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INTRODUCTION

Les Schistosomiases sont des maladies provoquées par des parasites du genre
Schistosoma. La définition épistémologique du concept « Schistosoma » nous vient de
la Grece : schisto= fendu et soma=corps). Ce concept illustre bien la forme du parasite
responsable de la maladie. Bien que son histoire connue remonte jusqu’a I’ Ancienne
Egypte, il ne fut décrit pour la premiere fois qu’en 1851 par Théodore BILHARZ. Ce
dernier donna son nom a la maladie d’ou le concept « Bilharziose ».

L’infection bilharzienne, résulte d’une parasitose due a la présence dans I’organisme
de vers trématodes (schistosomes ou bilharzies) a sexes séparés.

Cinq especes du genre Schistosoma sont pathogeénes pour I’homme:

S. haematobium : I’agent de la bilharziose uro-génitale.

S. mansoni : responsable de la bilharziose intestinale et parfois hépatosplénique.

S. japonicum et S. mekongi a 1'origine d'une redoutable bilharziose intestinale avec
complications hépatiques.

S. intercalatum provoque une bilharziose rectale et génitale.

Les conséquences sanitaires et socio-économiques de cette maladie sont majeures dans
les pays en développement, car, sur ’ensemble des maladies parasitaires, elle n’est
précédée par ordre d’importance que par le paludisme. Elle est aujourd’hui dans le
groupe des maladies tropicales négligées.

Elle est rencontrée dans pres de 76 pays a travers le monde avec 200 millions de
personnes atteintes, et, 600 millions de personnes seraient exposées de par le monde
parce que vivant en zone d’endémie. Chaque année, il est signalé dans le monde 8 a 10
millions de nouveaux cas et entre 200 et 400.000 déces par an [31, 36, 16, 34, 4].

Prés de 85% des personnes atteintes vivraient au Sud du Sahara avec un taux de
mortalité de 200.000/an [34].

Situé en Afrique de I’ouest, le Mali est un pays tres enclavé, traversé par 2 fleuves : le
fleuve Niger et le fleuve Sénégal. Avec une superficie de 1 241 238 km?, le Mali est
parmi les pays les plus pauvres de la planéte avec une population d’environ
14.500.000 habitants (INSTAT, 2010) [90].

Ces deux fleuves constituent des zones a risque pour les populations riveraines, les
exposant ainsi aux affections parasitaires qui sont principalement le paludisme et les
schistosomiases. Suite une large distribution de la bilharziose, un projet de lutte fut
créé deés 1979, il fut transformé par la suite en Programme National de Lutte contre les
Schistosomiases en 1982.

Malgr¢ les efforts d’un programme de lutte initié depuis presque deux décennies, la
bilharziose reste toujours d’actualit¢ au Mali. Les especes les plus rencontrées au Mali
sont : S. haematobium et S. mansoni. S. haematobium est 1’espece la plus répandue.

Thése présentée et soutenue par Monsieur Ousmane H KONATE



aussi d’apprécier ’efficacité du traitement afin d’étudier la réduction de la morbidité et
le taux de réapparition de cette derniére [25, 27, 87, 15].

Il s’agit ici d’un transfert de technologie du Nord (Danemark) vers le Sud (Mali) a
travers la mise a disposition d’équipements suivie d’une formation.

L'intérét de 1’étude consiste a mieux armer les acteurs de la santé pour lutter contre la
bilharziose urinaire. Par I’avénement d’un diagnostic plus sensible et précoce, elle aura
pour objectif le controle de la morbidité liée a la bilharziose urinaire au Mali.
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OBJECTIFS

Notre étude a pour objectifs :

Objectif général :

Evaluer I’applicabilité et la reproductivité de la détection des ECP/EPX par ELISA
dans le diagnostique des schistosomiases au MALI.

Objectifs spécifiques :

- estimer les prévalences globales de la bilharziose urinaire et intestinale ;

- déterminer les indicateurs de morbidité, et leurs répartitions par rapport au

genre, a la tranche d’age et a ’ethnie ;

- estimer les concentrations ECP/EPX et la performance du test ;

- apprécier les degrés de significations des corrélations entre ECP/EPX et les

indicateurs de morbidité liés a la bilharziose urinaire ;
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CHAPITRE I: QUELQUES GENERALITES SUR LA BILHARZIOSE

1. HISTORIQUE :
En 1851 a I’hdpital KASR EL AINI au Caire, THEODOR Maximilian BILHARZ, un

jeune pathologiste allemand (1825-1862) découvre le parasite dans la veine porte d’un
jeune Fellah et lui donne son nom (Bilharziose comme BILHARZ) [2].

Mais déja citée dans les Papyrus d’Eber (1500 ans Avant Jésus Christ), I’existence de
la bilharziose a S.haematobium a été établie par la découverte d’ceufs calcifiés dans la
vessie d’une momie égyptienne de la XXeme dynastie (plus de 1000 ans Avant Jésus
Christ) par Marc Armand RUFFEREST en 1910 il devient ainsi le fondateur de la
paléo-parasitologie [3].

Au Moyen-age, les médecins arabes parlent de " pissements de sang " des caravaniers
revenant de Tombouctou et ces hématuries sont également signalées par les
chirurgiens qui accompagnent Bonaparte en Egypte.

Au 17e siccle, la traite des Noirs vers les colonies espagnoles et portugaises
d'Amérique a permis l'installation de S. mansoni dans le Nouveau Monde.

En 1904, MANSON décrit les ceufs de S. mansoni tandis que KATSURADA, au
Japon, découvre S. japonicum. Enfin, en 1934, FISHER, au Zaire, individualise
S.intercalatum [2].

A partir de 1958, une équipe de I'Institut Pasteur de Lille a commencé a travailler sur
I’immunologie des bilharzioses [5].

En 1978 le S. mekongi a été isolé au Laos, il est responsable de bilharziose intestinale
suivie de complications artério-veineuses [2].

Les progres récents ont porté sur 1'épidémiologie, le diagnostic immunologique et le
traitement par la voie orale. De plus, le modele expérimental de la bilharziose a S.
mansoni est largement utilisé dans 1'étude des mécanismes immunitaires intervenant au
cours des helminthiases.

On insiste actuellement sur I'incidence socio-économique des bilharzioses [2].

2. DEFINITION : La bilharziose est une maladie parasitaire humaine due a la

présence dans I’organisme de vers trématodes (schistosomes ou bilharzies) a sexes
séparés, hématophages et vivant dans le systéme circulatoire veineux de 1’hote définitif
(’'Homme). La transmission, urinaire ou fécale, fait intervenir des hotes intermédiaires
(mollusques d’eau douce) avant que les cercaires ne pénétrent I’homme en traversant
activement sa peau, ces derniers transformés en schistosomes gagnent ensuite le
systéme circulatoire et deviennent adultes [1, 2, 7].
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3. CLASSIFICATION DU PARASITE : [7, 42]

Appartenant a I’embranchement des Plathelminthes a la classe des Trématodes a
I’ordre des Prosostomata au sous-ordre des Strigaeta a la famille des
Schistosomatidae et au genre Schistosoma, 1l comprend 5 especes différentes toutes
pathogénes pour ’Homme :

Especes parasitaires S. haematobium

S. mansoni
S. japonicum
S. mekongi
S. intercalatum
En outre il existe d’autres espéces qui sont de véritables impasses parasitaires chez
I’Homme mais qui parasitent les animaux, nous avons :
S.curasoni et S. bovis en Afique de 1’ouest,
S.mathei en Afrique du Sud et au Zimbabwe

4. EPIDEMIOLOGIE :

Selon I’OMS (1985, 1993), les schistosomiases affectent prés de 200 millions de
personnes a travers le monde, et plus de 600 millions vivent en zone endémique. Les
pathologies urinaires sont causées par S.haematobium et les pathologies intestinales
sont causées par S. intercalatum, S. mansoni, S. japonicum, et S. mekongi [36].

Le nombre de déces dus a des défaillances rénales causées par le S. haematobium est
estimé a 150.000 par an et ceux dus a une hypertension portale due a S. mansoni est
estimé a 130.000 par an [35].

Les 165 millions de cas estimés en Afrique sub-saharienne correspondent a plus de 80
% des cas recensés dans le monde [6].

4.1. Répartition géographique :

Espéces Géographie Pathogénicité | Hote Hote
Intermédiaire | définitif
Schistosoma Afrique, Urinaire Bulin Homme
haematobium
Schistosoma Afrique Intestinale Planorbe Homme
mansoni Amérique centrale Rongeurs
Amérique du Sud
Antilles
Schistosoma Afrique centrale Rectale Bulin Homme
intercalatum Animaux
Schistosoma Extréme-Orient Hépatique Oncomelania Homme
japonicum Animaux
Schistosoma Asie du Sud-est Hépatique Lithoglyphopsis | Homme
mekongi Animaux
Source: [7]

76 pays sont concernés a travers le monde.
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4.2. Parasitologie : [2, 7]

Le ver : Le male de S. haematobium mesure 6 a 20 mm de long suivant
l'espece. Il est cylindrique au niveau de son tiers antérieur qui porte 2 ventouses ; le
reste du corps est aplati et les bords latéraux se replient par le ventre pour délimiter le
canal gynécophore ou se loge la femelle. Les téguments sont couverts d'épines ou de
tubercules. La femelle mesure 7 a 20mm de long ; elle est cylindrique, filiforme, plus
longue que le male de la méme espéce et sa surface est lisse.

Il existe, dans les deux sexes, une ventouse orale située a l'extrémité antérieure du
corps qui s'ouvre dans l'cesophage et une ventouse ventrale, organe de fixation.

Sauf au moment de la ponte, la femelle est placée dans le canal gynécophore, les
organes génitaux males et femelles étant situés face a face, permettant ainsi une
copulation quasi permanente, au cours des déplacements du couple a contre-courant
sanguin.

Vers adulte de S.haema?obium

Figure 1: Adulte de S.haematobium.
Source : http://arachosia.univlille2.fr/labos/parasito/internat:courspar/hematob.htlm

Eufs : Les ceufs de S. haematobium et de S. mansoni sont ovalaires et mesurent
1152 170 um de long sur 40 a 70 um de large. La coque de I'ceuf est lisse, épaisse,
transparente, et percée de nombreux pores ultramicroscopiques ; elle entoure un
embryon cili¢ et mobile, le miracidium, qui présente, dans sa région postérieure, de
nombreuses cellules germinales.

-Les ceufs de S. haematobium portent, a un des poles, un éperon terminal
caractéristique. IIs sont pondus par paquets, dans la sous-muqueuse vésicale et sont
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¢liminés avec les urines. La ponte journaliére de chaque femelle est d'environ 300
ceufs.

Figure 2 : (Buf de S.haematobium
Source: http://arachosia.univlille2.fr/labos/parasito/Internat/courspar/mansoni.html

-Les ceufs de S. mansoni présentent, sur une des faces latérales, un éperon proéminent.
Ils sont pondus un par un dans la sous-muqueuse intestinale et sont éliminés avec les
maticres fécales. Chaque femelle pond environs 150 a 200 ceufs par jour.

Figure 3 : (Euf de S. mansoni
Source : http://md.ucl.ac.be./stages/hyggtrop/eau/schistdia6.html

-La ponte journali¢re de la femelle de S. japonicum dépasse 3 000 ceufs. Ces ceufs,
pondus en paquet dans la paroi intestinale, mesurent 70 pm sur 40 um et présentent
une petite protubérance latérale.

Figured : (Euf de S. japonicum
Source : http://schistosomiases.ifrance.com/
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-Les ceufs de S. mekongi sont plus petits et plus arrondis que ceux de S. japonicum
(60 um X 50 um), mais porteurs également d’un petit €éperon latéral.

Figure 5 : (Euf de S.mekongi
Source : http://schistosomiases.ifrance.com/

-Les ceufs de S. intercalatum se distinguent des autres ceufs de schistosomes infectant
I'homme par leur forme grossieérement losangique, en navette, par leur longueur
atteignant jusqu'a 250 um, par l'existence d'un long éperon terminal a épaulement, par
leur ponte au niveau de la paroi rectale et enfin par leur coloration rouge, comme les
ceufs de S. mansoni, sous 'action du Ziehl vert de méthyl alors que les ceufs de S.
haematobium se colorent en vert.

Figure 6 : (Euf de S.intercalum
Source : http://schistosomiases.ifrance.com/

4.3. Cycle du parasite: [7]

4.3.1. Dans I’eau douce : Les ceufs de bilharzies rejetés dans le milieu extérieur avec
les selles ou les urines vont éclore dans I'eau, si les conditions favorables sont réunies
(température a 25-30°C, ensoleillement, pH neutre). IIs libérent le miracidium qui va
nager a la recherche de son hote intermédiaire spécifique, un mollusque pulmoné
aquatique :

-planorbe du genre Biomphalaria pour S. mansoni, ¢’est un planorbe d'eau douce de 1
a 2 cm de diametre.

Figure 7: Biomphalaria glabrata
Source : http://schistosomiases.ifrance.com/
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-bulin du genre Bulinus pour S. haematobium et S. intercalatum, c’est un mollusque a
coquille globuleuse.

Figure 8 : Bulinus globosus
Source : http://schistosomiases.ifrance.com/

- pour S. japonicum, ce sont des mollusques operculés, semi-terrestres, les
Oncomelania

Figure 9: Oncomelania nasophora
Source : http://schistosomiases.ifrance.com/

4.3.2. Chez I’hote intermédiaire : Le miracidium, apres avoir pénétré dans le
mollusque, bourgeonne, donnant des sporocystes (le miracidium ne survit pas dans
l'eau au-dela de 48 h). La suite du développement s'effectue dans 1'hépatopancréas et
aboutit a la formation des furco-cercaires, larves a queue fourchue de 500 um de long.
Celles-ci s'échapperont du mollusque pour passer dans I'eau avant de pénétrer chez
'hote définitif. La durée totale du cycle chez le mollusque est d'un mois.

Rappelons que chaque espece de Schistosoma a un hote intermédiaire spécifique
comme indiqué plus haut.

4.3.3. Chez I’hote définitif : (I"'Homme), les ceufs issus des vers adultes femelles sont
émis a I’extérieur et principalement dans 1’eau douce a travers les urines ou les selles.
La contamination de I’Homme a lieu aux heures chaudes de la journée, ces moments
constituent un facteur favorable a I’émission de plusieurs cercaires par le mollusque
(hote intermédiaire).

La pénétration des cercaires est transcutanée et active au cours des baignades, lessives,
lavages des vaisselles, activités récréatives des enfants, maraichages, etc... que
I’homme contracte la maladie.
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Apres la pénétration les cercaires se transforment en jeunes schistosomes qui avec le
courant sanguin gagnent le cceur droit, les poumons puis le foie ou ils achévent leur
maturation pour devenir des Schistosomes adultes et se différencier en sexe male et
femelle.

Leur trajet se termine au niveau des vaisseaux sanguins de la vessie ou des intestins
(selon I’espece) et, I’élimination des ceufs s’effectue alors par les excrétas.

A= Infective Stage
ﬂ= Diagnastic Stage
e Cercariae released by snail
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¢ C venous plexus of bladder
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S. CLINIQUE ET PATHOGENIE DE LA MALADIE : |2 ; 33, 50]

Le plus souvent la maladie reste longtemps asymptomatique jusqu’aux
complications.

5.1. Phase de pénétration ou phase initiale : Elle correspond a la pénétration
transcutanée des furcocercaires, c'est la dermatite cercarienne. Avec prurit, réaction
urticarienne localisée qui se voit lors de la premiére contamination, le plus souvent
inapparente (S. haematobium) ou fugace (1 a 2 jours pour S. mansoni).

L’un des facteurs les plus importants dans la pénétration est le temps écoulé depuis
I’¢limination des cercaires par le mollusque. Pour celles de S.mansoni, I’optimum se
situe au cours des premicres heures, au bout de cinq heures, la capacité de pénétration
est fortement diminuée. La température optimale est de 27° a 28°c. Malgre leur
consistance molle, les cercaires percent en 15 minutes I’épaisseur résistante de la
couche cornée, grace a I’action combinée de contraction musculaire et de secrétions
glandulaires en partie enzymatiques.

Une fois la couche cornée perforée, les cercaires migrent en direction oblique a travers
I’épithélium, percent la membrane basale et entrent dans le derme et I’hypoderme. On
admet qu’elle y reste 4 a Sjours.

