrant u n  diagnostic négatif pour 1 'onchocercose ont igal?:!irnt 

pu ê t r e  étudiés. 

La Figure 12 i l l u s t r e  graphiquement les résultats  obtenus. Chaque 

point représente la moyenne de deux ou t ro i s  expériences pour u n  sérum 

donné. 11 e s t  c l a i r  que tous les  sérums n'ont pas pu ê t r e  étudiés dans 

la même expérience. Cependant, la  même sé r ie  de SHN i t a i t  inclue dans 

toutes les  expériences e t  lorsque cela a é té  jugé nécessaire, u n  facteur 

de correction a é t é  r é a l i s i  de l a  façon suivante : 



La valeur de l a  moyenne des SiiN de chaque nouvelle expérience 

é t a i t  divisée par c e l l e  des SHN de référence. La valeur obtenue repré- 

s e n t a i t  l e  facteur  de correction par lequel l e s  valeurs de tous l e s  

sérums étudiés  é t a i e n t  di vi sées. 

Les moyennes e t  écarts-types sont  représentés sur  la  Figure 12. 

Les valeurs sont les  suivantes : 

- + - SHN Européens : x = 4 , 7 2  - 0.72 
- + - SHN Africains : x = 5.35 - 1.19 

- f - Sérums onchocerquiens Africains Sov A : x = 8.06 - 2.22 
- + - Sérums Onchocerquiens Vénézuéliens Sov V : x = 9.13 - 4.54 

L'analyse s t a t i s t i q u e  montre que l a  différence en t re  l e s  con- 

t rô l  es  (Européens e t  Africai ns) e t  1 es  sérums de pat ients  Onchocerquiens 

e s t  s i  gni f i  ca t i  vement d i f fé rente  avec une probabi 1 i t é  d 'e r reur  infér ieure  

à 0,001. 
Si 1 'on détermine l e  seuil  de p o s i t i v i t é  comme é tan t  égal à l a  

moyenne des contrôles européens additionnés de deux f o i s  l ' é ca r t - type ,  

on peut dé tec ter  u n  antigène onchocerquien c i r cu lan t  dans 63 des 79 serurns 

Africains étudiés  s o i t  80 % e t  dans 126 des 164 sérums Vénézuéliens étudiés  

s o i t  76 Z.  





SHN 
E 

SHN 
A 

Figure 12 : Détection d'AC0 Dar l e  RIPEGA uti  1 i sant  un anticorps monocl onal 

(Ac Mn) dans l e  sérum de pat ients  a t t e i n t s  d'onchocercose ;SilN-E : sérums 

humains normaux d'Européens ; S N - A  : sérums humains normaux de su je t s  î a l l i s  

Africains ; A Ov : ssrums de su je t s  Africains a t t e i n t s  d'Onchocercose ; 

V .  Ov : sérums d'Indiens du Vénézuéla vivant en zone d'endémie onchocer- 

quienne. 



3 - Corrélation entre l'AC0 e t  les données parasitologiques 

Cette étude de corrélation a é té  réalisée sur les sérums rapportés 

du Vénézuéla. Eq effet ,  pour chaque personne étudiée, o n t  é t5  notés : le  

sexe, 1 'âge, l e  nombre de nodules palpables e t  la microfilarodermie déter- 

miniie par les biopsies cutanées exsangues. 

Aucune corrélation directe n'a pu  être fai te  entre le  taux d'anti-  

gène circulant s t  la microfilarodermie. Cependant, l a  sepai-ation par 

tranchesd'âge de 10 en 10 (Tableau 10)  permet plusieurs observations in- 

téressantes-Le pourcentage des cas présentant des nodules palpables semblz 

augmenter avec l 'âge. Ceci es t  également l e  cas pour le  pourcentage de cas 

ayant une microfil arodermie positive. Cette augmentation avec 1 'âge n ' es t  

pas retrouvée pour l e  pourcentage de patients dans lesquels l 'antigène 

circulant a p u  être détecté. L'information l a  plus importante apportée 

par c2 tableau es t  le  f a i t  que 1 'on puisse déceler les antigènes circulants 

à l 'a ide de 1'IgM monoclonale sélectionnée, chez 2 1  des 23 enfants de moins 

de 10 ans, soit  91  % des cas alors que l e  diagnostic parasitologique par 

l a  détection de microfilaires n 'est  positif que chez 12 de ces 23 cas, 

soi t  52 Z. 





Le Tableau 11 nous permet une étude plus approfondie des 

relat ions entre  microfilarodermie, âge e t  présence d'ACO. Le nombre de 

microfilaires détectées par milligramme de peau variant de O à 3105, 

i l  a é t é  jugé nécessaire de d iv iser  l a  microfilarodermie en quatre 

groupes selon l e  nombre de microfi la i res  par milligramme de peau : 

a )  microfilsrodermie négative ; b )  f a ib l e  ( (20)  ; c )  moyenne (20 à 500) ; 

d) e t  élevée (> 500). Pour chacun de ces quatre groupes, nous e s t  donrie 

l e  nombre de cas rentrant  dans chaque catégorie (avec l e  pourcentage 

par rapport au nombre total  de c a s ) ,  puis l e  nombre de ces cas dans 

lesquels l'AC0 e s t  présent (avec l e  pourcentage par rapport au nombre 

de cas de l a  catégorie) .  Cette étude e s t  réa l i sée  par rapport aux 

tranches d'âge précédemment déf inies  e t  également dans l a  dernière 

colonne, sans t e n i r  compte de l ' âge  ( O  - 70 ans ) .  Les r é su l t a t s  ex- 

primés dans ce tableau montrent également l e  manque de corrélat ion entre 

la  présence d'AC0 e t  l ' â g e ,  ce q u i  ava i t  é t é  observé dans l e  tableau 

précédent. On observe que l'AC0 e s t  présent chez quasiment tous les  

individus (14 sur 15, s o i t  93 % )  présentant une microfilarodermie 

élevée ( >  500 microfil aires/mg de peau). L'information importante de 

ce tableau e t  q u i  confirme c e l l e  d u  tableau précédent montre l a  détection 

d '  ACO. Chez 24 des 29 cas ( s o i t  83 %) présentant une microfilarodermie 

négative. 

Dans l e s  catégories b e t  c ,  i l  fau t  noter que 1 'on ne détecte 

l'AC0 que dans 74 e t  71 % des cas,  respectivement. Par conséquent, i l  y 

a 27,5 % (26 e t  29 % respectivement) des cas où l e  diagnostic parasito- 

1 ogique par l e s  biopsies cutanees e s t  pos i t i f  mais où 1 ' on ne détecte 

pas d'antigènes circulants  dans l e  sérum. 