Les réactions tissulaires provoquées par la pénétration des cercaires a travers les
téguments et par la migration des Schistosomes sont bénignes chez 1’hote non-
sensibilisés, on constate simplement une 1égere inflammation au niveau de la peau, des
poumons et du foie.

Cependant apres plusieurs expositions, des papules prurigineuses peuvent apparaitre
sur la peau et le tableau histologique au point de pénétration est caractérisé par
I’cedéme, I’infiltration péri-vasculaire du derme et I’invasion leucocytaire de
I’épiderme.

Bien que les altérations anatomo-pathologiques et cliniques manifestes soient peu
intenses au cours de I’invasion, surtout par comparaison avec les stades plus tardifs,
I’influence des parasites immatures doit avoir un retentissement important sur 1’état
immunologique de I’hdte.

5.2. Phase d'invasion : Elle est contemporaine de la migration et des transformations
de la schistosomule. Elle correspond aux réactions de I'organisme mis en contact avec
les substances antigéniques et toxiques des vers. Apres une période muette de 2 a 10
semaines suivant la contamination, surviennent les manifestations immuno-
allergiques : fievre (> 38°C), signes cutanés (prurit, urticaire, cedéme), douleurs
(myalgies, arthralgies), toux, parfois dyspnée asthmatiforme, douleurs abdominales,
diarrhées, céphalées. Le diagnostic repose sur la notion d’un bain infectant en eau
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douce (marigot, fleuve), d’une hyper éosinophilie sanguine (jusqu’a 10 000/mm°) et
sur I’immunologie : nombreuses techniques mettant en évidence des anticorps
spécifiques (IEF, hémagglutination, ELISA, €lectro synérese). Cette phase d’invasion
réalise la fievre des safaris (S. mansoni).

5.3. Phase d’état : Elle survient a la fin du cycle, soit environ deux mois apres la
contamination. Les signes cliniques sont en rapport avec le schistosome en cause.

S. haematobium : la dysurie, la pollakiurie précoces sont diurnes et nocturnes ; des
douleurs sus-pubiennes, exacerbées par la miction, obligent parfois le malade a se
courber et peuvent donner I'impression " d'urines chaudes ". Hématurie (prononcée)
terminale ou totale, indolore ;

S. mansoni : Hépatomégalie, le foie est gros, ferme, lisse, parfois sensible. La rate est
¢galement volumineuse. L'hypertension portale est rapidement manifeste : circulation
veineuse collatérale abdominale, et surtout hémorragies digestives ; en revanche,
l'ictere, l'ascite, les cedémes apparaissent tardivement.

S. intercalum : est dominée par les manifestations rectales : diarrhées souvent glairo-
sanguinolentes, douleurs rectales ou colique, ténesmes, prolapsus ;

S. japonicum et S. mekongi : dominée par 'atteinte hépatosplénique, parall¢lement,
I'état général s'altére : fievre, amaigrissement, anémie; mais l'atteinte intestinale est au

second plan.

- Les vers adultes vivants n'induisent pas de réactions inflammatoires des
vaisseaux mais seulement l'apparition progressive d'une immunité relative.
Morts, ils provoquent une endophlébite proliférative avec fibrose [2].

- Les ceufs sont responsables de la plupart des 1ésions anatomopathologiques en
induisant la formation du granulome bilharzien. Centré par un ceuf (d'abord
vivant) embolisé dans un capillaire, il est formé d'€osinophiles et d'histiocytes
puis de cellules épithélioides et géantes, enfin de fibroblastes. L'ensemble
évolue vers la sclérose puis la calcification (pour S. haematobium surtout). Les
1ésions siegent dans la muqueuse, la sous-muqueuse et parfois la musculeuse de
la vessie, des ureteres et des organes génitaux pour S. haematobium, de l'intestin
pour les quatre autres schistosomes. Les 5 especes de bilharzies sont
responsables de I€sions au niveau du foie (surtout S. mansoni, S. japonicum et
S. mekongi), des poumons, du systéme nerveux, de la peau, etc [2].

- Les dépdts d'immuns complexes jouent surtout un role au niveau des
glomérules rénaux et aboutissent parfois a une glomérulonéphrite membraneuse
proliférative responsable de syndromes néphrotiques au cours de la bilharziose
a S. mansoni avec atteinte hépatosplénique. La rate est congestive avec une

Thése présentée et soutenue par Monsieur Ousmane H KONATE

13



fibrose modérée de la pulpe blanche et une hyperplasie réticulo-endothéliale.
Infarctus et périsplénite sont fréquents. [2]

5.4. Complications : [7]

S. haematobium :

-la surinfection bactérienne est responsable de cystites, de péricystites suppurées,
surtout d'infections ascendantes. La lithiase vésicale n'est pas exceptionnelle.
-Prostatite, salpingite, endométrite, stérilité

-pneumonie, myocardite

-myg¢lite, épilepsie

S. mansoni : Hypertension portale grave, et, ['hypersplénisme est responsable
d'anémie, de leucopénie, de thrombopénie.

S. japonicum et S. mekongi : I'hépatosplénomégalie, qui rapidement grave, il s’y ajoute
souvent un ictere, des hémorragies digestives par hypertension portale, des
phénomenes d'hypersplénisme, de 1'ascite, des cedeémes.

5.5. Signes biologiques d’orientation : (S. hiaematobium et S. mansoni)

S. haematobium:

-hématurie variable ;

-anémie variable ;

-¢osinophilie au stade toxémique (30-80%) avec une hyperleucocytose, qui régresse en
période d’état ;

S. mansoni :

-hyperleucocytose variable avec augmentation de la VS

-¢éosinophilie précoce dés la migration larvaire, maximale au stade toxémique (35-
75%), s’atténuant des les pontes, vers le 3eme mois,

-¢lévation des protéines sériques (surtout immunoglobulines).

6. FACTEURS IMMUNITAIRES : [2, 50]

Il est a noter que tout individu de toutes races, tous ages et tous sexes est susceptible
de développer une infection. Une immunité acquise permettrait quant a elle
d’empécher un certain nombre de schistosomule d’atteindre I’age adulte, mais les
survivants finissent par développer une résistance contre cette immunité [50].

La pénétration du cercaire provoquera une premiere réponse immunitaire faisant
intervenir les éosinophiles et I'IgG. Les IgG mettront les éosinophiles et les
schistosomiles en contact, les €osinophiles produiront une substance qui causera la
destruction des schistosomules par lyse. Puis une seconde ou le mécanisme lui
impliquera les IgE et les macrophages. D’autres schistosomules seront détruits durant
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leur migration. Les parasites atteignant leur maturité, auront leurs surface couverte par
des antigenes (CSA : circulating soluble antigen) presqu’identique a ceux de leurs
hoétes si bien qu’il fut démontré que leur présence dans le plasma de patients infecté
par le S. haematobium et S. mansoni confirme la présence du parasite a I’état adulte
[51].

La présence d'ceufs vivants dans les tissus est indispensable a la formation des
granulomes qui sont en rapport avec une réaction d'hypersensibilité retardée
spécifique de l'espece de parasite et faisant intervenir les lymphocytes T. Elle est
induite par la sécrétion des antigenes solubles d'ceufs provenant des glandes du
miracidium qui forment avec les anticorps spécifiques des précipités péri-
ovulaires (substance ¢osinophilique de Hoeppli). L'antigéne soluble d'ceufs
stimule les lymphocytes T dont certains sécréteront des lymphokines inhibant la
migration des macrophages et des €osinophiles ; cet antigéne sensibilisera aussi
les éosinophiles et entrainera la synthese d'anticorps IgE.

Comme autres facteurs immunitaires, il a été constaté que le régime alimentaire a une
certaine influence sur ’efficacité du traitement lors d’infection schistosomienne. Par
exemple des rats ayant une carence de vitamine A résisterait moins bien a une
infection & S. mansoni ; et ; une carence en cystéine, s€¢lénium et vitamine E pourrait
méme étre a ’origine de 1’aggravation de I’infection.

Chez le rat un régime faible en protéine retarderait la croissance et le développement
de S. mansoni tandis que chez ’homme un régime riche en protéine induirait une
réponse immunitaire plus rapide chez un patient lors d’une infection a S. mansoni.
Ceci implique qu’un végétarien répondrait moins bien a un traitement qu’un non-
végétarien [50].

Le traitement peut lui aussi étre a I’origine de 1’apparition d’une immunité partielle sur
pres d’une année. Mais cette résistante a 1’infection s’accroit avec 1’age de I’individu
[52].

7. DIAGNOSTIC : 9, 7, 10]

7.1. Diagnostic Parasitologique (direct)
Il nous permet de déterminer un marqueur de morbidité direct de la bilharziose: la
charge parasitaire qui nous renseigne sur I’intensité de I’infection.

7.1.1. La filtration de 1’urine : Préconisée pour le diagnostic des infestations a S.
haematobium. C’est une méthode d’analyse parasitologique qualifiée de directe. Elle
consiste a prélever 10ml d’urine chez un sujet qui n’aurait pas été préalablement
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astreint a une dicte. Dans le cadre des activités de recherche d’ceufs de S.
haematobium, il est conseillé au patient de faire un effort physique (bilharziurie
d’effort) afin de décrocher les ceufs coincés dans la muqueuse vésicale avant que le
patient n’urine dans le récipient. Et il reste entendu que le récipient utilisé doit étre
propre et stérile. Une fois le prélevement recueilli, il s’agira alors de le faire passer (a
I’aide du piston d’une seringue) a travers un papier filtre contenu dans un cylindre sous
vide. Apres cette opération, nous pouvons nous débarrasser de 1’urine ainsi filtrée. Le
papier filtre sera séché, puis coloré par une solution de ninhydrine (composés
aromatique utilis€ comme révélateur des acides aminés), il sera alors passé au
microscope pour lecture afin d’identifier les ceufs du parasite responsable en cas
d’infection.

Cette observation permettra de mettre en évidence en cas d’infection, la présence
d’ceufs pondus par le parasite en cause [74].

7.1.2. Le Kato-Katz : Cette technique est préconisée pour le diagnostic des infestations
a S. mansoni, S. japonicum et S. intercalum. Parlant du Malj, il s’agira surtout de S.
mansoni. Cette méthode est qualifiée de directe, elle consiste a prélever 24g de selle.
Le mode opératoire permettant la réalisation de cette méthode consiste a déposer un
poids de matiere fécale sur un lame et a recouvrir cette derniére d’un papier cellophane
aprés avoir étalé la masse fécale sur tout I’espace compris entre la lame et le
cellophane, la lame sera chauffée par une lampe de 100w, ainsi la glycérine et la
chaleur éclairciront cette préparation rendant visible les ceufs lors de I’observation a
I’aide du microscope.

Cette observation permettra la mise en évidence d’ceufs pondus par le parasite en
cause en cas d’infection [73].

7.2. Biopsie de l1a muqueuse rectale :

La Biopsie de la muqueuse rectale est un examen fondamental lorsque 1I’examen
parasitologique est négatif. Toutes les especes de Schistosomes émettent des ceufs qui
vont s’emboliser dans la muqueuse rectale.

Les lésions rectales basses sont dues a S.haematobium.

La biopsie est transportée dans du sérum physiologique. Apres éclaircissement, on
recherche les ceufs et I’importance de I’infestation est estimeée.

L’efficacité thérapeutique peut étre appréciée par 1’é¢tude de la vitalité des ceufs (par le
test de 1’éclosion des miracidiums a 25°c dans 1’eau distillée pendant 15minutes) [7].

7.3. Diagnostic Immunologique (indirect) : A la phase toxémique (avant les 50 éme-
60 eéme jours) il est le seul a apporter une réponse positive. Il est aussi utilisé comme
test de contrdle thérapeutique [18].

Les facteurs immunologiques en plus des facteurs de transmission peuvent jouer un
role important dans la régulation des populations de schistosomes. En 1989, une
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approche assée prometteuse a permis de résoudre la problématique de la détection
d’infections dues aux Schistosomes en général par analyse par une méthode
enzymatique (ELISA) du degré d’inflammation du aux ceufs plutdt qu’a la quantité
d’ceufs dans les excrétas [30].

Parmi les méthodes immunologiques utilisées nous pouvons citer: [19]

7.3.1. La réaction péri-cercarienne de Vogel et Minning : Faire agir le sérum du
malade sur des furcocercaires vivantes : le décollement de la membrane
péricercarienne traduit la présence d'anticorps ; cette méthode sensible permet un
diagnostic précoce, des les premieres semaines de la parasitose;

7.3.2. La réaction circum-ova de Olivier Gonzales : Confronte le sérum du patient a
des ceufs vivants qui s'entourent de précipités digitiformes si la réaction est positive;

Ces deux premiers nécessitent des laboratoires trés spécialisés (ce qui éléve
considérablement leurs coiits), et rend leur réalisation quasi-impossible dans des zones
fortement endémiques (pays pauvres) ou les laboratoires sont tres peu équipés.

7.3.3 L’immunofluorescence indirecte sur coupe a la congélation de schistosomes
adultes.
Il est commode et assez spécifique si I'on exige des taux égaux ou supérieurs au 1/200;

7.3.4. La réaction de fixation du complément : qui utilise comme antigene un extrait
délipidé de S. mansoni.

Elle est intéressante dans les infestations récentes, mais souvent négative dans les
bilharzioses chroniques ; il en est de méme de I'hémagglutination;

7.3.5. L’immunoélectrophorese : met en évidence plusieurs arcs de précipitation, dont
I'arc 4 spécifique;

7.3.6. La recherche et le dosage des antigénes circulants : Cette méthode fut établit afin
de surmonter les imperfections de la méthode conventionnelle (parasitologique) et la
technique de détection des anticorps [12].

Elle est basée sur la méthode sandwich par ELISA. Ces antigénes sont mis en
circulation dans 1’hote par la régurgitation des éléments non digérés dans le tractus
intestinal du parasite ; il s’agit plus particulierement du CCA et du CAA. Sa présence
peut étre mise en évidence des la 3eme semaine suivant I’infection [17].

Bien que cette méthode soit tres performante, nous évoluons depuis quelques années
vers la détection d’infections trés 1égeres (ou mono-sexuelles), et & un suivi trés discret
de la chimiothérapie. Afin de répondre a ces exigences des études ont alors été
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entreprises pour élever au maximum la sensitivité de cette technique tout en gardant le
méme principe qu’est celui de ’ELISA.

Une étude menée en 1995 au Mali, confirme ’efficacité de cette méthode par rapport a
la méthode parasitologique dans la détection de S. haematobium en zone endémique, et
conclue en demandant une amélioration et une simplification de la méthode afin
qu’elle soit plus facilement applicable sur le terrain dans le cadre d’une étude de masse
[13].

Pour répondre a cette exigence les bandelettes ont fait leur apparition. Leurs avantages
sont les suivants : [49]

» faciles a utiliser

* rapides

» faciles a lire

* tres précis

* présentent des infections actives

* longues durée de vie

* pas d’équipements

* peu coliteux

Au laboratoire : avec un sérum de prétraitement Sur le terrain (les bandelettes) :

U o &
aCCA

Avidin-AP
o o urie
aCAA | aCCA
membrane I

Figure 10: Principe du CCA sur les bandelettes
Source: Presentation Govert van Dam WHO 2008

aCAA-biotin

Une autre étude a conclu, que bien qu’efficace dans la mise en évidence de S. mansoni
et méme du S. japonicum, que ces bandelettes déterminants le CCA dans son format
actuel n’avait pas une sensibilité suffisante dans le diagnostic de S.haematobium par
rapport au test conventionnelle.

En outre, lors d’études réalisées a Zanzibar, au Niger et au Burkina Faso, les
bandelettes CCA n’ont pas pu détecter des cas de schistosomiases urinaires actives
bien qu’elles donnent des résultats trés prometteurs dans la détection des
schistosomiases urinaires [12, 76].
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7.3.7. Ensuite, de nouveaux outils d’évaluation des schistosomiases par rapport au taux
de morbidité ont commencé a voir le jour ; il s’agira de déterminer le degré
d’inflammation due a la réponse immunitaire par la présence d’ceufs dans le tractus
urinaire en évaluant la quantité de protéine dérivée d’€osinophiles cationiques [15].
Dans le méme but, la quantité de neurotoxine dérivée d’éosinophiles sera aussi
déterminée. La protéine Eosinophile Cationique (ECP), la Neurotoxine dérivée de
I’Eosinophile (EDN) et la Protéine Basique Majeure (MBP) sont des médiateurs
protéiques importants dérivés d’€osinophiles activés. L’ECP et I’EDN se trouvent dans
la matrice des granules dans les €éosinophiles, tandis que la MBP se trouve au cceur des
granules. L’ECP et ’EDN appartiennent a la superfamille des ribonucléases A. L’ECP
et la MBP ont une cyto-toxicité élevée. Ces trois protéines sont des protéines tres
cationiques avec un pH 10,8-10,9. Des €osinophiles activés jouent un role important
dans la réponse asthmatique tardive et dans I’inflammation asthmatique des voies
respiratoires.

L’¢osinophilie étant précoce (des la migration larvaire), I’ECP est alors sécrété par des
¢osinophiles activés, I’ECP est un marqueur d’activation d’éosinophile et de
dégranulation car une fois les €éosinophiles activés il y a sécrétion d’ECP puis
dégranulation [14].

Et ces analyses seront effectuées par la méthode ELISA.

Les nouveaux outils permettant une meilleure évaluation du taux de morbidité due aux
schistosomiases, en plus permettent un diagnostic rapide et plus fiable. Ces nouveaux
outils rentrent aujourd’hui dans le cadre du suivi de traitement des patients parasités
[29].

La détection d’ECP lors d’infection a S. haematobium a fait d’ECP un marqueur valable
d’inflammation de la vessie. Elle permet de révéler trés tot une inflammation ce qui fait
d’elle un bon marqueur de morbidité. L’ECP lors d’une évaluation, comme marqueur
de morbidité chez des femmes présentant une schistosomiase vaginale, a révélé une trés
forte concentration chez les femmes atteintes de schistosomiases [37].

Sandwich ELIS.A

o e — =
5 i : 3

Figure 11: Schéma du principe sandwich
Source : http://Millipore - ELISA kits, Enzyme-linked immunosorbent assay and Metabolic
disease.htm
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Cette méthode a I’avantage d’étre rapide, précise, et ['utilisation d’antigéne standard
purifié¢ permet de déterminer la quantité presqu’absolue d’antigéne contenue dans
I’échantillon analysé.

7.4. Diagnostic échographique : Elle consiste a visualiser des pathologies internes au
niveau abdomino-pelvien a I’aide d’un appareil ultrasonographique (Aloka SSD-500,
Germany) avec une imprimante Sony muni d’une sonde courbe 3,5MHz.

Cette technique a pour avantage, la visibilité directe des Iésions sur ’organe. Elle
permet aussi de visualiser certaines complications telle que I’hypertension portale et
I’hydronephrose [79, 80, 81]. En outre I’OMS a fiancé un Comité d’Experts afin de
produire un protocole standard de I’examen ultrasonographique pour la quantification
de la morbidité lors d’infection a S. haematobium et S. mansoni [81, 82].

Le probléme que pose I’utilisation de 1’ultrasonographie lors des programmes de
contrdle est le colit ¢levé des équipements. Il nécessite aussi des techniciens bien
formés avec un background en médecine et en radiologie. Il est a espérer que les
progres de la technologie permettront bientot la réalisation peu cotiteuse de 1’examen
ultrasonographique dans les pays a endémie schistosomienne [81].

7.5. Les autres examens biologiques : [18]

7.5.1. L’hyper €osinophilie:

Elle ne peut constituer un argument déterminant chez les malades porteurs de
multiples parasitoses. Elle n’a qu’une valeur d’orientation. Elle est trés élevée en phase
toxémique, elle se stabilise ensuite entre 2 et 15 p. 100. Sous l'effet du traitement, elle
augmente brusquement, atteignant vers le 15¢ jour des taux de 40 a 50 p. 100, puis
revient a la normale en quelques semaines ou mois.

7.5.2. La protéinurie :

Elle serait d’origine vésicale dans la bilharziose, associée ou non a I’hématurie, elle
peut a la rigueur servir de test d’orientation ou de dépistage dans une enquéte de
masse, elle ne peut en aucun cas constituer un argument diagnostique.

8. TRAITEMENT ET PROPHYLAXIE : [20; 21; 11;2]

8.1. Traitement : Pour réduire la morbidité due aux schistosomiases et aux géo-
helminthes chez les enfants d’age scolaire par le traitement chimiothérapique [59], un
réseau mondial dénommé « Initiative de Controle des Schistosomoses » (ICS) a été
créé en 2001 pour soutenir I’action des programmes de contrdle de la schistosomose a
travers toute I’ Afrique au sud du Sahara [60]. La prévention et la réduction de la
morbidité dues aux schistosomes explique la place de choix qu’occupe la
chimiothérapie de masse dans de nombreux programmes a travers le monde [61].
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Le praziquantel est actuellement la drogue de choix dans le traitement contre les
schistosomes infectants 1’homme, et il ya de forte chance qu’il le demeure les années a
venir. Il y a aussi I’oxamniquine, qui est le deuxieme médicament retrouvé dans le
commerce contre les schistosomes, mais sont activité s’arréte au S. mansoni [43, 44,
45, 46].

L'oxamniquine (Vansil, Mansil)

HO ’
TN
0 H

Formule brute : C,4H,,N;03
Source : http://en.wikipedia.org/wiki/Oxamniquine

Avec globalement de bons résultats en mati¢re d’efficacité et d’innocuité, ces
derniéres années, le prix de I’oxamniquine n’a pas baissé autant que celui du
praziquantel. Ainsi ce dernier (maintenant moins cotiteux), pourrait remplacer
I’oxamniquine. Cela conduirait a une situation dangereuse car le praziquantel resterait
le seul médicament disponible contre la schistosomiase, avec de trés graves
conséquences en cas d’apparition d’une résistance du parasite. On a considérablement
progressé sur la voie de 1’¢lucidation du mode d’action de 1’oxamniquine, mais il est
peu probable que ces résultats soit exploités pour la mise au point d’analogues, du fait
de I’absence d’incitations a la recherche de nouveaux anti-schistosomiens [21].

Structure : Il s’agit d’un dérivé de la série des aminomethyl-tetrahydro-quinolines

Indications : C’est un médicament trés actif contre les S.mansoni mais pratiquement
sans action contre S.haematobium et S.japonicum

Posologie : Il est recommandé 15mg/kg/j en une seule cure.

Effets indésirables : Ce sont des troubles neurologiques, vertiges convulsions,
somnolence et troubles digestifs [11].

Thése présentée et soutenue par Monsieur Ousmane H KONATE

21



Le praziquantel (Biltricide)

@/5:1@

Formule brute : C|9H24N202
Source : http:/fr.wikipedia.org/wiki/Praziquantel

Le praziquantel, utilisé contre les schistosomiases en général, son efficacité fut établie
chez toutes les especes de Schistosoma au niveau de différents hotes depuis les années
70.

Actuellement le traitement de choix pour la schistosomiase, cette préférence étant
essentiellement due a son coit raisonnable et a son efficacité contre toutes les espéces
de schistosomes. Une dose orale unique de 40 mg/kg suffit généralement pour donner
des taux de guérison comprise entre 60 et 90 %, et une baisse de 90 a 95 % du nombre
moyen d’ceufs excrétés. Outre le fabricant allemand initial, E. Merck/Bayer, le
praziquantel est également produit en Corée et en Chine, et est formulé dans plusieurs
pays dont ’Egypte et le Brésil. Malgré les récentes baisses de prix, le praziquantel est
loin d’étre disponible partout sur le terrain, et dans plusieurs pays d’Afrique, les
personnes atteintes de schistosomiase n’ont pas acces au traitement lors des phases
précoces de la maladie, ce qui entraine un risque de morbidité grave par la suite [20].
Cette chimiothérapie dont la principale stratégie est I’administration d’une dose unique
de 40mg/kg de poids, tant a céder la place a I’administration de la double dose suite
aux limites observées dans la lutte contre la maladie par I’administration d’une dose
unique.

La double administration d’une dose de 40mg/kg avec un intervalle de 2 semaines
s’est montrée beaucoup plus efficace que la dose unique, et cette efficacité s’est encore
plus prononcée au bout de 6 mois apres I’administration du traitement contre la
bilharziose urinaire a S. haematobium [46, 65].

Structure : Il s’agit d’une pyrazino-iso-quinoline, série chimique dont I’efficacité
contre les cestodes et les trématodes a ét¢ découvert en 1972.
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Mécanisme d’action : Sur le parasite, ce médicament agit par paralysie spastique, puis

vacuolisation du cytoplasme et lyse. En d’autres termes, il endommage les téguments
du vers adulte entrainant ensuite sa mort. Il a aussi pour effet d’exposer les antigénes
du vers a sa surface provoquant une réponse immunitaire plus prononcée et beaucoup
plus spécifique [66, 67, 68].

Pharmacocinétique :
-Absorption : elle est rapide, la concentration sérique est obtenue au bout d’une
heure. La demi-vie varie de 1h a 3h.

-La diffusion : La diffusion tissulaire est bonne, la plus grande partie est
diffusée dans le foie et dans les reins, il passe aussi a travers le placenta. Il
n’existe pas d’accumulation spécifique du praziquantel dans les organes.
-M¢étabolisme : Entierement métabolis¢ dans I’organisme ; extensivement au
niveau du foie, de la veine a la rate.
Les produits de I’hydroxylation constituent les métabolites majeurs tel que : 2-
4hydroxycyclo-hexyl 1,2,3,6,7,11b hexahydr-4 pyrozino 2,1 a isoquinoline 4
one.
-Elimination : L’¢élimination du PZQ est compléte et aucune liaison irréversible
aux constituants de 1’organisme n’a été observée. Néanmoins quelques traces
sont observées dans le sérum au bout de 24h apres une administration orale.
Elle se fait en grande partie par les reins [37].

Indication : Il est actif contre la plupart des trématodes parasite de I’homme :

-Les bilharzies : S. haematobium, S. mansoni, S. japonicum et S. intercalum.

-Les douves : Douves du foie (Clonorchis sinensis, Opistorchis viverrini) et
douve pulmonaire (Paragonimus westermani).
I1 est donc indiqué contre les bilharzioses et les distomatoses.

Posologie : Elle varie selon la nature du parasite, I’age et le poids du malade, entre 20
et 30mg/kg, en cure généralement unique, en plusieurs pises reparties dans la journée.

Précaution d’emploi : En cas de cysticercose cérébrale, une hospitalisation est
nécessaire (la lyse du parasite pourrait entrainer un accident neurologique) ; en cas de
cysticercose oculaire, le produit ne doit pas étre utilisé.

Effets indésirables : Ce sont des troubles digestifs et des manifestations allergiques

[11].
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Malgré de nombreuses stratégies de traitement dans des régions endémiques,
I’intensité de réinfection apres la chimiothérapie reste élevée chez les enfants et les
adolescentes, ce chiffre ne diminue que chez les adultes suggérant que I’acquisition de
la résistance a I’infection peu se développer graduellement avec 1’age [71].

La résistance a I’infection que 1’on observe dans ces régions a été corrélée un certain
nombre de réponses immunes spécifiques. Par exemple, dans les études de suivi, apres
la chimiothérapie on note que la réduction de I’infection était associée aux IgE, aux
¢osinophiles, aux IL-4 et [L-5 et au gamma interféron (IFN-y) [69, 70].

A T'heure actuelle, le contrdle de la schistosomiase au Mali s'opére essentiellement par
le biais de traitements a base de praziquantel (PZQ) [21].

D’autre modele générique du praziquantel sont sur le marché aujourd’hui a un colt
moyen inferieur a $0,30 [72].

Autres anti-bilharziens :

Récemment des dérivées de I’artemisinine (arthemether et artesunate) ont montré une
activité importante sur différentes especes de schistosomes en Chine. Leur activité
serait plus concentrée sur les formes immatures des parasites [47, 48].

8.2. La prophylacxie : Il est possible de distinguer les modes de lutte suivants :

-lutter contre le parasite adulte en traitant les malades (la chimiothérapie de masse
dans les zones endémiques),

-lutter contre les mollusques a I’aide de produits molluscides (la lutte anti-vectorielle)
-lutter contre les stades aquatiques du parasite,

-limiter les contacts entre 'hnomme et 1'eau contaminée, ou en intervenant sur
l'environnement (I’1EC, I’éducation pour la sante afin de sensibiliser les populations
sur tous les risques que peuvent constituer les marres, cours d’eaux et sources sur leurs
sante).

Comme pour la plupart des parasitoses, on ne peut envisager I'éradication de la
maladie qu'en intervenant a plusieurs niveaux du cycle (une seule méthode ne suffit
pas). Et dans le cas de la bilharziose, I'éradication ne pourra étre obtenue que dans des
aires géographiques limitées et préalablement définies [38].
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9. SITUATION DES SCHISTOSOMIASES AU MALI :

De part sa grande diversité éco-climatique, 13 zones écologiques peuvent étre
distinguées au Mali a savoir le Sahara, Sahel, Office du Niger, Baguineda, Delta,
Sélingué, Manantali, Soudan, Nord-Soudan, Plateau Dogon, Fleuve Sénégal, Fleuve
Niger et Bamako.

Les résultats d’une enquéte menée dans 323villages dans toutes les régions de Mali
(Bamako y compris) sont représentés dans le tableau ci-dessous:

Taux de prévalence de ['infection a S.haematobium selon 1’age dans les différentes zones éco climatiques

2-6 ans 7-14 ans 15-24 ans >25 ans Taux standardisé
Office du Niger 65.5 83.5 69.7 45.6 62.9
Baguinéda 15.7 45.1 40.0 17.2 28.1
Plateau Dogon 42.3 73.4 68.1 38.3 53.1
Fleuve Sénégal 63.3 81.6 70.1 393 59.4
Fleuve Niger 30.9 70.8 46.0 24.1 41.8
Sélingué 18.0 22.9 27.0 32.7 26.8
Manantali 20.9 35.1 32.1 10.1 21.9
Soudan 1.3 5.3 4.1 1.7 3.0
Nord-soudan 10.6 11.5 14.2 3.8 8.4
Sahel 16.3 33.3 24.3 9.7 19.6
Sahara 25.7 38.8 20.3 7.7 21.3
Delta 15.8 34.5 28.3 10.8 20.8
Bamako 23.7 50.5 42.6 23.6 34.0
Total 26.1 437 35.4 19.5 27.8

Source : [28]
Les plus forts taux de prévalence sont observés le long des fleuves Niger et Sénégal,

au niveau du plateau Dogon, dans la zone Office du Niger faisant des régions de
Kayes, Ségou et Mopti des zones cibles. Dans certaines zones présentant un taux de
prévalence standardisé peu élevé, des prévalences tres €levées ont été observées dans
certains villages. Selon cette étude, ces chiffres s’expliquent par des activités
¢économiques liées a 1’eau dans ces villages.

La tranche d’age 7-14 ans, qui est constitué¢ d’enfants d’age scolaire, présente le taux
de prévalence le plus élevé parmi les autres groupes d’ages. D’autres études ont établi
que le taux de prévalence spécifique a cette tranche d’age peut étre considéré comme
un indicateur du niveau d’endémicité de la bilharziose urinaire dans une communauté
[39].

Le traitement de masse communautaire au praziquantel sera guidé¢ par le diagnostic
communautaire actif a partir d’examen d’urine chez les enfants de 7 a 14ans [28].
Cette stratégie a permis de réduire de fagon significative le taux de prévalence et
I’intensité de I’infection due a S.haematobium et S.mansoni dans certains villages de la
zone de I’Office du Niger. Toutefois, en dépit du traitement, les taux demeuraient
toujours supérieurs a 20% chez les sujets agés de 6-19 ans.