AGE 

Nbre $fi 11 (24 %) 5 (13 %) O O 29 (18 %) 
cas a------------  

(IO 10 - 20 21 - 30 31  - 40 > 40 O - 70 

Nombre t o t a l  de cas 

présence 
d'AC0 xxx 1 12 (92 %) 

25 4 6 38 26 1'9 154 

a, 
Nbre de 

.Y cas 
16 (35 %) 3 ( 8  %) f; (19 %)  O 31  (20 %) 

E b------------  
L 
QI 
u présence 
O 
L d ' AC0 

G' Nbre de 18 (39 %) 25 (66 %) 19 (73 %) 12 (63 %) 79 ( 5 1  %) 
O cas L C- - - - - - - - - - - -  
U I - 
.Y 

z présence 
d ' AC0 / 5 ( 1 0 0 % )  

Nbre de 
Cà s 1 (2 1) 5 (13 %) 2 ( 8  %) 7 (37 %) 15 (10 %) 

dm-----------  l 
Tableau - 11 : C o r r é l a t i o n  e n t r e  l a  présence d'AC0 e t  l e s  taux  de l a  m i c r o f i l a r o d e r m i e  

présence 
d ' AC0 

x groupes présentant  l e s  va leu rs  de l a  m i c r o f i l a r o d e r m i e  suivantes (en nombre de m i c r o f i l a i r e s / m g  de peau) : a = n é g a t i f  ; 

- 1 (100 %) 5 (100 %) 2 (100 %) 6 (85 %) 14 (93 %) 

b = f a i b l e ,  < 20 ; c = moyen, 20-500 ; d = éleve,)500 

@>, / - .  

xx l e s  no111bres e n t r e  parenthèses représentent  l e  pourcentage pa r  r a p p o r t  au nombre t o t a l  de cas de l a  ca tégor ie  d'âge 
v 
l-' 

xxx Les nombres e n t r e  parenthèses représentent  l e  pourcentage de cas avec de 1 'AC0 par  r a p p o r t  au nombre de cas du groupe 



4 - Spécif ic i té  du RIPEGA u t i l i s a n t  1'IgM Mn pour l a  détection 

de COA 

La spéc i f ic i té  du  RIPEGA u t i l i s a n t  1'IgM Mn anti-0.  volvulus 

pour la détection de COA a é t é  étudiée en t e s t an t  des sérums de su je ts  

a t t e i n t s  de diverses parasitoses en même temps qu'un cer tain nombre de 

SHN e t  de sérums dlOnchocerquiens connus. 

La Figure 13 représente graphiquement les  r é su l t a t s  obtenus. 

Les moyennes e t  écarts-types représentés sur l e  graphique sont les  
- 

suivants : SHN : x = 4.02 f 0.53 
- 

SOv : x = 7.06 2 2.6 
- + Sérum d'Onchocercose bovine : x = 3.7 - 0.3 

( O .  gutturosa ; O.  l i e n a l i s  ; 0. gibsoni) 

Sérums de pat ients  infectés  par 
- 

Brusia malavi : x = 4.62 ? 1.53 
- + Loa loa : x = 4.33 - 0.75 

- 
Wuchereria bancrofti : x = 2.86 ! 0.28 

- + Schistosoma mansoni : x = 4.28 - 0.83 
- t 

Fasciola hepatica : x = 4.01 - 0.47 

L '  analyse s t a t i  st ique de ces r é su l t a t s  nous montre q u  ' i 1 

e x i s t a i t  une différence s igni f ica t ive  ( F  = 14.84 ; p < Q.001) entre 

l e s  sérums d'0nchocerquiens e t  ceux des contrôles d'une par t ,  e t  des 

di verses parasitoses d ' aut re  part. 

Cependant, i l  fau t  noter que quelques sérums ont des valeurs 

plus élevées que l e  seuil  de pos i t iv i té  f ixé  comme é tant  égal à l a  

moyenne des SHN additionnés de deux f o i s  l 'écar t - type.  Ces cas sont peu 





nombreux mais étant donné l e  pet i t  nombre de serums étudiés, i l s  re- 

présentent des pourcentages élevés. C'est surtout le cas pour les sérums 

de patients infectés par B .  malayi où 3 cas sur 10 sont 

au-dessus du  seuil de positivi t é ,  mais également dans 1 cas sur 10 

pour les patients infectés avec L.  loa e t  S .  mansoni. 

Il aurait été intéressant d'étudier des sérums de patients 

infectés par des parasitoses intestinales (Ascaridi ose, Ankyl ostomose) 

car les patients onchocerquiens sont porteurs de ces maladies. Malheu- 

reusement, ceci n'a pas été possible. Néanmoins, nous avons pu nous 

procurer quel ques sérums de réfugiés asiatiques parasi tés  par des hel - 
minthiases intestinales e t  dans quelques cas également atteints de pa lu-  

disme. Sur les 6 cas étudiés, u n  des sérums (17  % )  montrait une récrtion 

croisée, ayant une valeur près de deux fois supérieure à l a  moyenne des 

SHN . 

Une IgM humaine marquée à 1 ' '''1 a été u t i l  i sée dans 1 es memes 

conditions d'expérience pour véri f i e r  que l a  radioactivi t é  observée 

dans les cas de réactions croisées n 'é ta i t  pas dues à l a  formation d ' u n  

125 complexe entre des auto-anticorps anti-IgM e t  1'IgM 1. 

VI11 - DETECTION D E  COMPLEXES IMMUNS CIRCULANTS DANS LES SERUMS 

1 - Etude de sérums onchocerquiens 

Les sérums onchocerquiens rapportes du  Vénézuéla o n t  également 

été étudiés pour l a  présence de complexes immuns circulants ( C I C ) .  Les 

résultats sont représentés graphiquement Figure 14. Les moyennes e t  

Scarts-types sont les suivantes : 
- + SHN : x = 29.11 - 2.54 
- 

SOv : x = 3 7 . 0 7 '  8.82 



Figure 14 : Détection de complexes immuns circulants (CIC) par la technique 

du Clq radiomarqué. SHN : sérums humains normaux ; Ov : ssrums 
,.a'% 

de patients onchocerquiens . \ s r  i 



Le t e s t  de Fischer-Student nous permet d 'aff i rmer que l e  taux 

de CIC de ces deux population e s t  significativement d i f f é r e n t ,  avec 

une probabil i t é  d ' e r r eu r  inf2r ieur  à 0.001. 

2 - Corrélation en t re  1 'AC0 e t  l e s  CIC 

I Un t e s t  de corrélat ion par régressi  on 1 inéai re  a é t é  effectué 

pour comparer l e s  Ln des taux de COA à ceux des CIC dans l a  population 

vénézuél i enne étudiée.  La f "gure 15 nous mdntre qui i 1 y a une corrél  a t i  on 

en t re  ces deux facteurs  sériques,  avec une d ro i t e  ayant pour équation : 

Ln y = 20.852 + 0.259 Ln x 

IX - SPECIFICITE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL IA2-23 

1 - En Immunodiffusion ( D D G )  ~ 
L' IgM Mn IA2-23 é tan t  capable de former u n  a r c  de précipi ta t ion l 

vis-à-vis de 1 ' Ag Ov en DDG,  sa capacité de reconnai ssance d '  au t res  1 
antigènes a pu ê t r e  analysée par co t t e  méthode. 1 

La Photo 10 montre que c e t  anticorps monoclonal reconnaît cer- 

ta ines  f rac t ions  antigéniques solubles de cer ta ins  nématodes t e l s  que l 
Dipetalonema v i  teae ( 2 )  , Ascaris suum ( 3 ) ,  Toxocara cani s ( 4 )  e t  

Panagrellus species ( u n  nématode l i b r e  u t i l i s é  pour l e  diagnostic immu- 

nologique des ankylostomoses e t  anguilluloses) mais ne r éag i t  pas avec 
l 

l e s  antigènes du nématode Trichine1 l a  s p i r a l i s  ( 6 )  e t  d'un trématode l 
Fasciol a hepatica ( 7 )  dans nos conditions expérimental e s .  1 

1 

S u r  l a  Photo 11, on peut voir une f a ib l e  réaction posit ive avec- 1 
l ' e x t r a i t  antigénique soluble de Taenia saginata ( 8 )  mais pas avec l e s  

antigènes solubles du l iquide hydatique (1)  ( E .  granulosus - aut re  cestode) . I  



2 5 10 20 5 O 
Ln des % Ac Mn anti-0." (lZ51) précipite 

Figure 15 : Représentation graphique de la corrél ation entre antigènes 

circulants de 1'0nchocercose ( A C O )  dosés par l e  RIPEGA e t  complexes 
immuns circulants (CIC) dosés par le  t e s t  de liaison au Clq marqué. 