Thése présentée et soutenue par Monsieur Ousmane H KONATE

25



L'objectif de la politique appliquée au MALI est de controler la morbidité et de réduire
la mortalité liée a la bilharziose par des stratégies de traitement adaptée avec le PZQ.
Dans 60 établissements de soins situés dans quatre régions différentes et aprés
interview des agents de santé qui y travaillaient, la présence de S.haematobium et de
S.mansoni a été signalée aux taux respectifs de 83 % et 37 %. Les patients présentant
les symptomes de l'infection a S.haematobium peuvent s'attendre a recevoir un
diagnostic approprié et un traitement qui réponde aux recommandations de
'Organisation mondiale de la Santé¢ (OMS) en la maticre. Quant aux patients
présentant des symptomes liés a l'infection a S.mansoni, ils ont moins de chances de
recevoir un diagnostic correct. Le colt relativement élevé des traitements et la rareté
avec laquelle les personnes souffrant de bilharziose intestinale cherchent a se faire
soigner exige la mise en ceuvre d'une politique plus économique et plus attractive
visant a promouvoir un systeéme clinique de gestion des cas [21].

Une étude menée courant 2005 dans la région de Ségou sur des sujets adultes (16ans et
plus), avait conclu que la bilharziose urinaire est presque 2 fois supérieure a la
bilharziose intestinale dans cette région et que la morbidité liée aux bilharzioses n’était
pas tres €levée du faite de I’efficacité de la chimiothérapie et de la pratique de
I’échographie (dans la détection des 1ésions) dans la mise en ceuvre du programme de
lutte contre les schistosomiases [25].

L’implication de cette endémie dans la survenue de cancer urologique, n’est pas
négligeable. Les résultats radiologiques et examens anatomopathologiques d’une étude
récente a permis de souligner le probléme de santé publique que représente le cancer
de la vessie au Mali [23].
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CHAPITRE II : METHODOLOGIE

1. LES LIEUX D’ETUDE:

1.1. INRSP: Elle s’est déroulée a I’Institut National de Recherche en Santé Publique,
dans un laboratoire (que nous avons spécialement aménag¢) de 1’Unité de Recherche
sur les Schistosomiases et autres Maladies Tropicales Négligées.

L’Institut National de Recherche en Santé Publique, sous la tutelle du Ministere chargé
de la Santé, fut créé par la Loi 81-17/AN-RM du 31 Mars 1981. 1l est issu de la fusion
de I’Institut National Biologie et du Laboratoire Central de Biologie Humaine. Il prend
le statut d’établissement public a caractére administratif en 1993 avant de passer a
celui d’établissement public a caractere scientifique et technologique par I’Ordonnance
N-06-007/P-RM du 26 février 2006.

Il a pour mission de promouvoir la recherche médicale et pharmaceutique appliquée en
santé publique.

L’institut comprend 5 départements et une agence comptable. Nous avons les
Départements suivants:

-Département de Santé communautaire,

-Département diagnostic et recherche biomédicale,

-Département médecine traditionnelle (centres collaborateurs de ’OMS),
-Département formation,

-Département administratif et du personnel.

Les départements ceuvrent dans les domaines suivants : maladies infectieuses,
génétiques, néoplasiques, médecine sociale, santé¢ familiale, éducation sanitaire,
hygiene du milieu, biologie clinique appliquée a la nutrition et aux affections endémio-
épidémiques, toxicologie médicale, bromatologie, socio-économie, médecine et
pharmacopée traditionnelles.

A cet effet 1l intervient dans la lutte contre de nombreuses maladies au Mali, et
participe a travers ses résultats a la mise a jour de la base de données de I’OMS dans la
lutte contre de nombreuses maladies en Afrique sub-saharienne.
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Ses principaux axes de recherche et perspectives sont :
-Renforcer les capacités des équipes de recherche a travers un partenariat Sud-sud et
Nord-Sud,
-Développer des nouveaux MTA,
-Développer la recherche dans les domaines suivants :
*]a nutrition communautaire, la nutrition et le VIH, la nutrition en milieu

scolaire,
*des stratégies d’amélioration de la prise en charge des maladies tropicales
négligées (schistosomiases, trachome, filariose lymphatique, onchocercose, vers
intestinaux),
*du recouvrement des couts et la participation communautaire,
*de ’amélioration du dépistage du cancer, de la tuberculose, des hépatites et
des multiples sensibilités due a la chimiothérapie.

Son site web est le suivant : www.inrspmali.org

Le service de Parasitologie situé¢ a Bamako-coura, est dans la méme cour que les

services d’Histo-embryologie, de Cytogénétique et de Biochimie.

Dans le service de Parasitologie, nous retrouvons I’Unité de Recherche sur les
Schistosomiases et autres MTN, cette unité comprend : 2 spécialistes en parasitologie,
1 biologiste, 1 assistant médical, 3 techniciens de laboratoire, 1 aide laborantin, 1
manceuvre et des étudiants en stage.

Parmi les principales missions de cette unité, nous pouvons citer :

-I’initiation et I’entreprise d’activités de recherche en vue de contribuer a
I’amélioration des stratégies de lutte contre les schistosomiases et autres MTN,

-la contribution au développement de moyens plus efficaces de prévention, de
diagnostic et de traitement,

-la fourniture d’informations d’évidence scientifiques facilitant la mise en ceuvre des
programmes de lutte contre les schistosomiases.
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1.2. Zone de collecte des échantillons : Les échantillons ont été récoltés dans trois
villages de la Commune de Souba, dans le Cercle de Ségou situé¢ dans la Région
Ségou.

Situé a 240 kilometres de la capitale « Bamako », Ségou est le chef lieu de la 4eme
région de la République du Mali. Elle s’étend sur une superficie de 64.947 km?2 (soit
5% du territoire).

Elle est traversée par le fleuve Niger. En plus des Régions de Sikasso, Tombouctou et
Mopti, elle fait aussi frontiere avec la Mauritanie et le Burkina Faso.

Ségou comprend 7 cercles divisés en 118 communes, regroupant 2148 villages, dont
celle de Souba:

Diguen
Niger

Hougau

Séqou

Séqoubougou

Median Schistosoma haematobijum Egg Count
per Household (egg/10ml)

| Legend

S haamatohium 3

Eog ~ T0mt paer Howsehold |8
o - 70
77 - 50
a1 - 200
207 -850
River
Tributary
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Kalabougou
Situé environ a 6 kilométres de Ségou, Kalabougou est un village qui s’étend le long

du fleuve Niger. Avec une population majoritairement constituée de bambara, dense
et structurée.

Il a été remarqué au cours de la collecte des échantillons, que les puits et les eaux
stagnantes sont généralement utilisés pour 1’arrosage des cultures maraicheres tandis
que les eaux de forage sont utilisées pour la consommation.

Une forte activité agricole, et de poteries y ont été remarquées.

Selon le personnel du CSCOM de Souba, les soins médicaux pour la population de
Kalabougou se font dans le CSCOM de Souba, située a environ 5 kilométres de
Kalabougou et qui abrite le CSCOM.

Les cas graves sont référés a Ségou a ’Hopital Régional pour une meilleure prise en
charge.

Kaladangan
Petit village de Ségou situé¢ aussi le long du fleuve Niger. Il est parfois considéré

comme partie intégrante de Ségou car ils ne sont séparés que par le fleuve. L’acces au
village nécessite 1’utilisation du bac pour la traversée. C’est un village de transit. Il
recoit les populations de tous les villages de la commune lors de la foire hebdomadaire
de Ségou.

La population est hétérogéne et toutes les ethnies sont confondues et migrantes.

Dans ce village, se trouvent des Somonos, Bozos, Bambaras ; des Sonrhai et des
Peulhs (moins représentés). La péche constitue 1’activité principale.

Selon les sources sanitaires dans la zone, les eaux des puits et du fleuve constituent les
principales sources d’eau. Selon les mémes sources, trés peu de latrines sont
conformes aux normes et réglementations sanitaires. De ce fait la plupart des besoins
de défécation se font dans le fleuve lors des baignades.

La proximité avec la ville de Ségou, explique le fait que les soins sont administrés aux
populations par les structures sanitaires de Ségou.

Guenidaga
Tout comme Kaladangan et Kalabougou, il se s’étend le long du fleuve Niger a

environ 1 kilométre de Kaladangan. L’ethnie majoritaire est Bozo, la population est
trés dense. Les femmes et les enfants sont les plus représentés. La migration de la
population est treés fréquente dans ce village, elle dépend beaucoup de la saison de
péche car les bozos ont comme principale activité la peche.

Selon les sources sanitaires dans la zone, il n’y a pratiquement ni puits ni forages ;
I’approvisionnement en eau potable est strictement liée a 1’eau du fleuve.

Tres peu de latrines sont conformes aux normes et réglementations.
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Tout comme a Kaladangan, les malades n’ont qu’a traverser le fleuve pour atteindre
les structures de Santé de Ségou.

2. TYPE ET PERIODE D’ETUDE : C’est une étude transversale a passage unique
dans chacun des 3 villages.
Elle a duré 8 mois (d’Avril 2008 a Novembre 2008)

3. ECHANTILLONNAGE :
Il s’agit d’un échantillonnage exhaustif concernant 167 individus :
Sur les 167 individus :

-118 individus ont donnés des urines (pour 1’analyse immunologique) et

congelée immédiatement a « -20°C ».
-109 individus ont produits des selles (pour la recherche de parasites, S.
mansoni en particulier)
-40 individus ont produits a la fois des selles et des urines.
Criteres d’inclusion : Etaient inclus tout individu présent et consentant.
Critéres de non-inclusion : Absence de renseignements suffisants dans le la fiche

individuel (en annexe); et ’absence de quantité suffisante d’urine pour la réalisation
des différents examens.

Au total, 110 individus étaient inclus dans cette étude, genre, age et ethnie confondus
sur les 167 enrolées.

4. CONSIDERATIONS ETHIQUES :

L’¢étude a été approuvée par le Comité d’Ethique de I'INRSP. Les populations des
différents villages ont été informées de manicre détaillée sur les objectifs visés par
cette étude, et ses éventuels avantages sur I’amélioration de la santé des populations.
En ce qui concerne les enfants, nous avons d’abord cherché 1’assentiment des parents.
La participation aux différentes étapes de cette étude a été volontaire les participants
n’ont subit aucune pression, ils étaient libres d’interrompre leur participation a tout
moment. La non-participation a 1’étude ne causait aucun préjudice aux populations.
Les clauses de confidentialité ont été respectées : aucun nom de personne ayant
particip¢ a 1I’étude ne sera diffusé ou publié.

5. MATERIELS ET TECHNIQUES UTILISEES :

5.1. Technique parasitologique :

Basée sur la recherche des ceufs a partir des selles et des urines collectées.

5.1.1. Méthode de Kato-Katz : [64, 73]

Un récipient propre et stérile a été utilisé pour collecter les selles. Cette méthode
consiste en la recherche des ceufs dans les selles.
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-Matériels et réactifs :
+Microscope binoculaire
+Solution éclaircissante
+Lames porte-objet
+Marqueurs indélébiles
+Tamis a mailles fines
+Spatule en plastique
+Calibreurs en matiere plastique
+Rectangles de cellophane de 3/2cm immerges au moins 24h dans une solution
de vert malachite
+Pinces brucelles
+Papier buvard
+Gants en caoutchouc
+Détergent (eau de javel)
+Cuvettes
+Compteurs manuels des ceufs

-Mode opératoire :

*Examen des selles : Un fragment de selles est prélevé a I’aide d’une spatule, puis
déposé sur le tamis. Une pression est exercée sur le tamis a 1’aide de la spatule tout en
raclant de maniére a faire passer les selles a travers les mailes. Ceci a pour but
d’¢éliminer les grosses fibres et les gros débris alimentaires. De 1’autre c6té du tamis,
les selles sont recueillies a 1’aide d’une autre spatule. Le trou du calibrateur est rempli
et appliqué contre une lame porte-objet, ensuite le calibrateur est retiré apres avoir
soigneusement ras¢ la surface des selles. A 1’aide de pinces (brucelles), un rectangle de
cellophane immergé dans la solution éclaircissante (glycérol 100ml, Vert de malachite
Iml a 3%, eau distillée 100ml) au moins pendant 24h est déposé sur le cylindre de
selles.

La préparation est retournée en appliquant la cellophane contre du papier buvard, puis
a I’aide de la main, de manicre a €taler uniformément le prélévement. La lame est a
nouveau retournée et le numéro indicatif y est inscrit.

*Lecture microscopique : Une demi-heure plus tard, toute la surface de la lame est
lue. Tous les ceufs sont comptés. L’intensité de la charge parasitaire (Y) est donnée par
la formule suivante : Ax24g=Y (exprimé en nombre d’ceufs/g de selles). A étant le
nombre d’ceufs comptés sur une préparation.

5.1.2. Méthode de filtration des urines : [63, 74]
Le récipient pour recueillir le prélevement doit €tre propre et stérile. Avant de procéder
a la filtration de chaque urine recueillie, il a d’abord été prélevé 2ml ou Sml
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(dépendant de quantité recueillie) pour les examens immunologiques, car la filtration
pourrait débarrasser les urines de certaines protéines faussant ainsi les résultats
immunologiques.

-Matériels et réactifs :
+Microscope binoculaire
+Papier filtre (Wathman 2,5cm de diamétre)
+Chambre de filtration
+Seringue 10cc
+Lames porte-objet
+Stylos
+Gant en caoutchouc
+Pinces brucelles
+Tubes en caoutchouc pour les urines
+Une bassine pour recueil des urines
+Paires de ciseaux
+Ninhydrine a 3%

-Mode opératoire :

*Examen des urine : Sur le papier filtre est inscrit le numéro d’identification
individuel. Le papier filtre est placé dans la chambre de filtration de maniére a ce que
le numéro soit directement en contact avec les urines a filtrer. Il faut bien
homogeénéiser les urines en remuant les tubes. A I’aide de la seringue on aspire 10ml
d’urine en maintenant le dispositif a la verticale. Ensuite, on enléve la seringue de la
chambre de filtration, remonter le piston de la seringue afin de la remplir d’air, puis
réadapter la seringue a la chambre et chasser I’air a travers le filtre. Aprés avoir
dévissé la chambre de filtration, on recueille le papier filtre a I’aide de pinces
(brucelles) avant de le déposer sur un millipore en plastique en prenant soins d’orienter
vers le haut la face numérotée du papier filtre. En ce moment, il faut deposer sur le
papier filtre une goutte de ninhydrine et faire sécher sur une table dégagée.

*Lecture : Toute la surface du filtre est lue. Tous les ceufs sont comptés a I’aide de
compteurs manuels. Soit A le nombre d’ceufs ; Y, I’intensité de la charge parasitaire
(exprimée en nombre d’ceufs par 10ml d’urine) est donnée par la formule suivante :
Y=A/10ml (d’urine)

Pour les urines, en plus de la filtration renseignant sur la charge parasitaire, 2 autres
indicateurs de morbidité liés a la bilharziose urinaire ont été déterminés : la macro-
hématurie et la micro-hématurie.
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-La macro-hématurie : Marqueur de morbidité de la bilharziose urinaire, il s’agit d’une
observation macroscopique du prélevement afin de déceler la présence visible de sang
dans le prélevement d’urine.

-La micro-hématurie : Marqueur de morbidité de la bilharziose urinaire, il permet de
confirmer la présence d’hématies dans le prélévement d’urine a 1’aide de bandelettes
réactives.

5.2. Technique ultrasonographique (échographie) : Cet examen permet de déceler
certaines lésions (indicateur de morbidité direct). L’échographie a été réalisée sur tout
¢chantillon, la vessie en réplétion, il s’agissait d’une échographie abdomino-pelvienne
réalisée sur un appareil de type Aloka SSD-500 (Germany) avec une imprimante Sony
muni d’une sonde courbe 3,5MHz. Tout ceci conformément au protocole standard de
I’utilisation de 1’échographie dans I’étude de la morbidité de la schistosomiase, lors de
’atelier de Niamey [75, 82].

5.3. Technique immunologique(ELISA) : |25, 27]

Le principe de cet examen consiste a détecter I’ECP humain avec une limite de
détection minimale de 0,125 ng/ml. Il faut noter qu’il ne présente pas de réaction
croisée avec I’EPX. Dans les puits recouverts d’anticorps monoclonaux anti-ECP
humains, les échantillons qui doivent étre mesurés sont incubés. Apres le lavage, des
anticorps polyclonaux anti-ECP humains conjugués a la peroxydase sont ajoutés aux
micro-puits et incubés. Aprés un autre lavage, le substrat de peroxydase est mélangé
avec le chromogéne (OPD+H,0,) et incubé pour une période supplémentaire. Puis une
solution d’acide minéral (H,SO,) est ajoutée a chaque puits afin d’arréter la réaction
enzymatique et stabiliser la couleur développée. Ensuite la densité optique (O.D.) de
chaque puits est mesurée avec un lecteur de microplaque. La concentration en ECP est
calibrée d’une courbe de calibration basée sur des calibrateurs de référence (les
standards).

5.3.1. Matériels et réactifs nécessaires:

Microplaques (96 puits) sensibilisés avec anticorps anti- ECP humains et anti-EPX
humains (12 barrettes a 8 micro-puits)

Calibrateur ECP (0,1% d’azide de sodium (NaN3), préservatif, 1% de sérum de
Chevre) 0,75mL x 6 flacons

Diluant sérum (0,1% d’azide de sodium (NaN3), préservatif, 1% de Sérum de Chévre)
1 x 20 mL

Conjugué (Anticorps polyclonaux anti-ECP humains couplés a de la peroxydase, 1%
de I’albumine bovine; prét a I’emploi) 1 x 12 mL

Solution de lavage (concentré 10 x) 1 x 100 mL
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Substrat (TMB/H,0O,; prét a I’emploi) 1 x 20 mL
Solution d’arrét (0,5 mol/L H,SOs; prét a I’emploi) 1 x 20 mL
Instruction manuel 1
Controle positif (0,1% d’azide de sodium; Préservatif, 1% de Sérum de Chevre) 0,75
mL x 1 flacon
Controle négatif (0,1% d’azide de sodium; Préservatif, 1% de Sérum de Chévre) 0,75
mL x 1 flacon
5.3.2. Matériels et équipage nécessaires
-Lecteur de micro plaque
-Laveur de plaque ou flacon pour le tampon de lavage
-Pipette adaptable
-Pipette multicanaux
-Plaque en polyvinyle a 96 puits (pour la préparation de la premiere réaction)
-Réservoir des réactifs
-Eau distillée
-Verre gradué d’un litre pour la préparation de la solution de lavage
5.3.3. Mode opératoire:
"] Préparation des Réactifs
Solution de lavage: Diluer 1600 mL du Concentré de Lavage avec 8400 mL d’eau
distillée.
Les autres réactifs sont préts a I’emploi :
-Anticorps,
-Biotine,
-Avidine,
-OPD,
-Hzo 2.

"I Préparation des prélévements

Les prélévements (urines et selles) ont été placés 4h apres les prélévements dans des
cryotubes de 2ml ou 5ml (dépendant de la quantité recueillie) en plastique puis ils
seront conservés au congélateur a une température de -20°C jusqu'a 1’analyse de
détection des ECP/EPX par ELISA.

Les urines ont été directement prélevées et mises de cotés avant la filtration des urines
(dans le cadre de I’examen parasitologique).

Quant aux selles, apres le calibrage 20 a 50mg collecté sur de petit spatules et places
dans des tubes en plastiques pour étre gardé au congélateur a -20°C.
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5.3.3.1. Stockage

Utiliser des échantillons frais. Aliquoter chaque échantillon dans un nouveau tube en
plastique, et garder en dessous -20°C si nécessaire. Eviter des cycles de congélation et
de décongélation successifs.

5.3.3.2. Préparation des différentes solutions:

* PBS (Phosphate Balanced Salt solution) c’est la solution mere :
- NaCl : 80g/1
- KCl: 2,0g/1
- NaHPO, : 14,4¢g/1
- KH,PO,: 2,0g/1
Faire le mélange dans un litre d’eau distillée, aprés une homogénéisation
procéder a I’addition de 91 d’eau distillée afin d’obtenir 101 de solution mere a
la concentration recherchée soit 10x.

* Solution de revétement (permet la fixation des anticorps monoclonaux) :
Elle est obtenue en diluant 100ml de PBS dans 900ml d’eau distillée plus 4ml
(0,25%) de NaN3 (préservatif) afin d’obtenir 11 de solution.

* Solution d’extraction I (solution d’extraction des protéines dans les urines
et dans les selles): Elle est obtenue par 1’addition d’un détergent (le CTAB) a
la solution mere (PBS), 10gCTAB/1 de PBS afin d’obtenir 11 de solution.

* Solution d’extraction II (des protéines seulement dans les selles): Elle est
obtenue en diluant 5g (EDTA, un détergent)/1, 7,5ml (TritonX-100)/1,
0,25%NaN;3; dans un litre de solution mére (PBS) afin d’obtenir 11 de solution
d’extraction.

* Solution tampon (de dilution): Elle est obtenue en diluant 1g(CTAB)/I,
7,4g(EDTA)/, Iml (Tween20)/1 et 0,1% de NaN.

* Solution de lavage : Elle est obtenue en diluant 10ml de Tween20 dans 1,61 de
PBS, dont I’ensemble sera ensuite dilué dans 8,41 d’eau distillée, afin d’obtenir
101 de solution de lavage.

* H;SO, (0,5M): A partir d’une solution d’acide sulfurique (1M) a 98% et d’une
densité de 1,84. Pour obtenir la molarité recherchée 0,5M, des calcules
mathématiques permettront de poser que pour 11d” H,SO4 (0,5M) il faut
27,17ml de la solution d’ H,SO, disponible (a 98%), cette quantité sera diluée
dans de I’eau distillée afin d’obtenir en tout 11 d” H,SO, (0,5M).

5.3.5.4 Extraction des échantillons :

-Selles : Apres avoir retiré les cryotubes (contenant les prélévements), ajouter 2ml de
solution d’extraction II, puis 1h de temps apres, remettre les cryotubes au congélateur,
24h apres, ressortir les méme cryotubes puis ajouter 1ml de la solution d’extraction I.
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Laisser les prélévements dehors a la température ambiante du laboratoire pendant 1h
avant de procéder au mixage de chacun des tubes Centrifuger les tubes a une vitesse de
2000m/s pendant 10minutes. 100microl du surnageant sera recueilli dans de petits
tubes classés dans des boites.

- Urines : Beaucoup plus simple et rapide, ajouter 100microL d’extraction solution I a
100microL d’urine (recueillie sur le terrain).

5.3.5.5. Dilution des échantillons extraits :

Diluer chaque échantillon avec la solution tampon, le principe est le méme aussi bien
pour les urines que pour les selles, seulement :

-pour les selles : ajouter 900microL de solution tampon aux 100microL recueilli dans
les petits tubes a 1’étape précédente, pour une dilution 1 :480, afin d’obtenir une
dilution de 1 :4800, prélever 100microL de la premicre dilution la mettre dans un autre
tube et y ajouter 900microL de solution tampon et ainsi de suite.

-pour les urines : Diluer 200microL de la solution obtenue (a 1’étape précédente) dans
800microL de solution tampon donnant ainsi une dilution a 1 :10, prélever 100microL
de la premiére dilution (1 :10), mettre dans un autre tube et y ajouter 900microL de
solution tampon et ainsi de suite.

] Protocole d’analyse

Chaque échantillon est pipetté dans 2 puits (sur la méme ligne dans la colonne
voisine).

Le remplissage des plaques se fait de haut en bas (A-H) pour chaque série de 2
colonnes en allant de la gauche vers la droite (3-12).

*Seuls les standards sont appliquées dans les colonnes 1 et 2 avec une concentration
croissante du haut vers le bas a partir de la ligne B, car les 2 premiéres colonnes de la ligne A
sera le témoin (rempli par la solution tampon) afin d’établir la valeur de référence pour la
lecture des densités optiques.

Application des anticorps monoclonaux dans les puits : Diluer le kit anticorps dans
la quantité de solution de revétement correspondant au kit puis appliquer 100microl
dans chacun des puits de la microplaque. Recouvrir les puits avec un couvercle adhésif
et incuber au frigidaire (a 4°c) pendant 48h avant utilisation.

Préparation des Standards: La dilution des standards se fait avec la solution tampon.
-ECP : a partir d’un kit de 1800microL (avec une conc de 1000pg/microL.) procéder a
7 dilutions successives de 2 en 2 : genre 1000 puis 500 puis 250...etc permettant ainsi
d’aller d’une conc de 1000 a 15.61pg/microLL

-EPX : a partir d’un kit de 1800microL (avec une conc de 2000pg/microL) procéder a
7 dilutions successives de 2 en 2 : genre 1000 puis 500 puis 250...etc  permettant
ainsi d’aller d’une conc de 2000 a 31.25pg/microL

PHASE 1. (Incubation de I’échantillon)

(1)Ajouter les standards préparés (dans les 2 premieres colonnes de la plaque); (2)
Ajouter 100 pL des échantillons préparés (a partir de la colonne C) a une plaque de
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préparation en polyvinyle a 96 puits dans le méme ordre que celui du test. Puis
transférer 100 ul de chaque échantillon dans le micro-puits recouvert d’anticorps avec
une pipette multicanal et un puits de mélange.

(1) Incuber a 4°C pendant la nuit.

PHASE 2. (Lavage)

Aspirer ou €liminer le contenu des puits. Remplir les puits avec la solution de lavage et
aspirer complétement ou éliminer le liquide. Laver les puits 3 fois avec la solution de
lavage utilisant une bouteille de lavage. Si un laveur automatique est utilisé, laver 3
fois.

* Eliminer la Solution de lavage superflue en tapant doucement ou en aspirant.
PHASE 3. (Incubation du conjugué)

(1) Transférer la solution de conjugué (Prét a ’emploi) dans le réservoir. Apres avoir
¢liminé completement la solution de lavage, pipeter 100 pl du réactif du Conjugué (la
biotine peroxydase) dans chaque puits avec une pipette multicanal.

(2) Incuber 120 minutes a température ambiante (20~25°C) sur une plaque vibrante.
PHASE 4. (Lavage)

Laver les microplaques selon la procédure de la PHASE 2 (afin de débarrasser
définitivement des puits tous les éléments non-liés en sandwich : anticorps-antigeéne-
anticorps conjugué).

PHASE 5. (Incubation du substrat)

(1) Transférer le réactif de Substrat(Avidine) dans le réservoir. Apres avoir €liminé
completement la solution de lavage, pipeter 100 pl du réactif de Substrat dans chaque
puits avec une pipette multicanal. (2) Incuber 30 minutes a température ambiante
(20~25°C) sur une plaque vibrante.

* Apres I’addition du substrat, ’ELISA sera mise sous-tension, pour qu’il soit prét a
I’emploi pour la lecture.

PHASE 6. (Lavage) :

Laver les microplaques selon la procédure de la PHASE 2 mais cette fois nous
laverons les plaques 6fois au lieu de 3fois pour s’assurer que les complexes (anticorps-
antigenes-anticorps conjugué-avidine) restent fixes dans les puits.

PHASE 7. (Addition d’un substrat et du colorant)

Transférer ’OPD et I’eau oxygene dans une quantité d’eau distillée correspondante
puis placer le mélange dans un réservoir. Pipeter 100 pl de cette solution dans chaque
puits avec une pipette multicanal.

*la révélation commence dans les 10minutes qui suivent 1’addition de la solution.

PHASE 8. (Arréter de la réaction)
Transférer la solution d’arrét (H,SO4 a 0.5N) dans un réservoir. Pipeter 50 uL de la
solution d’arrét dans chaque puits avec une pipette multicanal.
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PHASE 9. (Lecture)

Lire I’absorbance de chaque puits a 492 nm (avec une référence de 620 nm) avec un
lecteur a double faisceau. Le Reader Elisa Multiscan était connecté a un ordinateur et
le logiciel d’analyse utilisé était I’ Ascent software for Multiscan.

* La lecture doit étre effectuée dans 30 minutes aprés avoir arrété la réaction.

PHASE 10. (Calcul des résultats)

Calculer la valeur d’absorbance moyenne de chaque calibrateur. Faire le graphique sur
papier semi-log et construire une courbe de calibration [Absorbance sur 1’axe verticale,
concentration (en ng/ml) sur I’axe horizontale].

Etablir la concentration en ECP des échantillons en multipliant la valeur lue sur la
courbe de calibration par le facteur de dilution (p.e. x 10, 100 ou 1000 selon la dilution
effectuée).

6. VARIABLES UTILISEES :

Les parametres étudiés ont €té :

-Sociodémographiques : village; age, sexe, ethnie;

-Quelques renseignements cliniques (symptomatologie);

-Les aspects parasitologiques: hématurie, macrohematurie, microhematurie, intensité
de la charge parasitaire;

-Les aspects cliniques : les pathologies (Iésions) observées par échographie;
-Immunologiques : ECP, EPX.

7. METHODES DE SAISIE, DE TRAITEMENT ET D’ANALYSE
STATISTIQUE DES DONNEES :
Les données ont dans un premier temps été saisies sur le logiciel Excel de MS office

2007, puis ont été transférées sur le logiciel SPSS « version 16 ».

L’association entre les charges ECP/EPX et les différentes variables de morbidités
liées a la bilharziose urinaire a été déterminé avec le test de corrélation de Pearson a un
degré de signification de 1% (p=0,01).

De cette analyse, ont découlé les résultats portés sur le chapitre suivant « Résultats ».
Mais tous les histogrammes ont été réalisés avec Excel.
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CHAPITRE III : RESULTATS

1. RENSEIGNEMENTS CLINIQUES:

Résultats de I’ensemble des symptomes liés aux schistosomiases notées au niveau des
populations grace au questionnaire.

Tableau I : Fréquence des symptomes liés aux schistosomiases (N=167)

66 39,5
57 34,1
70 41,9
75 44,9

24 14,3
Les symptomes rencontrés sont principalement : les douleurs abdominales suivies de la
dysurie et de I’hématurie.

2. ANALYSES PARASITOLOGIQUES ET EXAMEN ECHOGRAPHIQUE:

-Tableau II-1 : Prévalences globale de S. haematobium et S. mansoni (N=167

115
(68,86%)

15 167
(8,98%)
Soit une prévalence globale de 68,86% pour S. haematobium et de 8,98% pour S.mansoni

-Tableau II-2 : Résultats d’indicateurs de morbidité dans les 3 villages (N=110)

L’¢échantillon (N=110) a présenté une micro-hématurie de 51% contre 21% de cas pour la
macro-hématurie et 20% de cas pour les 1ésions observées.
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Graphe 1 : Prévalence de S. haematobium dans chacun des 3 Villages (N=110)

Avec une prévalence globale de 77,27% pour notre échantillon (N=110), Kaladangan a
présenté la prévalence la plus élevée avec 90,56%, suivi de Guenidaga puis de
Kalabougou.

Tableau II-3 : Fréquences de S. haematobium, de S. mansoni et de coinfection (S.
haematobium et S. mansoni) (N=110)

Fréquence Prévalence
Npositif
S. haematobium 85 77,3
S. mansoni 12 10,9
Co-infection 11 10

(S. haematobium et S. mansoni)

Sur les 110 individus de notre échantillon, 11 cas de co-infections a S. haematobium et a
S. mansoni ont été observés.

-Tableau I1-4 : Intensité de la charge ovulaire de S. haematobium dans les 3 villages

Intensité de la charge Fréquence Pourcentage
ovulaire de S. haematobium
0 25 22,7
1-100 62 56,4
101 - 400 17 15,5
Plus de 400 6 5,5
Total 110 100,0

En plus du fait que 77,4% de notre échantillon excréte au moins un 1 ceuf il est bon de
souligner que 21% ont une charge ovulaire supérieure a 100.
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-Tableau II-5 :

Intensité de la charge ovulaire de S. mansoni dans les 3 villages

Contrairement a S. haematobium, une charge ovulaire beaucoup moins élevée fut observée.

20,9%

13,63%

1-4 ans 5-9ans 10- 14ans 15- 19ans 20- 23ans 24 - 34ans 35 -40ans 41 - 50ans

s Prevalence (S.haematobium) B Prevalence (Macrohématurie)

mm Prevalence (Microhématurie) —m— Prevalence (Lésion)

Graphe 2 : Répartition de la prévalence de S. haematobium selon 4 indicateurs de
morbidité par tranche d’age dans les 3 villages (N=110)
Nous observons les 2 pics de prévalence d’abord chez le 5-9ans puis chez les 24-34ans.

Tableau II-6 : Répartition de la prévalence de S. haematobium par Genre dans les 3

villages (N=110)

Avec un échantillon majoritairement constitué¢ du genre féminin, nous avons observés une

prévalence pres

qu’identique.