,,LI LLL i3 - -  



Photo 10 : Oouble diffusion en gel opposant I ' I g M  noon-clona12 (Mn) 

( 4  ,ug/lO ,ul ) aux antigènes iui vants ( 2  z1g/100 u1)  : 

2 : Di petalonema v i  teae 

3 : Ascaris suum 

4 : Toxocara canis 

3 : Panagrel 1 us speci es 

6 : Trichinel l a  spiral  i s 

7 : Fasciola heoatica 



Photo 11 : Double diffusion mettent en évidence une réaction positive 

-ntre 1 '. IgM (Mn) ( 4  ,ug/10 pl) e t  cartains antigènes parasi - 
t a i res  ( 2  mg/100 , u l ) .  

1 - Liquide hydatique de Echi nococcus granul osus 

2 - Toxoplasma gondii 

3 - Aspergi 1 l'us fumigatus 

4 - Aspergill us flavus 

5 - Alternaria tenuis. 

6 - Penicillium notatum 

7 - Mucor mucedo 

8 - Taenia saginata 

9 - Trypanosoma cruzi 

10 - o. vo1vulus 



Aucune réaction n ' e s t  observée avec l e s  antigènes solubles de protozoaires 

e t  de champignons t e s t é s .  Bien que ces deux lames de DDG montrent que l e s  

réactions croisées ne sont observées qu'avec cer tains  antigènes d 'he l -  

minthes, i l  a é t é  jugé u t i l e  de confirmer q u ' i l  s ' a g i s s a i t  bien d'une 

réaction antigène-anticorps e t  non d'une réaction due à une "C-reactive 

protein" (CRP) qui r éag i ra i t  avec la  substance C contenue dans l a  plupart 

des antigènes paras i ta i res ,  y compris ceux des protozoaires e t  des cham- 

pignons. Cette réaction ne donne pas l i eu  à une réaction antigène- 

anticorps vraie  mais à une floculation qui d o i t  normalement d ispara î t re  

après immersion des lames dans du  tampon c i t r a t e  de sodium pendant 3 

heures. Les r6sul ta t s  (Photos 12 e t  13) confirment q u ' i l  ne s ' a g i t  pas 

d'une C R P .  En e f f e t ,  s i  on oppose un sérum anti-CRP à u n  sérum humain 

contenant de l a  CRP (Photo 12), on observe une réaction. On peut remarquer 

sur la  Photo 13 qu ' i l  n ' y  a pas de réaction ent re  ce t  antisérum anti-CRP 

e t  1 'anticorps monoclonal IA2 23 puri f i é .  Les systèmes préci p i  t an t s  

observés avec cer tains  antigènes d'helminthes ( D .  v i teae,  A .  suum, 

T .  canis,  Panagrellus sp,  T .  saginata) sont donc dues à une réaction 

immun01 ogique. L'anticorps monocl onal IA2-23 reconnaît donc u n  déter- 

minant antigénique présent dans cer tains  des antigènes de nématodes t e s t é s  

mais également dans celui  d ' u n  cestode T.  saginata,  dans nos conditions 

expérimentales. 

2 - En ELISA 

La spéc i f i c i t é  de l'Ac Mn IA223 a é t é  analysée en ELISA vis-à-vis 

de plusieurs antigènes parasi ta ires .  Une analyse du Tableau 12 montre que 

ce t  anticorps reconnaît u n  déterminant antigénique qui e s t  également 

présent dans l 'ant igène de Toxocara canis ,  Panagrellus,~Dipetalonema viteae,  

Ascaris suum e t  Taenia saginata. 



Photo 12 Vérification de l ' ac t i  v i  t g  du sérum anti  -CRP en OOG vis-à-vis 

de serum (1 - 4) pouvant presenter l a  " C  r é a c t i v e  ?rotSina".  

Photo 13 : 30u91e diffusion en gel opposant i ' :çM nonocl onal e ()ln) 

14\2 23 à deux concwtrat ions de sérum a n t i  -C2P. 



1 Antigène 
! 

Sérum +- 
i 

Bl anc 1 

1 Schi stosoma 
I mansoni 
l 

Toxocara cani s  

/ Panagrel 1 us 

l Trichinel?a 
srii ra l  i s 

1 / Di petal onema 
I 

j viteae 

/ Ascaris suum 
1 / Liquide hydatique 

1 Fasciola hepat ica(  1,97 

/ Taenia saginata 
I 

Tableau 12 : Spéci f ic i té  de l 'Ac Mn IA2-23 en ELISA. L'antigène e s t  f ixé  

à 5 pg/ml. Les sérums pos i t i f s  proviennent s o i t  de pa t ien ts ,  s o i t  de lapins.  

x Représente 1 es val eurs jugées posi t ives  . 



3 - En RIPEGA 

La spécif ici té  t e l l e  qu 'e l le  es t  jugée par l e  RIPEGA concerne 

uniquement la  reconnaissance d'un déterminant antigénique présent dans 

l 'antigêne circulant dans l e  sérum. Les résultats  o n t  é t é  rapportés 

précédemment (Chapitre V - VI1 - 4 ) .  

X - ESSAI DE MISE EN EVIDENCE D ' A C O  DANS LES URINES PAR R I P E G A  

1 - Mise au point . 

Comme pour l a détection d'AC0 dans l e  sérum, i l  a é té  nécessaire 

d ' é tab l i r  une courbe de solubi 1 i t é  de 1 'Ac :4n 1lZ5 dans l e  milieu urine. 

Nos premiers essais nous ont révélé que dans un mi1 ieu urine p u r  on ne 

préci pi t e  que 50 % des protéines marquées avec du TCA 20 %. 11 s ' e s t  donc 

avéré nécessaire de réal iser  l'expérience dans un mélange de sérum e t  

dlur .ne.  En  e f fe t ,  cet apport en protéine aide à l a  précipitation des 

immunoglobulines marquées e t  on obtient ainsi u n  témoin TCA représentant 

près de 80 % de l a  radioactivité in i t i a le .  Par l a  sui te ,  toutes l es  expé- 

riences ont été réalisées avec 100 ~1 de sérum dilué au 1/2..5e ajoutés ailx 

100 pl d'urine à tes ter .  

La Figure 16 montre la cinétique de précipitation de 1 'Ac Mn 1lZ5 

dans un mélange urine + SHN 1 /2  .5e.D8après cet te  courbe, la  concentration 

de 5 % de PEG a éte' sélectionnée. 

Au cours des diverses expériences de mise au point de ce t e s t ,  i l  

a été montré que des urines de sujets sains, concentrées mais non dialysées 

pouvaient donner des pourcentages de préci pi  tation de 1 ' Ac Mn 1lZ5 al lant 

jusqu'à 55 %. Ces mêmes urines, après 48 heures de dialyse contre de l 'eau 

d i s t i l l é e  donnaient des t a u x  voisins de 5 %. I l  e s t  à noter que l e s  écarts 



% PEG 

. Figure 16 : 'Courbe de précip- i ta t ion de 1 ' an t icorps  monocl onal 

ant i -0 .  v o l ~ ~ u l u s  (Ac Mn -. an t i -0 .v )  en milieu sérum + urine,dans 

dans d i f f é r en t e s  concentrations de polyéthylène glycol ( P E G ) .  





types des urines témoins restaient  toujours importants. Les urines 

de patients européens a t t e in t s  de protéinurie n'entraînaient pas de 

pourcentage de précipitation plus élevé. 

Une courbe dose réponse a é t é  é tabl ie  à par t i r  d'Ag Ov dilué 

dans un pool d'urine témoin. Elle e s t  représentée Figure 17. L'augmen-. 

tation du pourcentage de préci pi tation de 1 'Ac Mn 1125 en fonction de 

la concentration d'antigène indiqué qu ' i l  e s t  possi bl e de doser de 

1 'antigene en milieu urtne + sérum par la  technique du RIPEGA. 

2 - Etude d'urine de patients onchocerquiens 

Des urines de patients onchocerquiens concentrées 10 fo i s  ont 

é té  étudiées dans ces mêmes conditions. La moyenne e t  l ' é c a r t  type d t ;  

urines témoins sont de 3.63 0 .9 .  On peut é tab l i r  l e  seuil de posi- 

t i v i t é  comme étant  l a  moyenne additionnée de deux fo i s  l ' é c a r t  typesoi t  

supérieure à 5.43.  Sur les  23 urines étudiGes, une seule,  lors de deux 

experiences différentes,  s ' e s t  avérée ê t re  au-dessus de ce sedi1 avec 

une valeur de 5 . 7 7 .  La moyenne e t l ' é c a r t  type des 25 urines Studiées 

sont de 3.75 1.09.  La différence entre les urines 0.v e t  les  témoins 

n ' es t  pas statistiquement signif icat ive ( p  = 0 .4 ) .  I l  semble donc que 

1 ' antigène détecté par 1 ' anticorps monoclonal IA2-23 ne soi t  pas prése : : 

dans l e s  urines de patients onchocerquiens ou qu ' i l  s o i t  présent sous 

une forme non décelable par ce t te  technique. 

XI - DETECTION D'ACO PAR CES TECHNIQUES DIRECTES (SRIA) 

1 - Choix du suauort 

Le choix d u  support ( b i l l e s  ou plaques) a é té  f a i t  d'après les 

courbes doses-reponses obtenues à par t i r  des mêmes solutions d'antigène 



dissous dans du SHN. Les conditions de réalisation o n t  é té  ce1 1 es 

définies comme optimal es pour chacun des t e s t s .  La superposition 

des deux courbes (Fig. 18) montre que l 'on a t t e in t  u n  plateau beaucoup 

plus rapidement avec des plaques en polyvinyl chloride 

Cependant, ce même support semble apporter de meilleurs résul ta ts  

quant à l a  sensibi l i té  d u  t e s t .  Etant données les faibles concentrations 

l d'antigène circulant présentes dans l e  sérum de patients onchocerquiens, 

cet te  dernière caractéristique e s t  plus importante. Le seuil de détec- 

t i o n  du SRIA-P se s i  tue donc aux environs de 0.1 pg/ml d'Ag Ov. 

2 - Etude de sérums de patients onchocerquiens 

~ Les résul ta ts  obtenus sont représentés graphiquement Figure 19 .  

Les moyennes e t  écarts  types sont l e s  suivants : 
- 

SHN : x = 1.37 ' 0.15 
- 

SOv : x = 2.34 2 1.71 

La différence e s t  s ignif icat ive avec une probabilité d 'erreur 

inférieure à O.GO9. 

Si 1 ' o n  considère comme positive toute valeur supérieure à 

1.67 on détecte de 1 'antigène circulant par ce t te  technique dans 57 % 

des cas. Cette technique e s t  reproductible e t  l e s  plaques sur lesquelles 

l 'ant icorps a é té  f ixé  peuvent ê t r e  conservées à 4 O C  après lavage e t  

séchage à température ambiante. 

XII - DGNlEES BIOCHIMIQUES SUR L ' A N T I G E N E  CIRCULANT 

1 - Analyse par immunopréci pi t a t i  on 

La lame de DDG représentée Photo 13 montre qu ' i l  es t  possiblc 

d'obtenir u n  arc de précipitation en gel entre l 'ant icorps monoclonal 

IA223 e t  1 'Ag TCAs. Les anticorps monocl onaux ne reconnaissant q u  ' u n  
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seul déterminant antigénique, i l  e s t  t rès  d i f f i c i l e  d'obtenir u n  

réseau de préci pi tation que 1 'on peut visualiser sans avoir recours à 

des agents précipitants te1 l e  P E G .  La capacité de cet anticorps 

monoclonal de former u n  réseau de précipitation visible avec l'Ag TCAs 

es t  une indication que le  déterminant antigénique reconnu e s t  répét i t i f .  

11 faut noter également que toutes l e s  tentatives de précipitation 

entre cet anticorps monoclonal e t  u n  sérum ou une urine de patients 

onchocerquiens (concentré au  maximum) n ' o n t  jamais donné lieu à des 

arcs vi s i  bl es. 

La Photo 15 montre que l'Ag TCAs e s t  stable à la chaleur 

puisque le  déterminant antigénique e s t  toujours reconnu après u n  

chauffage à 100°C pendant une demi-heure. 

2 - Analyse par f i l t r a t ion  sur gel 

Après passage de 1 'Ag Ov sur colonne de gel f i  1 t rat ion ACA 44 

les différentes fractions sont fixées sur des plaques en polyvinyl 

ch1 oride e t  analysées par 1 'anticorps Mn 1 lZ5  suivant une technique r a d i o -  

immun01 ogique ( R I A ) .  . L ' hi stagramme de 1 a  Figure 20 représente 1 a  

capacité de l 'anticorps monoclonal IA223 de reconnaître les différentes 

fractions de 1 'antigène. D i  après 1 a  décroissance progressive de la 

radioactivité, i l  apparaît que l e  déterminant antigénique reconnu par 

cet anticorps monoclonal n ' e s t  pas spécifique d'un poids mol écu1 aire 

donné. E n  e f f e t ,  à part ir  d'un poids moléculaire de 60,000, l a  radio- 

ac t iv i té  augmente avec l e  poids moléculaire des fractions, indiquant 

que l e  déterminant antigénique reconnu es t  répé t i t i f .  
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1 Photo 14 : Double diffusion an gel opposant diffgrentos c?ncontntion- 1 

de 1 ' IgM monoclonale (Fin) I A 2  23 3 l  'antigene T t A  soluble 

( 2  mg/ 100 ul ) e t  à un  serum de paLi ent  onchocerqu i en 

prosentant de l  ' antigène ci rcul ant.  

?hot0 15 : Oouole diffusion en sel mettant en Gvidence l a  szao i l  i té 

à l a  chaleur d u  detrrminant a n t i  oéniaue rrconnu par 

1 ' anticorys ?onoc1 onal ( > l n )  . 
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3 - Analyse par migration en gel 

La migration en gel de 1 'antigène T C A  soluble apporte une preuve 

indirecte sur la  nature de l ' an t igène  circulant .  La for te  coloration par 

l e  Schiff ,  e t  une coloration plus fa ib le  par l e  bleu de Coomassie (Photo 16) 

indique q u '  i  1  s ' a g i t  essentiel  1  ement d ' u n  polysaccharide. 