Thése présentée et soutenue par Monsieur Ousmane H KONATE

42




=

=
26,36% %
- &
> ‘|

¥4

= é‘?‘&“. t‘é“&:

Rt

b

Y

v

A-n.
a}\{u
el

7%
Bambara Peulh Bozo Sonrhai Soninké Somono Mianka Bella
s Prevalence (S.haematobium) Prevalence (Macrohématurie)

s Prevalence (Microhématurie) —— Prevalence (Lesion)

Graphe 3 : Répartition de la prévalence de S. haematobium selon 4 indicateurs de
morbidité par ethnie dans les 3 villages (N=110)
Nous observons ici 2 pics, le premier est observés chez les bozos, suivi par les bambaras.

3. ANALYSES IMMUNOLOGIQUES :

Tableau I1I-1 : Résultat des concentrations ECP et EPX dans les 3 villages (N=110)

Moyenne Standard de = Médiane Minimum Maximum
(IC de 95%) déviation
ECP (ng/ml) 5,6015E2 +6,98616E2  1,3450E2 0,34 2406,10
EPX (ng/ml) 2,0586E3 +6,25665E2  2,0852E3 1,01 3379,10
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Détermination du seuil idéal de détection en fonction de I’intensité de la charge ovulaire dans
les urines grace aux concentrations observées plus haut :
Tableau III-2 : Sensibilité, spécificité et valeurs prédictives du test ECP par rapport a
I’intensité de la charge ovulaire de S. haematobium (N=110)

ECP (ng/ml) Sensibilité Spécificité VPP VPN Efficience (%)
=5 0.98 0.20 0.80 0.53 81
>10 0.91 0.32 0.82 0.53 78
>15 0.88 0.52 0.86 0.56 80
>20 0.85 0.56 0.86 0.53 79
>25 0.84 0.64 0.88 0.55 80
>5* 0.95 0.71 0.92 0.81 90
>5** 0.91 0.40 0.96 0.27 91

* Réference [25]. ** Référence [26].
Apres avoir apprécié les résultats a différents seuil de détection, selon le score de ’efficience,
nous avons choisi le seuil de détection de Sng/ml pour ECP.
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Graphe 6: Prévalence de S. haematobium par la charge ECP dans chacun des 3 villages
Nous observons une trés forte prévalence globale ou Kaladangan vient en premier suivi de
Kalabougou puis de Guenidaga.

Tableau III-3: Sensibilité, spécificité et valeurs prédictives du test EPX par rapport a
I’intensité de la charge ovulaire de S. haematobium (N=110)

EPX (ng/ml) Sensibilité Spécificité VPP VPN Efficience (%)
>5 1 0.04 0.77 1 78
>10 1 0.04 0.77 1 78
>15 1 0.04 0.77 1 78
>20 1 0.04 0.77 1 78
>25 1 0.04 0.77 1 78
>50 1 0.04 0.77 1 78
>100 1 0.04 0.77 1 78
>500 1 0.08 0.78 1 79
>1000 0.94 0.16 0.79 0.44 76

Nous avons choisie 500 ng/ml comme cut-off car jusqu’a une valeur de 100 ng/ml, la
spécificité (0.04) est resté inchangé. A 500ng/ml nous avons observé la meilleure efficience
(0,79), car au-dela, I’efficience baisse.
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Graphe 7: Prévalence de S. haematobium par la charge EPX dans chacun des 3 villages
Nous observons une treés forte prévalence globale a Guenidaga.
Tableau II1-4: Sensibilité, spécificité et corrélation de la charge ECP (500 ng/ml) par
rapport a certains indicateurs de morbidité (N=110)

Indicateurs de Sensibilité  Spécificit¢ VPP VPN S)(:-ifétli:tiie:lf gf;
morbidité
Intensité/ECP 0.98 0.20 0.80 0.53 0,38 0,001
(<5ng/ml)
Macro- 0,81 0,04 0,21 0,80 0,01 0,90
hématurie/ECP
(<5ng/ml)
Micro-hématurie/ECP 0.98 0.07 0.53 0.80 0,14 0,20
(<5ng/ml)
Lésions/ECP 1 0,06 0,21 1 0,12 0,30
(<5ng/ml)
Lésions/ECP 0,86 0,29 0,23 0,89 0,14 0,20
(<25ng/ml)
Microhématurie/ECP 0,87 0,39 0,60 0,75 0,31 0,001
(<25ng/ml)
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Nous observons une certaine corrélation entre Intensité de la charge ovulaire et concentration
ECP, suivi par la micro-hématurie (pour ECP<25ng/ml). Ces deux variables présente par
ailleurs les analyses les plus significatives.

Tableau III-5 : Sensibilité, spécificité et corrélation de la charge EPX (<500 ng/ml) par
rapport a certains indicateurs de morbidité (N=110)

Indicateurs de Sensibilité Spécificit¢ VPP VPN Coei:ficl.ent i p
corrélation (r)
morbidités
Intensité 1 0.08 0.78 1 0,25 0,01
Macro-hématurie 1 0.02 0.21 1 0,07 0,50
Micro-hématurie 1 0.04 0.52 1 0,14 0,20
Lésions 1 0,02 0,20 1 0,09 0,50

L’intensité présente la meilleure corrélation avec EPX, test par ailleurs significatif.

s Prevalence (ECP) B Prevalence (S.haematobium)

Prevalence (Microhéematurie) —m— Prevalence (Lesion)

- 38,18%

Bambara Peulh Bozo Sonrhai Soninké Somono Mianka Bella

Graphe 8 : Répartition de la prévalence de la charge ECP et de 3 indicateurs de morbidité de
S. haematobium par rapport a 1’ethnie dans les 3 villages (N=110)
Nous observons une plus forte prévalence chez les Bambara, les Bozos viennent en second.
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o Prevalence (ECP) E Prevalence (S.haematohium)

[ Prevalence (Microhématurie) —m— Prevalence (Lésion)

24,54%

o,
12,72% 11,81%

1-4ans 5-9ans 10- 14ans 15-19ans 20-23ans 24-34ans 35-40ans 41 - 50ans

Graphe 9 : Répartition de la prévalence de la charge ECP et de 3 indicateurs de morbidité de

S. haematobium par rapport tranche d’age dans les 3 villages (N=110)
L’ECP nous révele ici une prévalence avec les pics au niveau des 5-9ans et des 24-34ans.

I —m = —=

Graphe 10 : Répartition de la prévalence de la charge EPX et de 3 indicateurs de morbidité
de S. haematobium par rapport a I’ethnie dans les 3 villages (N=110)
Nous observons ici de trés fortes prévalences chez les bambaras et les bozos.
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o Prevalence (EPX) B Prevalence (S.haematobium)

[ Prevalence (Microhématurie) —8— Prevalence (Lésion)

1-4ans 5-9ans 10-14ans 15-19ans 20-23ans 24-34ans 35-40ans 41-50ans

Graphe 11 : Répartition de la prévalence de la charge EPX et de 3 indicateurs de morbidité
de S. haematobium par rapport a la tranche d’age dans les 3 villages (N=110)
La tranche d’age allant de 5 a 9ans présente la plus forte prévalence de notre échantillon.
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Graphe 12: Prévalence de la bilharziose urinaires dans chacun des 3 villages par les
differents indicateurs de morbidité et les marqueurs immunologiques (ECP/EPX) N=110
L’intensité de la charge ovulaire (S.haematobium) et les charges ECP et EPX sont tres ¢lévés
dans ces 3 villages, ils sont suivis par la microhématurie.

Tableau I11-6 : Fréquence des charges ECP (<5ng/ml) et EPX (<500ng/ml) pour les
individus ayant une charge ovulaire nulle a S. haematobium et S. mansoni (N=110)
Fréquence de charge ovulaire nulle au

Genre Schistosoma
ECP>5 (ng/ml) 20
EPX>500 (ng/ml) 22

Sur un nombre total de 24 individus ayant une charge ovulaire nulle aux S. haematobium et S.
mansoni (sur N=110), 20 individus positifs ont été recensé lors de 1’analyse ECP et 2 de plus
avec ’analyse EPX.
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L’image ci-dessus est un exemple de résultat aprés avoir effectué 1’ensemble du mode
opératoire qui est mentionné plus haut dans ce chapitre.
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CHAPITRE 1V : COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Au terme de cette étude, aucune réelle difficulté n’a été rencontrée. Seules les
conditions environnementales (la poussiere) auraient pu poser un probléme, car les
particules de poussiere peuvent réduire la visibilité des filtres optiques de I’appareil de
lecture des microplaques (MultiScan). Pour pallier a cela, des soins ont été pris afin de
toujours recouvrir I’appareil de manicere hermétique apres chaque utilisation. Le
laboratoire fut nettoy¢ au quotidien avant et aprés chaque analyse pour éviter
I’accumulation de la poussicre et de tout autre ¢lément pouvant affecter les résultats de
manicre significative. Mais des limites ont été observées lors des analyses de détection
d’EPX.

Notre étude réalisée avec un échantillon de 110 individus (sur un total de 167) répartis
en 8 ethnies dont 2 majoritaires (Bambara et Bozo), était majoritairement jeune
(56,36% ayant moins de 20ans). La sélection aléatoire de notre échantillon expliquait
la variation d’age qui allait de 1 a 50ans et une répartition presqu’équitable du genre
(avec un ratio de 1,15 en faveur du genre féminin). Mais la forte représentation de
seulement 2 ethnies sur 8 s’expliquait par le fait que la Région de Ségou se trouve étre
la zone des Bambaras (Ségou fut la capitale du Royaume Bambara) et que les bozos
constituent 1’ethnie la plus fréquemment rencontrée le long des fleuves du fait de leur
principale activité qu’est la péche.

Les 3 villages d’étude sont riverains du fleuve Niger. L’eau-dépendance de la
bilharziose et les renseignements sur la situation sanitaire et hygiénique recueillis
aupres des autorités sanitaires (CSCOM de Souba) de ces différents villages,
indiqueraient la possibilité de rencontrer des cas de bilharziose au sein de ces
populations [2]. L’insuffisance de latrines respectant les normes d’hygiéne et le
manque de source d’eau potable, conduisaient la majorité des populations vers le
fleuve pour des baignades, des besoins naturels et domestiques. Tous ces éléments
justifieraient le choix de ces villages pour cette étude.

L’¢étude fut menée dans le but d’évaluer I’applicabilité de la détection des ECP et des
EPX par ELISA au Mali dans le cadre du projet MustSchistUKEMA. Ce projet qui
consiste en un transfert de technologie sur le terrain permettant 1’utilisation
d’indicateurs immunologiques devrait permettre, apres validation de I’applicabilité de
cette technologie « sur le terrain », d’étudier la fagon dont la morbidité peut étre
affectée et modulée par un changement de traitement lors d’une bilharziose en zone
endémique: en Ouganda, au Kenya et le Mali.

Cette méthode immunologique de diagnostic, déja appliquée en Tanzanie avec succes
[25], était par cette présente étude testée pour la premiere fois en Afrique de 1’Ouest.
Afin d’atteindre le but visé, un certain nombre de parameétres ont été détermings:
sociodémographiques (sexe, age, ethnie), cliniques (symptomes liés aux bilharzioses,
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Iésions au niveau de I’appareil urinaire), parasitologiques (indicateurs de morbidité
indirecte de la bilharziose urinaire) et immunologiques (marqueurs ECP et EPX). Ces
paramétres ont permis d’avoir la prévalence de la bilharziose urinaire. La prévalence
de S. haematobium observée au sein de notre échantillon (N=110) a permis d’effectuer
et d’établir les corrélations entre variables parasitologiques et variables
immunologiques déterminant ainsi la performance de la technique de détection des
charges ECP et EPX par ELISA comme I’ont fait REIMERT et al., (1993 et 2000) et
SACKO (2006).

Les résultats sociodémographiques ont d’abord permis de décrire 1’échantillon, puis
I’interrogatoire par le questionnaire permit d’orienter le diagnostic, de juger de la
nécessité et du type d’examens complémentaires a demander. L’interrogatoire donna
ainsi une appréciation clinique grace a la symptomatologie liée aux schistosomiases
[58]. Ces résultats ont révélé 4 signes majeurs : douleurs abdominales, dysuries,
hématuries et douleurs pelviennes. L hématurie, la dysurie et les douleurs pelviennes
sont des symptomes observés lors d’une bilharziose urinaire ; les douleurs
abdominales, les diarrhées et le sang dans les selles quant a eux sont rencontrés le plus
souvent lors d’une bilharziose intestinale [7]. Mais étant donné que seule 24 individus
sur 110 ont présenté des ceufs de S. mansoni (agent responsable de la bilharziose
intestinale) dans leurs selles, la fréquence importante des douleurs abdominales
pourrait étre due a une maladie autre que la bilharziose. Car tous les 24 individus ayant
une intensité de charge ovulaire forte (a S. mansoni) ont présenté du sang dans les
selles et une diarrhée. Mais seuls 6 présentaient des douleurs abdominales dont les
causes pourraient étre alimentaires (intoxication) ou liées a d’autres parasitoses
intestinales (amibiases, giardioses).

La bilharziose et son diagnostic au Mali ne datant pas d’aujourd’hui, déja pendant la
période coloniale des déces dus aux bilharzioses urinaire et intestinale avaient été
observés dans le Soudan Frangais (actuel Mali) [57].

Plusieurs études ont été effectuées au Mali par rapport a la répartition de la bilharziose.
Entre 2004 et 2006 une prévalence de 38.3% a été observée pour S. haematobium et
6.7% pour le S. mansoni a la méme période [55]. Déja une enquéte de I’INRSP
(couvrant la période 1984-1994) avait constaté une prévalence de 62,8% pour le S.
haematobium et 51,2% pour le S. mansoni dans la Région de Ségou [54]. Une étude
publiée en 2007 sur I’épidémiologie des Schistosomiases au Mali a révélé une
prévalence de 62,9% pour le S. haematobium dans la zone Office du Niger [28]. Pour
notre part, une prévalence de 77.3% pour la bilharziose urinaire a S. haematobium et
une prévalence de 22% pour la bilharziose intestinale a S. mansoni avec 11 cas de
coinfections a S. haematobium et S. mansoni. La différence de prévalence observée
pourrait étre due a une différence de lieux d’étude [28, 54].
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Ces prévalences observées nous montrent une forte endémie de bilharziose urinaire
dans ces villages. Guenidaga et Kaladangan, se caractérisent par une population
majoritairement constituée de Bozos (dont la principale activité est la péche) et de
Somonos (dont la principale activité est la vente de poisson au bord de I’eau) ; et
I’insuffisance de latrine conforme aux normes et réglements sanitaires. Ces 2 facteurs
(activité et sanitaire) pourraient expliquer la forte prévalence de tous les indicateurs de
morbidité a la bilharziose urinaire au sein de ces 2 villages. Kalabougou quant a lui se
distingue par une population constituée de 86,95% de Bambara (dont la principale
activité est 1’agriculture) et des latrines plus conformes aux normes et réglements
sanitaires. D’ou une prévalence 20 a 30% inferieure a celle des 2 villages précédents.
Notons aussi que tous les cas de coinfection a S. haematobium et a S. mansoni ont été
observés a Guenidaga et Kaladangan bien qu’ils soient moins peuplés que
Kalabougou.
Sur I’ensemble de I’échantillon, la courbe de répartition de la prévalence de S.
haematobium selon les tranches d’age forme une premiére cloche qui s’étend de 1 a
I4ans avec une prévalence qui varie de 10 a 25%. Des études ont montré qu’en dehors
de I’hivernage les enfants et les femmes ont un contact plus fréquent avec les points
d’eau que les hommes adultes, d’ou une prévalence plus élevée chez les femmes et les
enfants par rapport aux hommes adultes. Cette différence pourrait s’expliquer par les
activités menées par ces femmes et ces enfants [89].
Mais notons aussi, que les mollusques infectés sont le plus souvent rencontrés pendant
cette période, d’ou une transmission élevée [89].
Cependant I’hivernage est la période pendant laquelle I’agriculture et la péche sont les
plus pratiquées par une tranche d’age correspondant a notre 2°™ pic de prévalence (24-
34ans). C’est bien aprés cette période (I’hivernage), pendant le mois de Février que
nos €chantillons ont été prélevés.
En prenant le cas de Kalabougou qui présente une prévalence de S. haematobium
beaucoup moins ¢levée par rapport aux 2 autres villages. Sa population
majoritairement Bambara et en age de pratiquer I’agriculture pourrait éventuellement
justifier cette prévalence car 1’activité agricole s’intensifie pendant I’hivernage et un
peu apres [89].
Une forte prévalence de S. haematobium fut observée chez les enfants d’age scolaire
(7-14ans), bien que ces derniers fassent I’objet de nombreuses études car présentant
trés souvent une forte prévalence [26, 28, 54, 56]. Elle pourrait s’expliquer par la
fréquentation des points d’eau (lieu de recréation des enfants) treés souvent en dehors
de la saison pluvieuse d’ou un risque de transmission trés €élevé lors d’une baignade
dans des eaux souillées [89].
Le traitement de masse communautaire au praziquantel étant guidé par le diagnostic
communautaire actif a partir d’examen d’urine chez les enfants de 7 a 14ans, la
principale stratégie consiste a focaliser les campagnes de traitement de masse sur les
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enfants de cet age [28]. Bien vrai qu’elle ait permis de réduire de facon significative le
taux de prévalence de S. haematobium et de S. mansoni dans certains villages de la
zone de 1I’Office du Niger [28], 13 cas d’hématurie, et 11 cas de microhematurie ont
¢été observé chez 24 enfants d’age préscolaire (moins de 6ans). Les enfants d’age
préscolaire restent une couche trés vulnérable, les séquelles qu’ils peuvent développer
sont beaucoup plus importantes que chez les adultes mais ces enfants sont tres souvent
écartés lors des campagnes de traitement chimio-préventifs de masse.