Photo 16 : Electrophorèse en gel de polyacrylamide SOS colorée par le 

Schiff et le bleu de Coomassie. 
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PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-O. VOLVULUS 

La fusion ce11 ulaire e s t  une phase technique où l e  hasard 

joue u n  rôle important e t  qui, par conséquent, e s t  difficilement contrala- 

ble. Pour la  production d'anticorps monoclonaux d'une spécif ici té  donnée, 

on immunise des ra t s  avec un  antigene soluble dans lequel l 'antigène à 

étudier ne représente q u ' u n  fa ib le  pourcentage. On n 'obtient  donc qu'un 

pe t i t  nombre de cel lules de rates produisant des anticorps contre l ' a n t i -  

gène circulant  de 1 'Onchocercose. L ' importance du hasard dans l a  fusion 

cel lu la i re  mentionné plus haut f a i t  concevoir que l e  pourcentage de 

clones posi t i fs  obtenu reste fa ible .  

11 e s t  important que les  ra ts  soient bien immunisés contre 

1 ' antigène à étudier,  ce qui constitue un probl ème dans ce cas préci s ~ u i  sque 

l 'antigène circulant de 1'0nchocercose n ' es t  pas isolé.  On connaît son 

identi té  par t ie l le  a cc 1 'antigène TCA soluble, mais ce t te  fraction étant 

de nature polysaccharidique, e s t  peu immunogénique injectée 

sous ce t te  forme. L'immunisation avec des complexes immuns isolés à par t i r  

de sérum de patients onchocerquiens par u l  tracentri  fugation ou préci p i  tation au 

PEG a permi s 1 a production d 'anticorps anti -O. vol vu1 us. Cependant 1 es  ex- 

périences d'hybridation réalisées à par t i r  de ces ra ts  n ' o n t  pas ,conduit 3 

1 a production d ' anticorps anti -antigène ci rcul ant.  

- 
P o u r  j u s t i f i e r  du  choix des techniques de dépistage u t i l i sées ,  

i l  f a u t  tout d'abord sou1 igner que de t e l l e s  techniques doivent ë t r e  réa1 7 -  

sables dans la journée afin d ' év i te r  l e  repiquage des cel lules q u i  entraine- 

r a i t  u n  travai 1 considérable, e t  u n  gaspi 1 lage de matériel. Les résul t a t s  

obtenus (Tableau 7 )  montrent l'importance d ' u t i l i s e r  deux an t igènes , l aun  



de structure e t  1 ' autre soluble, car l e s  anticorps produits ne 

reconnaissent pas forcément les deux. L 'u t i l i sa t ion  d'antigène TCA 

soluble pour 1 e dépi stage d '  anticorps anti -AC0 n ' e s t  éçal ement pas 

d '  une probabi 1 i  t é  totale puisque 1 ' identi t é  entre l es  2 composants 

n ' es t  que partiel l e .  On peut noter cependant que l e  choix entre 1 es techniri~es 

ut i l i sables  e s t  assez res t re in t  car l 'antigène circulant onchocerquien 

n ' e s t  pas encore isolé. En e f f e t ,  l'emploi de précipitation en gel vis- 

à - v i s  de  sérum de patient ne. peut pas ê t r e  envisagé pour l e  dépistage 

d'anticorps monoclonaux. D'autres techniques t e l  l e s  que le  RIPEGA s on t  

t r o p  lourdes au niveau de l a  préparation de l 'ant icorps (purif icat ion,  

marquage) pou?- 2 t re  u t i  1 i  sées dans 1 e depi s tage. 

T a n t  pour  l'ELISA que pour l a  technique d'immunofluorescence, 

1 'emploi comme conjugué d'une anti -1gG marquée, s o i t  à l a  péroxidase, 

s o i t  à la fluoresceine, impose une res t r ic t ion au niveau des classes 

d'immunoglobulines qui pourront ê t re  détectées. Cependant, l'emploi de 

sérum anti-IgA, anti-IgD e t  anti-IgE mu1 t ip l  ierai  t considérablement l e  

t ravail  de dépistage. De plus, étant donné le protocole d'immunisation 

e t  l a  cinétique de production d'anticorps, i l  é t a i t  plus proDable d ' o b -  

t en i r  des immunoglobulines de classe M ou éventuellement G .  Le dépistage 

d'  IgE anti-0. volvulus conduirait certainement à des résultats  

intéressants mais constitue une voie d'approche différente. 

Le matériel antigénique u t i l i s e  en immunoffuorescence doi t  ê t r e  

de bonne quali té .  Les meilleurs résultats  o n t  é t é  obtenus sur coupes de 

kystes Vénézuéliens qui avaient é té  congelés dans les 5 minutes suivant 

leur prélèvement e t  rapportés congelés au laboratoire. De p1us;cette 

population indienne n ' o  jamais été t r a i t ée  par des ant i f i lar ic ides  e t  



1 es vers sont par conséquent intacts .  Ces observations rappel lent  

les  d i f f i cu l tés  constamment présentes dans 1 'êtude de 1 'Onchocercose. 

On peut rappeler que ce parasite uniquement présent sous les  

tropiques ne se développe chez aucun animal de laboratoire. 

Par conséquent, l e  matériel oncnocerquien uti 1 i  sé (kystes, sérum e t  

urine) provient d'Afrique ou d'Amérique du  Sud e t  doit  parvenir dans 

de bonnes conditions jusqu'au lieu d'étude. Les conditions de 

conservation sur l e  terrain sont souvent inexistantes e t  les  temps de 

transport t r è s  longs. L'obtention de bon matériel onchocerquien dans 

un laboratoire s i  éloigné des zones d'endémie e s t  par conséquent t rès  

d i f f i c i l e  ; el l e  nécessi t e  donc une bonne organisation des personnes travai 1 - 

lant  sur 1 e  ter ra in .  De pl us, 1 'antigène e s t  préparé à par t i r  de vers extra i ts  

d'0nchocercomes de patients infectés. L'ablation de ces kystes nécessite 

une peti te  intervention chirurgicale e t  par voie de conséquence, un  

personnel qualif ié .  Gn comprend donc que l 'antigène 

dlOnchocerca volvulus e s t  u n  produit rare ,  d'obtention d i f f i c i l e .  

Cette situation part iculière à 1 'étude d'une maladie 

n'ayant pas de cycle expérimenta1,fait de l a  technique de production 

d'anticorps monoclonaux une technique de choix car e l l e  n ' u t i l i s e  que 

d'infimes quantités d'antigènes comparée à la production d'un hyper- 

immunsérum. Les techniques de dépistage, ELISA e t  I F ,  présentent égale- 

ment 1 'avantage d '  u t  i l  i ser  peu d'antigène.. 

11 e s t  intéressant de noter que les deux techniques de dépistage 

ut i l i sées  ( I F  e t  ELISA) sont complémentaires. En e f f e t ,  certains antigènes 

de structure ne sembl ent pas ê t re  présents dans 1 ' antigène sol u b l  e , ou 

tout au moins ne se f ixent  pas sur la  surface de chlorure de polyvinyle 

Bien que l'ELISA semble plus approprié pour la détection d'un antigène 



circulant,  donc soluble, l ' I F  ne doit pas ê t r e  négligée car e l le  apporte 

des renseignements sur 1 a localisation de 1 'antigène. 