Lors de I’examen échographique quelques 1€sions ont été observées. Les 1ésions qui
constituent le seul marqueur de morbidité direct utilisé dans cette étude. L’examen
échographique fut pratiqué selon le protocole standard du comité d’expert financé par
I’OMS a Niamey [82]. Nous avons observé certaines 1ésions nous donnant une
prévalence de 20% (N=110) dans les 3 villages. La population de Kaladangan a
présenté plus de Iésions avec 30,18% suivi de celle de Guenidaga. Les enfants ayant
moins de 14ans représentaient 89% des cas Iésions observées et 56% de ces enfants
étaient des Bozos.

Mais toujours est il, que le diagnostic précoce et I’inclusion des enfants de moins de
Sans dans les campagnes de traitement chimio-préventifs de masse aurait pu réduire la
prévalence de Iésions au niveau de I’appareil urinaire (30,76%) observées chez ces
derniers.

Une meilleure relation fut observée entre micro-hématurie et 1ésion au niveau de
I’appareil urinaire plutét qu’entre 1’intensité de la charge ovulaire et la présence de
I€sion au niveau de 1’appareil urinaire. En revanche, la relation entre microhématurie
et intensité de charge ovulaire présentait une corrélation trés significative
(p<0,0000001). Suivant la méme idée, une enquéte réalisée au Zimbabwe avait conclu
que la microhématurie est un indicateur valable dans le diagnostic de la bilharziose
urinaire (a S. haematobium) dans un programme national de lutte, il pourrait méme se
substituer a I’examen parasitologique (détermination des ceufs dans les urines par
filtration) [62].

Une fois les analyses immunologiques effectuées, les seuils de détection pour ECP et
pour EPX fut déterminés.

Le choix de 5ng/ml comme seuil de détection d’une infection schistosomienne pour le
marqueur immunologique ECP résultat de la performance du test observé a travers un
score significative et une efficience de 81% entre I’intensité de la charge ovulaire du S.
haematobium et la charge d’ECP dans les urines a ce seuil. Ce seuil qui étant notre
seuil de détection optimal pour la charge ECP, avait aussi été conseillé dans une étude
précédente avec une sensibilité, une spécificité et une efficience respectives de 95%,
71%, 90% [25]. Au méme seuil (soit Sng/ml) des résultats similaires ont été rapportés
par SACKO (au Danemark) avec des échantillons prélevés au Mali. Ce dernier a
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obtenu une sensibilité, une spécificité et une efficience respective de 91%, 40%, 91%
[26].

I est a noter que les études de REIMERT (2000) et de SACKO (2006) concernaient
des enfants d’age scolaire, tandis que notre échantillon n’avait aucun critere
d’exclusion par rapport a I’age (I’age variait de 1 a 50ans). La premiére, réalisée en
Tanzanie, sa confrontation avec les résultats des charges ECP a permis d’observer une
meilleure sensibilité (soit 98% contre 95% pour REIMERT) mais une spécificité
inferieure a celle de REIMERT (soit 20% contre 71%) [25].

La seconde quant a elle, s’approche plus de notre étude, car réalisée a partir
d’échantillons prélevés aussi au Mali bien que les zones de collecte différent. Nos
résultats ont néanmoins présenté une spécificité et une efficience inferieures a celles
observées par SACKO (2006), soit 20% contre 40% et 81% contre 91% [26]. Ces
différences pourraient s’expliquer par une forte prévalence de S. haematobium observé
par SACKO (2006), mais aussi par une différence de type d’échantillon. Dans notre
¢tude tous les ages €taient inclus alors que chez SACKO seul les enfants d’age scolaire
(7 a 14ans) étaient pris en compte [26]. L’utilisation de la filtration comme test de
référence pourrait aussi expliquer cette différence. Certaines charges ovulaires nulles
peuvent s’expliquer par une variation d’excrétion lors du prélévement, ou encore par
I’age de I’individu, car les ceufs peuvent se glisser (ou s’accrocher) entre les tissus de
la vessie [25, 26, 78].

La filtration des urines ne pouvant pas détecter tous les vrais positifs, la variation du
score de cet indicateur affecte la spécificité donc la performance du test auquel il est
corrélé (car la spécificité permet de déterminer cette performance) [26].

Afin de déterminer le seuil de détection d’une infection schistosomienne pour le
marqueur immunologique EPX, il a fallu pousser le seuil jusqu’a 500ng/ml pour avoir
un test significatif (p<<0,01) et une efficience de 79% entre 1’intensité de la charge
ovulaire du S. haematobium et la charge d’EPX dans les urines.

Mais bien vrai que la zone soit fortement endémique, plus de 70% des individus
reconnus sains selon les indicateurs de morbidité utilisés, présentaient des résultats
positifs avec de forte concentrations d’EPX. Cette forte concentration pourrait
¢ventuellement s’expliquer par le fait qu’il y ait dans les prélévements une composante
autre qu’une infection helminthique qui fait réagir les EPX. Cette composante dans le
préléevement d’urine responsable de la forte sensibilit¢ de ’EPX pourrait étre liée a la
propriété neurotoxique d’EPX qui est supérieure a celle de ’ECP [27].

Apres avoir constaté une tres forte sensibilité de I’EPX par rapport a ’ECP, «la forte
concentration d’EPX trouvé dans I’urine de personnes reconnues saines conforte
I’hypothése selon laquelle la présence d’EPX serait liée a des facteurs autres
qu’hématologiques » [27].
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Le test de corrélation entre les charges EPX (<500ng/ml) par rapport a la présence de
Iésions n’était pas significatif avec r<0,1 d’ou une tres faible corrélation aux seuils de
détection choisis.

Des études précédentes ont démontré qu’ECP pouvait étre considéré comme un
indicateur de morbidité au seuil de détection de 25ng/ml. Il serait donc plus aisé de
corréler les variables 1€sion et microhématurie avec ECP a un seuil de détection de
25ng/ml comme ’ont fait REIMERT et SACKO [25, 26].

Sur trois indicateurs de morbidité indirecte utilisés dans cette étude, la microhématurie
venait juste apres 1’intensité de la charge ovulaire. La corrélation entre I’intensité de la
charge ovulaire et la charge ECP (<5ng/ml) était certes peu puissante (r=0,4) mais
significative (p<0,001). Par contre, la microhématurie corrélée a la charge ECP
(<5ng/ml) n’était pas significative.

En outre I'utilité¢ de la microhématurie comme indicateur de morbidité a ét¢ démontré
[62, 83, 84, 85]. Le choix du seuil de détection de 25ng/ml a permis d’observer une
corrélation positive, significative entre charge ECP et microhématurie avec une
spécificite de 39%.

Comme dans I’étude de SACKO la spécificité observée entre ECP (<5ng/ml) et
I’intensité de la charge ovulaire était inferieure a celle observée entre ECP (<25ng/ml)
et microhématurie. Cette observation conforte la thése selon laquelle ECP pourrait étre
utilisée comme marqueur de morbidité [25, 27].

Comme indicateur de morbidité direct nos résultats ont révélé une prévalence variant
de 6,52 a 30,18% de 1ésions au niveau de 1’appareil urinaire contre 16,4 a 52% pour
SACKO (2006) [26]. Cette différence pourrait s’expliquer par le type de I’échantillon
de SACKO, car la tranche d’age (7-14ans) qui constitue son échantillon était parmi
celle qui a présentée le plus de 1€sion dans le notre [26]. D’autre part, la faible
corrélation observée entre 1ésions et ECP (r<0,2) n’était pas significative. Elle a
présenté une sensibilité de 29% contre 22 - 33% pour SACKO et 50% pour
REIMERT.

Bien que I’examen échographique soit un indicateur de morbidité direct (les 1ésions
étant directement visibles), HATZ et RICHTER ont démontré certaines limites de cet
examen malgré son efficacité qui pourrait tre la cause du faible degré de signification
observé [81].

Tout d’abord, I’appareil ultrasonographique ne peut pas détecter les premiers
changements de la paroi vésicale suite a une inflammation débutante ; et les
pathologies moyennes font 1’objet de variations en fonction de 1’angle d’observation
qui peut étre inter ou intra [15, 80, 81]. De plus, de nombreux cas d’inflammations
vésicales pouvant étre associés a la morbidité n’ont pas été¢ détectés par échographie
lors d’une ¢tude au Madagascar rapportée par LEUTSCHER et al. (2000) [87]. Malgré
ces résultats, 1’utilisation d’ECP comme marqueur de morbidité, devrait faire I’objet

Thése présentée et soutenue par Monsieur Ousmane H KONATE

57



d’une étude plus poussée au Mali dans la détermination de morbidité liée a la
bilharziose urinaire par la charge ECP (a 25ng/ml) détectée par ELISA dans les urines.

Dans le but de déterminer les individus jugés infectés selon les marqueurs
immunologiques, 24 individus ne présentant ni micro-hématurie ni charge ovulaire ont
¢été sélectionnés.

Sur les 24, 11 individus ayant une charge positive (soit 45,83%, n=24) pour ECP
(<5ng/ml) et 19 individus ayant une charge positive (soit 79,16%, n=24) pour EPX
(<500ng/ml) ont été observés.

Si ces 11 individus ou méme ces 19 individus ne regoivent pas de traitement car
considérés sains, ils pourront développer la maladie ; et en excrétant des ceufs ils
seront des acteurs du cycle parasitaire au sein de leur population.

Comme marqueurs d’infection schistosomienne, I’absence ou la faiblesse de signes
cliniques tels que I’hématurie, la microhématurie ne devrait pas exclure la détection de
la charge ECP (<5ng/ml). L’analyse de la corrélation entre la charge ECP (<5ng/ml) et
I’intensité de la charge ovulaire donnait un degré de signification telle, que son
utilisation pourrait étre d’un apport conséquent dans le diagnostic de la bilharziose
urinaire au Mali.

En revanche EPX nécessiterait plus d’études dans le but de déterminer 1’ensemble des
composantes qui le fait réagir dans les prélévements d’urine afin d’isoler et d’extraire
le composant spécifique a la bilharziose urinaire.
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CHAPITRE V : CONCLUSION:

Dans la région de Ségou, plus précisément dans la Commune de Souba, une
prévalence respective de 77,3% et de 22% de S. haematobium et de S. mansoni a été
observée grace aux analyses parasitologiques. En plus de quelques cas de co-infections
(S. haematobium et S. mansoni), les prévalences observées par tranche d’age
interpellent sur la nécessité d’inclure les enfants ayant moins de Sans dans la
campagne de traitement chimio-préventif de masse conduit par le programme national
de lutte.

Concernant les résultats immunologiques, 1’établissement d’une corrélation entre
résultats parasitologiques et charge d’ECP, a permis de déterminer une corrélation tres
significative. Ce score nous édifie sur la possibilité d’appliquer et de reproduire le test
de détection d’ECP par ELISA en cas de bilharziose urinaire au Mali.

En revanche, la charge d’EPX a présenté une corrélation assez significative p<0,01
mais limité. Cette faible corrélation dans le cas d’EPX s’expliquerait par un certain
nombre de facteurs mentionnés plus haut dans cette thése, ils soulignent la nécessité de
faire plus de recherche sur la sensibilité d’EPX.

Cette ¢tude devrait permettre, a travers 1’analyse des résultats obtenus, la prévention de
I’apparition de la maladie par un diagnostic précoce. Car ce diagnostic impliquerait un
traitement précoce. Elle devrait aussi permettre de détecter des cas d’infections
chroniques (ou les examens parasitaires ne sont pas toujours positifs en milieu de forte
endémicité malgré la présence du parasite).

L’adoption de la méthode ELISA conduirait vers une meilleure prise en charge des
populations dans les zones a risque, augmentant ainsi 1’efficacité du Programme
National de Lutte réduisant ainsi les morbidités liées a la bilharziose urinaire.

En tenant compte des répercussions de la bilharziose sur I’économie d’un pays comme
le Mali, les avantages de 1’application de cette méthode, lors des activités du PNLSh et
si possible, de son introduction dans le tableau des analyses de routine, pourraient
transformer son cotit en un investissement trés rentable pour 1’économie de notre pays.
Nous espérons que cette étude sera le premier jalon vers un diagnostic plus rapide,
plus précis et précoce, permettant ainsi 1’élaboration de meilleures stratégies de lutte
contre la bilharziose au Mali @ moyen terme car une maladie mal ou non diagnostiquée
est une maladie mal traitée.
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CHAPITRE VI : RECOMMANDATIONS :

Au terme de notre étude, nous recommandons ce qui suit :

* Aux autorités sanitaires :
-Encourager les analyses immunologiques pour un diagnostic précoce de la
maladie,
-Equiper les laboratoires et former le personnel afin de reproduire la technique
ELISA,
-Introduire le test de détection des ECP par ELISA dans les analyses de routine
de la bilharziose urinaire.

* Au personnel de santé :
-Etre tres rigoureux lors de 1’exécution du protocole d’analyse du test ELISA,
-Respecter les exigences sanitaires et d’hygiéne qui régissent un laboratoire
d’analyse médicale,
-Sensibiliser les populations sur la maladie : sa transmission, son évolution, ses
complications et I’intérét d’un diagnostic précoce.

* Aux chercheurs :
-Faire des études afin d’¢élaborer dans un futur proche des kits de diagnostic
rapide avec ECP comme marqueur dans le diagnostic précoce de la bilharziose
urinaire.
-Procéder a plus d’étude sur tous les composants pouvant faire réagir ’EPX
dans les prélevements d’urines.
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ANNEXES

Annexe 1: Fiche signalétique :

FICHE SIGNALETIQUE

Nom : KONATE

Prénom : Ousmane Hamadoun

Titre de la thése : Applicabilité de la technique ELISA dans la détection

de protéine cationique d’éosinophile et de neurotoxine dévirée des

éosinophiles en cas de bilharziose urinaire au Mali

Année universitaire : 2009 - 2010

Ville de soutenance : Bamako

Pays d’origine : MALI
Lieu de dépot : Bibliotheque de la Facult¢ de Médecine de Pharmacie et d’Odonto-

Stomatologie (FMPOS)

Secteur d’intérét : Laboratoire, Santé Publique

Résumé :

La bilharziose, 2éme maladie parasitaire sur le plan mondial aprés le paludisme avec prés de
200 millions de personnes infectées dans le monde selon I’OMS (2010), est un véritable
probléme de santé publique le long de nos fleuves et points d’eau.

Dans le souci de réduire ce probléme, notre étude avait pour but 1’évaluation de 1’applicabilité
d’une nouvelle méthode immunologique de diagnostic de certaines protéines produites lors
d’une infection bilharzienne (ECP et EPX) au Mali.

Cette ¢tude, transversale a passage unique, s’étendait sur 3 villages d’'une méme commune
(Souba) de la région de Ségou avec un échantillon de 110 individus inclus. Par transfert de
technologie provenant du Danemark, nous avons aménagé un laboratoire au sein du service de
parasitologie de I’'INRSP sis a Bamako-coura afin de mener a bien nos analyses.