I I  - LA DETECTION D'ANTIGENE CIRCULANT DANS LE SERU!4 PAR U N  ANTICORPS 
MONOCLONAL 

11 convient t o u t  d'abord de souligner les problèmes inhérents 

à 1 a sélection des mal ades. En e f f e t ,  comme nous 1 ' avons v u  dans 1 e 

chapitre 1, i l  n 'existe pas de diagnostic de 1 'Onchocercose dans sa 

période pré-patente. Par conséquent, on ne possède pas de sérum de réfé- 

rence des différents stades de l ' infect ion.  Seul l e  regroupement par 

tranche d'âge nous apporte une indication sur l a  durée probable e t  

approximative de 1 'infection car la  popul ation Bxudiée e s t  en contact 

1 permanent, e t  dè; la  naissance avec le  vecteur. Cette absence de 
l diagnostic précoce pose u n  problème pour la sélection de controles sains 

de la même ethnie que les  malades étudiés, ainsi que pour l 'étude des 

réactions croisées. Cette lacune rend également hasardeux le  calcul 

d'un pourcentage de faux poci t i f s  e t  de faux négatifs,  pc .amètres 

importants pour 1 'évaluation d'une technique de diagnostic. 

L '  anticorps nonocl onal sélectionné en vue de 1 a d ë t ~ c t i o n  d'AC0 

e s t  de classe IgM. Ceci ne nous iuryrendra p spu i  sque plusieurs pub1 i ca- 

t ions (Paganelli e t  a l . ,  1980 ; Steward e t  a i . ,  1982) font  é t a t  ce la  

présence d'igM dans l e s  complexes imnuns circulants  dans l e  sOrum de 

patients onchocerquiens. En outre ,  dans la  schis:osomiase, les  an t i -  

corps di r igés  contre 1 es antigènes circul ants sont également de classe 

IgM (Nash e t  a l . ,  1978 ; Deel der e t  a l .  , 1980). 



Cet anticorps permet l a  détection d'antigène circulant  (ACO) 
l l 

dans 80 O i  des cas Africains etudiés e t  dans 75 ?i des cas chez l e s  indiens 1 

du Vénézuéla. I l  e s t  de plus remarquable que ce t  anticorps produit can t re  
l 

un antigène d'  origine afr icaine reconnaisse également 1 ' antigène vénézubl i  en. 1 
i 

En  e f f e t ,  1 ' existence o u  1 a  non-existence dl une différence anti génique 

entre czs deux souches f a i t  actuellement l ' o b j e t  d ' u n  su je t  de recherche 

en. col 1 ahorati on avec 1 ' équi pe de Caracas. 

Dans la schistosomiase, des dêsacrords persistent au niveau de 

1 'ex: stence d'une corrélation entre l e  taux d'antigènes circul an t s  e t  i a l 
charge paras i ta i re  (Carl ier  e t  a l . ,  1975 ; Santoro e t  a l . ,  1980 ; Deelder 

e t  a l . ,  1980). Santoro e t  al . (1980) préconisent 1 ' ut i l  isation du  RIPEG.5 

pour 1 'évaluation de l a  charge parasi t a i r e  alors que Deelder e t  a l .  (19e?! 

n'observent pas d 2  corrélation entre 1 ' antigène ci rcul a n t  qu' i  1 détecte 

e t  les données parasitologiques. L2ci pourrait  néanmoins êtr2 expliqué 

par une différence au niveau des antigsnes circulants dosés. Aucune 

étude permettant de f a i r e  de t e l l e s  corrélations n'a été réalisgo préce- 

demment dans l es  Fi 1 arioses. On peut seul ement noter que Karavodin e t  al . 

(1980) e t  Steward e t  a l .  (1982) n'observent aucune corrélation entre l e  

taux de CIC e t  1 e  nombre de m i  crofi 1 a i res .  Les résul t a t s  présentés dans 

cet  ouvrage conf i ment  i ndi rcctenent ces travaux en montrant d ' une part 

un manque de corrél a t i  on entre 1 a présence d'ACOL e t  1 a  m i  crofi 1 arodermi e , 

e t  d 'aut re  part une corrélation positive entre l e s  CIC e t  1 ' A C O .  



L'étude dé ta i l l ee  de l a  popul ation 'iénézuél ienne a perni s pour 

la première fo i s  de corréler  l a  présence d'AC3 aux  données parasitolo- 

giques. L'augmentation avec l ' âge  du nombre de cas présentant des no- 

dules pal pables e t  une microfi larodermie positive n ' e s t  pas surprenante 

chez une population vivant en contact permanent avec l e  vecteur. Cette 

augmentation avec l ' âge  n ' e s t  pas observée en ce qui concerne l a  

présence d.'antigène circulant .  L'hypothèse de départ, e t  q u i  e s t  corrc- 

barge par' des travaux effectués dans d '  autres parasitoses , e s t  que 

1 'antigène circulant  e s t  d 'origine parasi t a i r e ,  probablement u n  proaui t 

de sécrétion e t  diexcrStion 1 ibérs dans la c i rcula t ion,  qui 1 s t  peu 

antigénique, de demi-vie courte e t  qui pourrait  donc donner une indica- 

tion sur l a  charge parasi taire.  En f a i t ,  on n'ooserve pas de correlatici: 

directe entre 1 'antigsne circulant  détecté par 1 ' anticorps monocl onal 

s i i  ec t i  onnE 2 t  1 a charge parasi ta i  re .  

Plusieurs hypothèses pegvent Stre avancées : 

- D'une par?, 1 'anticorps nonoclonal uti l i sS ne reconna7t 

q u ' u n  seul déteminant antigénique e t  ?eut ,  par conséquent, détecter  u n  

antigène autre que celui correspondant à l 'hypothèse de départ. On Deut 



noter, à ce propos, que Deelder e t  a l .  (1980) mettent en évidence 

dans 1 a schi stosomiase deux antigènes ci rcul ants , de migration anodique 

CAA ou cathodique ( C C A )  en immunoél ectrophorèse. L'un d'eux ( C A A )  e s t  

immunogénique, facilement détectable dans l e  sérum mais n'apporte 

aucune indication sur la charge parasi taire.  L'autre ( C C A )  se retrouve 

dans l es  urines e t  semble ê t r e  un meilleur candidat mais sa détection 

par des techniques sensibles es t  freinée par l e  f a i t  que son manque 

d '  immunoqéni ci t é  .rend d i f f i c i l e  la production d ' u n  bon anti sérum. 

- L '  immunogénici t é  des antigènes circul ants semble ê t r e  u n  fac- 

teur important car c ' e s t  probablement 1 a formation d 'anticorps contre 

ces antigènes, e t  ensuite de complexes immuns circulants qui e s t  à 1 'o- 

rigine du manque de corrélation avec la  charge parasitaire. On peut 

ainsi envisager qu'au début de l a  maladie, l e s  antigènes sont 1 i bres 

dans la circulation. Par l a  sui t e ,  une réponse immunologique 

se développe, pouvant conduire à une si tuat ion o ù  les  anticorps sont en 

excès e t  où aucun s i t e  antigénique n ' e s t  l ibre  au seindescomplexes 

immuns. Dans ce cas,  i l  n ' e s t  pas possible de détecter 1 'antigène c i r -  

culant par l e  R I P E G A ,  bien qu ' i l  so i t  présent chez le  malade. Ceci 

expliquerait les  cas négatifs en AC0 mais présentant un  diagnostic para- 

sitologique posi t i f .  

.. ' Une corrélation entre l'AC0 e t  les  CIC a é t é  observée, ce qui peut 
l 

l suggérer quel ' antigène reconnu par 1 ' anticorps monocl onal sél ectionné 

joue u n  rôle dans l a  formation des complexes. 11 faut  noter cependant 1 
que cet te  technique de fixation du  C l q  ne détecte pas que les  CIC 

spécifiques de l'Onchocercose. Une t e l l e  technique s e r a i t  t r ès  u t i l e  st 

permettrait de vér i f ier  1 ' hypothèse ci tée plus haut. E l  l e  pourrai t ê t re  

basée sur l a  fixation des complexes à u n  support par u n  s i t e  antigénique 



1 1 i bre e t  leur visualisation s e r a i t  réal isée par un sérum anti-immunoglo- 

buline humaine marqué. Cependant, ce genre de technique se ra i t  l imi té ,  ! 
I 

comme l e  RIPEGA,  par la  présence de s i t e s  antigéniques l ibres .  11 appa- 
l 

r a i t  donc d i f f i c i l e  lorsqu'on parle de détection d'AC0 de n'avoir que 

de 1 'antigène 1 i bre, e t  i l  n 'es t  pas encore possible de pouvoir détecter 

des C I C  spécifiques de l'Onchocercose. Ceci explique que pour certains 
1 

1 1 

cas part iculiers ,  on nepuisseobserverde corrélation entre ACO e t  C I C .  

L'étude d'une corrélation entre l'AC0 e t  les données parasi- 

tol ogiques par tranches d '  Zge apporte une information t r è s  intéressante 

en ce qui concerne les  enfants de moins de 10 ans. On note en e f f e t  

que l'AC0 e s t  présent chez 9 1  % de ces enfants alors que seulement 

52 % d 'entre  eux ont une microfilarodermie positive. Ces observations 

sont t rès  importantes car e l l e s  montrent que la  présence de l 'antigène 

circulant étudié grâce à l 'ant icorps monoclonal permet un  diagnostic 1 

précoce de 1'0nchocercose. De plus, cet antigène est  présent dans 

83 :6 des cas présentant une microfilarodermie négative. Cette technique 

presenterait ainsi l e  gros avantage de permettre un diagnostic plus précoce 

de 1 a maladie. €1 l e  ne peut cependant pas remplacer complètement l e  diag- 

nostic parasitologique par biopsie cutanée car on a observé 27 '% de cas 

présentant des microfi la i res  mais où COA n 'a  pu ê t re  détecté. Ces cas 

présentent une microfilarémie fa ible  ou moyenne e t  i l  e s t  possible qu' i l  

y a i t  u n  excès d'anticorps masquant ainsi tous les  s i t e s  antigéniques. 

Un seul cas sur 15 présentant une microfil arodermie élevée s ' e s t  révélé 

négatif en C O A .  Les autres techniques envisageables en vue de la 

détection d'antigènes circulants dépendent également de l a  présence 

de s i t es  antigéniques l ibres  e t  ne détecteront pas d'antigènes 



dans les cas où les  anticorps sont en excès. Pour permettre u n  diagnosti c 

sérologique complet des antigènes circulants e t  éc la i re r  les  différentes 

hypothèses analysées plus haut, i l  faudrait  compléter l e  2IPESA Dar une 

technique de détection des C I C  spécifiques de 1 '3?chocercose. En e f f e t .  

l a  technique de dosage par l e  C l q  radiomarqué ne tenant pas compte de 

l a  spécif ic i té  des CIC mesurés, i l  s e r a i t  hasardeux de s'adonner à une 

étude de corrélation $lus approfondie entre 1 'ACO, l e s  CIC e t  l e s  

données parasitologiques. 

D'après les  études réalisées en immunofluorescence, l ' an t icorps  

monoclonal IA2-23 semble reconnaître la cuticule des microfilaires.  

L'antigène circulant  détecté se ra i t  donc une conséquence de la destruc- 

tion des microfilaires.  Cependant, i l  res te  à expliquer la  mise en 

évidence d'AC0 dans des cas de microfilarodermie négative, ainsi que 

chez de t r è s  jeunes enfants où' i l  e s t  peu probable que des microfilaires 

soient produites. On peut, pour cela ,  envisager l 'exis tence de réactions 

croisées entre les  cuticules de microfilaires ( L I )  e t  de stades infes- 

tan ts  (L3) e t  nême de stadeslarvairesL4. Il e s t  probable que,comrne c ' e s t  

l e  cas pour Dipetalonema viteae (Haque e t  a l . ,  1 9 8 2 ) , i l y a i t  une destruc- 

tion naturelle (non immunologique) d ' u n  grand nombre de larves L3 e t  L4 

qui deviennent probablement des antigènes circulants. 5i 1 e détermi nant 

antigénique reconnu par 1 'anticorps monoclonal e s t  présent dans les  larves 

L3 e t  L4, i l  e s t  alors vraisemblable d 'obtenir  u n  diagnostic précoce en 

u t i  1 isant ce t  anticorps. Cette hypothèse e s t  t r è s  d i f f i c i l e  à vér i f i e r  

techniquement, de par l a  d i f f i cu l t é  (ou 1 ' impossibil i té) d 'obtenir des 

larves L3 ou 1 4  en l 'absence d'un modèle expérimental. 

De nombreuses informations sur 1 ' ori gi ne somatique ou métabo i i - 
que de l 'antigène détecté ainsi  que sur son rôle dans les  C I C  pour- 

raient  probablement ê t r e  obtenues en suivant l 'évolution de ces paramètres 

chez une population t r a i t é e  par une drogue microfilaricide tel l e  aile la  

aiéthylcarbamazine. Cette étude ne peut cependant pas ê t r e  réal isée su r  



la population Vénézuélienne analysée ic i  car des chocs anaphylactiques 

graves pourraient survenir (voir  Chapi t re  1 )  qui , en 1 ' absence d'une 

infrastructure hospi t a 1  i ère proche, ri squeraient d 'ê t re  fatal S .  

I I I  - ABSENCE DE L ' A N T I G E N E  CIRCULANT ETUDIE DANS LES URINES D E  PATIENTS 

ONCHOCEROU 1 ENS 

11 faut t o u t  d'abord noter qu ' i l  e s t  important de f i l t r e r  

toutes les urines avant congélation ou lyophilisation. En e f f e t ,  des 

microfilaires peuvent Gtre libérées dans les urines de patients e t  de 

t e l s  traitements entraîneraient une 1 ibération a r t i f i c ie l  le  d'antigène 

parasi ta i re .  

L'obtention d'une courbe dose-réponse avec une solution d'Ag Ov 

dans de l ' u r ine  montre qu' i l  e s t  techniquement possible de détecter de 

l 'antigène dans de l 'ur ine .  Cependant, d'après les spécimens analysés 

i c i ,  1 'antigène circulant reconnu par 1 'anticorps monoclonal n ' e s t  pas 

présent dans les urines. 

Dans la schistosomiase où les  études sur les  antigènes circulants 

ont é té  les plus développées, Carlier e t  a l .  (.1975) met en évidence u n  

antigène "Mu dans les urines de patients a t te in ts  de schistosomiase qui 

pourrait correspondre à 1 'antigène "CCA" décri t  par Deelder e t  a l .  (1980). 

Cependant, l e s  antigènes circulants détectés dans l e  sérum de patients 

par Santoro e t  a l .  (1980) e t  celui à migration anodique, le  "CAA" de 

Deelder e t  a l .  (1980) ne sont pas mis en évidence dans les urines. Vice- 

versa , Carlier e t  a l .  (1975) n'ont pu mettre en évidence dans les 

sérums l 'antigène "Mu qu ' i l s  détectent dans l ' u r ine .  



Tous ces arguments sont en faveur de l'hypothèse suivant laquelle 

l'antigène étudié ici n 'es t  pas présent dans les urines onchocerquiennes 

mais qu' i 1 peut exister un  autre (ou d'autres) antigène(s) qui pourrai ( e n t ) t  

ê t re  détecté(s) par un autre anticorps que celui ut i l isé .  

Une autre hypothèse mérite d 'ê t re  considérée. 11 est possi bl e 

que des antigènes parasitaires ne passent dans les urines que lorsqu'il  

y a des lésions rénales. Ces lésions sont surtout observées après t ra î -  

tement par la diéthylcarbamazine où l a  formation de très nombreux complexes 

immuns (peut-être de nature différente de celle des sujets non t ra i tés )  

entraîne de nombreuses complications, notamment rénales. Le f a i t  que 

1 a population Vénézuél ienne n 'a i t  jamai s été t ra i tée  pourrait al ors 

expliquer ces résul ta ts .  Dans ce cas, on pourrait expliquer 1 'unique 

résultat posit if ,  non pas comme u n  artefact ,  mais par l a  présence chez 

l e  patient de lésions rénales d'une autre origine. 

IV - SPECIFICITE DE L'ANTICORPS MONOCLONAL IA723 

Les anticorps produits par des cellules issues d'un même clone 

ce1 1 ulaire ne reconnaissent qu'un seul déterminant antigénique. Cependant, 

les résultats obtenus en double diffusion en gel e t  en ELISA révèlent 

que le  déterminant antigénique reconnu es t  répéti t if  non seulement dans 

1 'antigène d'O. vol vu1 us mais également dans ce1 ui de nombreux autres 

helminthes. Tous ces antigènes o n t  en commun la présence de substance C, 

On pouvait donc imaginer que la  solution d'anticorps monoclonal soit  

ou contienne une "C réactive protéine" ou CRP. Les résultats négatifs 



obtenus vis-à-vis d ' u n  sérum anti-CRP, e t  vis-à-vis d'antigène de 

protozoaires e t  de champignons écartent cependant l'hypothèse d'une C R P .  

Les réactions croisées observées en R I P E G A  sont beaucoup moins 

importantes. Il semble donc que la ou les  molécule(s) contenant l e  

déterminant antigénique commun ne se trouve(nt) pas, ou moins fréquemment, 

en circulation dans les autres helminthiases. 

Ce manque de spécif ici té  n'a pas de conséquence néfaste impor- 

tante, dans un t e s t  comme l e  RIPEGA s '  i l  e s t  t rès limité en ce q u i  con- 

cerne les antigènes circulants.  Par contre, l e s  réactions croisées avec 

une f i  1 ai re expérimentale comme Di petal onema v i  teae peuvent ê t re  t rès  

bénéfiques dans l 'é tude d'une maladie où l 'antigène e s t  s i  d i f f i c i l e  

à obtenir. Des expériences préliminaires o n t  ainsi pu ê t re  réalisées 

sur 1 ' haemaggl utinati  on par 1 ' anticorps monocl onal de globules rouges 

sensi b i  1 i sés avec de 1 'antigène de D .  v i  teae. 

V - MISE AU POINT DE TECHNIQUES DIRECTES POUR LA DETECTION DE COA 

L'util  isaf ion de techniques directes avec 1 e positionnement 

de 1 'antigène entre deux anticorps issus du  même clone cel lulaire peut 

ê t r e  envisagée grâce à la  répét i t iv i té  du déterminant reconnu. Les résul- 

t a t s  obtenus en SRIA-P sont encourageants puisque l 'on obtient 57 % de 

cas posi t ifs  pour une série de sérums onchocerquiens pris au hasard. 

Cette technique e s t  moins sensible que le  RIPEGAy à en juger par ce 

pourcentage e t  par 1 a di 1 ution 1 imi t e  d'  antigène détectée. L'élaboration 

d'une technique à double "sandwich", uti  1 isant comme conjugué u n  sérum 

anti-immunoglobuline de ra t s  es t  en cours,elledevraitaugmenter considéra- 

blement l a  sensi t ivi té  du  t e s t .  Cependant, pour que l e  conjugué ne 



reconnaisse pas 1 ' anticorps monoclonal de r a t  f i  xé au support, i 1 e s t  

nécessaire d ' u t i l i s e r  un fragment (Fab' ) 2 .  En e f f e t ,  l e s  réactions 

i diotypes anti -idiotypes étant  oasées sur 1 a reconnaissance du fragment Fc 

des immunoglobulines, l ' u t i l i s a t i o n  de portions (Fab1)2 év i t e ra i t  des 

brui ts  de fond t r è s  importants dus à 1 a reconnaissance de 1 'anticorps 

fixé.  

On peut également envisager l a  détection de CIC spécifiques 

de 1 'Onchocercose par une technique similaire.  Elle consiste à f i x e r  l a  

par t ie  (Fab1)2 de l 'ant icorps monoclonal, à incuber l e  sérum d e  patient 

comme dans l a  techniqueprécédernent décri te ,  e t  à révéler les complexes 

immuns q u i  sont f ixés  par l e  biais  d'un s i t e  antigénique l ibre  avec u n  

sérum anti-IgM ou IgG humaine. Une te1 l e  technique ne peut cependant pas 

détecter t r è s  efficacement l e s  CIC en excès d'anticorps.  

Dans les deux cas d'expériences mentionnées, l e  conjugué peut 

u t i l i s e r  des marqueu:-s enzymatiques, comme en ELISA. De te l les  techniques 

pourront al ors ê t r e  standardi sées e t  commerci al i sées , grâce à 1 ' u t i  1 i sa- 

tion d'anticorps monoclonaux e t  pourront ê t r e  mises en application sur 

l e  te r ra in  grâce à 1 ' u t i l  i sation de marqueurs enzymatiques. 

VI - CARACTERISTIQUES DE L'ANTIGENE CIRCULANT DETECTE 

Les études biochimiques pré1 imi naires réal i sses ic i  apportent 

quelques informations sur - la  nature de 1 'antigène ci rcul ant dans 1 'Oncho- 

cercose, s u j e t r e s t é  jusqu'alors inexploré. Cet antigène e s t  de nature essen- 

tiellement polysaccharidique e t  demeure s table  à l a  chaleur. On retrouve 

ic i  les  caractéristiques des antigènes ci rcul ants de 1 a schi stosomiase 

(Car1 i e r  e t  a l . ,  1975 ; Deel der e t  a l . ,  1980) .  Les polysaccharides étant  

en général peu immunogènes, cet te  caractéristique de l 'ant igène circulant 

explique les d i f f icu l tés  d'obtgntion d'un hyperirnmunsérum contre 



1 'antigène circulant e t  par conséquent 1 'avantage de 1 ' outil monocl onal . 

Les résultats obtenus en f i  1 tration sur gel indiquent que le 

détermi nan t  antigénique reconnu par 1 ' anticorps monocl onal es t  présent 

dans toutes les fractions d ' u n  poids moléculaire supérieur à 60,000. 
I 

Ce déterminant antigénique semble donc hautement répét i t i f ,  ce qui 

complique l'étude biochimique de cet antigène e t  de son rôle dans des 

systèmes de prolifération ce1 lulaire in vitro. 

La possession d' u n  anticorps monocl onal contre 1 'antigène 

circulant devrait permettre la purification de ce dernier par l e  biais 

de techniques biochimiques plus fines. Cependant, l e  choix des techniques 

util isables restera 1 imité par l e  manque d'antigène e t  cela risque de cons- 

t i  tuer u n  frein important à 1 a caractérisation biochimique de 1 'ACO. 
























