Apres avoir procédé aux différentes analyses, nous avons noté une prévalence globale de
68,86% (N=167) de Schistosoma haematobium et 8,98% (N=167) de Schistosoma mansoni.
Avec 110 individus inclus dans notre étude, les tests parasitologiques nous ont révélé une
prévalence de 77,3% de bilharziose urinaire, et 22% de bilharziose intestinale avec 11 cas de
coinfections sur les 110.
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Les résultats immunologiques, quant a elles, nous ont permis de noter une prévalence de
79,09% (N=110) de Schistosoma haematobium. La détermination de la sensibilité, de la
spécificité et de I’efficience de la méthode immunologique en ayant comme gold standard les
examens parasitologiques a permis de choisir le cut-off adéquat pour ECP et EPX. Puis a
travers les résultats immunologiques pour ECP, nous avons constaté une bonne corrélation
entre la charge ovulaire du Schistosoma haematobium et la concentration d’ECP dans les
urines avec un seuil de positivité de Sng/ml (p<0,001).

Quant a EPX, il a fallu pousser le seuil jusqu’a 500ng/ml pour avoir une efficience de 0,79.
Apres confrontation de nos résultats avec des études antérieures, nous avons constaté que le
score obtenu pour ECP refléte un peu les normes. EPX (dont la prévalence notée est de
presque 100%), présente une positivité telle, qu’elle pourrait étre due a un €élément autre que
bilharzien dans les urines analysées.

En plus des cas positifs selon le test parasitologique, des individus considérés sains par ce
méme test ont présentés un résultat positif au test immunologique, et la zone étant fortement
endémique, ces résultats ne doivent pas étre négligés car un diagnostic précis favorise
I’établissement d’une meilleure stratégie de traitement.

Mots clés : ELISA, ECP, EPX ; Bilharzioses ; INRSP, MALI
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Annexe 2: Fiche d’enquéte :

FICHE D’ENQUETE INDIVIDUELLE

I) Données anthropométriques:

Date........ [ociiennn. [ocivinnin.

Numéro d’identification.................... Cercle................. Village...........
Famille............coooiiiii NUMEIO. ..

NOM €t Prénom........uiii e

Age.viiiiiiiiiii, SeXe..ooiiiiiiiiiia Ethnie.......................

II) Questionnaire:

(Symptomatologie)

Sang dans | Douleurs Dysurie Douleurs Diarrhée Sang dans
les urines pelviennes abdominales selles

I1I) Examens parasitologique des selles:

(ceufs par gramme de selle)

Schistosoma | Ankylostome | Ascaris Trichuris H. nana Autres
mansoni

IV) Examens parasitologiques des urines:

Macro hématurie Micro hématurie

Schistosoma haematobium

(oeufs/10ml d’urine)
V) Examens immunologique des urines:
ECP (ng/ml) EPX (ng/ml)
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Annexe 3 : Les Protocoles d’analyse d’ECP et d’EPX

Eosinophil Cationic Protein (ECP) - ELISA 2

Standard Operating Procedure
Updated on 21-11-2007

Procedure

Step 1 Coating of plate(s) with Ra-anti-hu-ECP-Ab
Prepare a 1:10,000 solution of Ra-anti-hu-ECP-Ab diluted 10.000 in coating buffer.
1 plate: add 1.2 ul Ab to 12 ml coating buffer and mix well
5 plates: add 5.5ul Ab to 55 ml coating buffer and mix well
Add 100 pl/well, seal the plates with plate sealing tape and store them in the fridge at 4°C.
Plates are ready for use after 48 hours, and can be used for up to 5 weeks.

Alternatively using Semi kit prepared for 12 plates:

1). Add 0.5 ml coating buffer to the vial. Let it soak for 5 minutes and flush the vial with the
0.5 ml content.

2). Transfer the 0.5 ml to 120 ml coating buffer.

3). Rinse the vial three times with 0.5 ml coating solution to make sure that all antibodies
are dissolved in the 120 ml.

4). Add 100 pl/well, seal the plates with plate sealing tape and store them in the fridge at 4 °C.
Plates are ready for use after 48 hours, and can be used for up to 5 weeks.

Step 2 Wash
Empty the plate and wash 3 times in washing buffer, 300 pd/well.

Step 3 Blocking

Block the additional protein binding sites by adding 300 pl/well of washing buffer and
incubate the plates at room temperature, for at least 15 minutes until application of standards
and samples.

Step 4 Dilution and application of standards and samples

Standards:  Prepare the 7 standard dilutions, ranging from 1000 pg/ml to 15.75
pg/ml, by 2 fold dilutions, of the 1000 pg/ml ECP standard, in sample-buffer and the
“blank/negative control” (sample buffer only).

Samples: Samples processed and diluted according to SOPDilute samples at least
10 times in sample-buffer.

Add standards, blank and samples to the plate in duplicate wells, 100 il / well, according to
design below.

1 [ 2 [3[4]s5]e[7[s8s]oJw[n]ln
A Blank Sample , Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
B 15.62 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
&) 31.25 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
D 62.5 pg/mi Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
E 125 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
F 250 pg/ml Sampile.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
G 500 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
H 1000 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample e

Incubate plate(s) overnight in the fridge at 4°C or 2 hours on a shaking table at room
temperature

MUSTSchistUKEMA,
“Multi-disciplinary studies of human schistosomiasis in Uganda, Kenya and Mali:
New perspectives on morbidity, immunity, treatment and control
INCO Contract No: 517733
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Eosinophil Cationic Protein (ECP) - ELISA 3

Standard Operating Procedure
Updated on 21-11-2007

Procedure (continued)

Step 5 Wash
Empty the plate and wash 3 times in washing buffer, 300 ul/well.

Step 6 Incubation with biotin-Ra-anti-hu-ECP-Ab
Dilute biotin-Ra-anti-hu-ECP-Ab 1. xx in washing buffer (batch dependent)
For 1 plate xx ml buffer + xxul antibody
For 4 plates xx ml buffer + xxul antibody
Mix well and add 100 il / well.
Incubate plates 2 hours at 37° C or for two hours at room temperature under constant stirving.
Alternatively using Semi kit (prepared for 4 plates:
1) Add 0.5 ml washing buffer to the vial. Flush the vial with the 0.5 ml content.
2). Transfer the 0.5 mi to 40 ml washing buffer.
3). Rinse the vial three times with 0.5 ml coating solution to make sure that all conjugated
antibodies are dissolved in the 40 ml.
4). Add 100 pl/well, seal the plates with plate sealing tape and incubate plates 2 hours at
37°C or for two hours at room temperature under constant stirring.

Step 7 Wash
Empty the plate and wash 3 times in washing buffer, 300 ul/well.

Step 8 Incubation with avidin-peroxidase conjugate
Prepare the avidin-peroxidase conjugate solution: avidin-peroxidase conjugate diluted 1:5000
times in washing buffer. (batch dependent)

For I plate 12 ml buffer + 2.4l avidin-peroxidase conjugate

For 4 plates 48 ml buffer + 9.6 ul avidin-peroxidase conjugate
Add 100 pl / well of the avidin-peroxidase conjugae solution and incubate the plates for 30
minutes on a shaking table.

Step 9 Wash
Empty the plate and wash 3 times in washing buffer, 300 pl/well.

Step 10 Development of the plates
Prepare enzyme-substrate solution
1 plate: 4 OPD- tablets dissolved in 12 ml dest. H;O + 5 wl (30%) H-0;
4 plates 14 OPD-tablets dissolved in 42 ml dest H>O + 17.3ul (30%) H>O,
Add 100 pl/well of the enzyme-substrate solution and incubate the plates.

Stop the enzyme reaction / colour development after maximum 30 minutes incubation by
addition of stop solution (0.5 M H>SOy), 50 wl / well.

Step 11 Reading of plates
Read the plates at 490 nm with a 620 nm reference filter

Preparation of samples for ECP analysis
Samples must be extracted in cases where the samples contain cellular material or solid
material and the need is 10 measure the total amount ECP is needed.

MUSTSchistUKEMA,
“Multi-disciplinary studies of human schistesomiasis in Uganda, Kenya and Mali:
New perspectives on morbidity, immunity, treatment and control
INCO Contract No: 517733
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Eosinophil protein X (EPX) - ELISA 2

Standard Operating Procedure
Updated on 21-11-2007

Procedure

Step 1 Coating of plate(s) with Ra-anti-hu-EPX-Ab
Prepare a 1:10,000 solution of Ra-anti-hu-EPX-Ab diluted 10.000 in coating buffer.
1 plate: add 1.2 pl Ab to 12 ml coating buffer and mix well
5 plates: add 5.5 Ab to 55 ml coating buffer and mix well
Add 100 pl/well, seal the plates with plate sealing tape and store them in the fridge at 4 C.
Plates are ready for use after 48 hours, and can be used for up to 5 weeks.
Alternatively using Semi kit prepared for 12 plates:
1). Add 0.5 ml coating buffer to the vial. Let it soak for 5 minutes and flush the vial with the
0.5 ml content.
2); Transfer the 0.5 ml to 120 ml coating buffer.
3). Rinse the vial three times with 0.5 ml coating solution to make sure that all antibodies
are dissolved in the 120 mi.
4). Add 100 pd/well, seal the plates with plate sealing tape and store them in the fridge at 4 °C.
Plates are ready for use after 48 hours, and can be used for up to 5 weeks.

Step 2 Wash
Empty the plate and wash 3 times in washing buffer, 300 ul/well.

Step 3 Blocking

Block the additional protein binding sites by adding 300 ul/well of washing buffer and
incubate the plates at room temperature, for at least 15 minutes or until application of
standards and samples.

Step 4 Dilution and application of standards and samples

Standards:  Prepare the 7 standard dilutions, ranging from 1000 pg/ml to 15.62
pg/ml, by 2 fold dilutions, of the 1000 pg/ml EPX standard, in sample-buffer and the
“blank/negative control” (sample buffer only).

Samples: Samples processed and diluted according to SOP. Dilute samples at least
10 times in sample-buffer.

Add standards, blank and samples to the plate in duplicate wells, 100 ud / well, according to

design below.

1 [2]3]4a]s5Je[7]8]9Jwu]ln]n
A Blank Sample , Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
B 31.25 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
C 62.5 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
D 125 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
E 250 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
F 500 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
G 1000 pg/mi Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample..
H 2000 pg/ml Sample.. Sample.. Sample.. Sample.. Sample a0

Incubate plate(s) overnight in the fridge at 4 °C or 2 hours on a shaking table at room
temperature

MUSTSchistUKEMA,
“Multi-disciplinary studies of human schistosomiasis in Uganda, Kenya and Mali:
New perspectives on morbidity, immunity, treatment and control
INCO Contract No: 517733
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Eosinophil protein X (EPX) - ELISA 3
Standard Operating Procedure
Updated on 21-11-2007

Procedure (continued)

Step 5 Wash
Empty the plate and wash 3 times in washing buffer, 300 ul/well.

Step 6 Incubation with biotin-Ra-anti-hu-EPX-Ab
Dilute biotin-Ra-anti-hu-EPX-Ab 1: xx(according to batch) in washing buffer
For 1 plate xx ml buffer + xxul antibody
For 4 plates xx ml buffer + xxpd antibody
Mix well and add 100 ul / well.
Incubate plates 2 hours at 37°C or for two hours at room temperature under constant stirring.
Alternatively using Semi kit (prepared for 4 plates:
1). Add 0.5 ml washing buffer to the vial. Flush the vial with the 0.5 ml content.
2); Transfer the 0.5 ml to 40 ml washing buffer.
3). Rinse the vial three times with 0.5 ml washing buffer/biotin Ab solution to make sure that
all conjugated antibodies are dissolved in the 40 ml.
4). Add 100 pi/well, seal the plates with plate sealing tape and incubate plates 2 hours at
37°C or for two hours at room temperature under constant stirring.

Step 7 Wash
Empty the plate and wash 3 times in washing buffer, 300 pd/well.

Step 8 Incubation with avidin-peroxidase conjugate
Prepare the avidin-peroxidase conjugate solution: avidin-peroxidase conjugate diluted
1:5000 in washing buffer.
For 1 plate 12 ml buffer + 2.4 1d avidin-peroxidase conjugate
For 4 plates 48 ml buffer + 9.6 pl avidin-peroxidase conjugate
Add 100 d / well of the avidin-peroxidase conjugae solution and incubate the plates for 30
minutes on a shaking table.

Step 9 Wash
Empty the plate and wash 3 times in washing buffer, 300 ul/well.

Step 10 Development of the plates
Prepare enzyme-substrate solution
[ plate: 4 OPD- tablets dissolved in 12 ml dest. H;O + 5 pl (30 %) H2O;
4 plates: 14 OPD-tablets dissolved in 42 ml dest HO + 17.5ul (30%) H>0;
Add 100 pl/well of the enzyme-substrate solution and incubate the plates.

Stop the enzyme reaction / colour development after maximum 30 minutes incubation by
addition of stop solution (0.5 M H-SO,), 50 pl / well.

Step 11 Reading of plates
Read the plates at 490 nm with a 620 nm reference filter

Preparation of samples for EPX analysis.
Samples must be extracted in cases where the samples contain cellular material or solid
material and the need is to measure the total amount EPX is needed.

MUSTSchistUKEMA,
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Annexe 4 : Exemple d’un résultat ECP

Ascent Software

Session:
Instrument:

User name:

Started at:

Actual temperature:

14
Blank
Cal_1
Cal_2
Cal_3
Cal_4
Cal_5
Cal_6
Cal_7

IOTMMOO®@>»

1
0,002
0,036
0,059
0,173
0,323
0,654
1,293
2,429

IOQMMOOTD>»

Name M

Cal_1 0,036
0,012
0,024

Cal_2 0,059
0,043

—_

0,051

cal3 0173
_ 0320
0473

Cal_4 0,323
0,331

—_—n

0,327

Cal_5 0,654
0,666
0,660

Cal_6 1293
1,290

—l

1,292

cal 7 2,429
2,401

gt

2,415

1
-0,001
0,024
0,034
0,062
0,123
0,248
0,501
1,006

IOGTMMOO >

2
Blank
Cal_1
Cal_2
Cal_3
Cal_4
Cal_5
Cal_6
Cal 7

2
-0,002
0,012
0,043
0,320

Sheet: Blank1, Assay: Assay1

Il

0,016

0,031

0,063

0,125

0,250

0,500

1,000

2

0,004
0,008
0,028
0,121
0,127
0,252
0,499
0,994

3
Urine 1
Urine 2
Urine 3
Urine 4
Urine 5
Urine 6
Urine 7
Urine 8

3
13,890
13,102
13,469

1,495
2,445

4
Urine 1
Urine 2
Urine 3
Urine 4
Urine 5
Urine 6
Urine 7
Urine 8

4

3,222
3,003
3,320
0,369
3,362
3,296
0,407
0,687

C:\ASCSW26\ECP_DATA\U_ECP001.SEE
MULTISKAN EX PRIMARY EIAV. 2.3

CR
25/03/2008 16:16:53
Amb.temp

5
Urine 9
Urine 10
Urine 11
Urine 12
Urine 13
Urine 14
Urine 15
Urine 16

5

3,478
3,003
1,565
3,513
0,674
3,421
3,260
0,522

Calculated concentrations Sheet: Blank1, Assay: Assay1

Curve

Fit1

Comment:

6
Urine 9
Urine 10
Urine 11
Urine 12
Urine 13
Urine 14
Urine 15
Urine 16

T
Urine 17
Urine 18
Urine 19
Urine 20
Urine 21
Urine 22
Urine 23
Urine 24

8
Urine 17
Urine 18
Urine 19
Urine 20
Urine 21
Urine 22
Urine 23
Urine 24

26/03/2008 3:19

V£H ool

Layout map for calibrators Sheet: Blank1, Assay: Assay1 and for samples Sheet: Blank1, Assay: Assay1

9
Urine 25
Urine 26
Urine 27
Urine 28
Urine 29
Urine 30
Urine 31
Urine 32

Source data for calibrators Sheet: Blank1, Assay: Assay1 and for samples Sheet: Blank1, Assay: Assay1

10

1" 12

Urine 25 Urine 33 Urine 33
Urine 26 Urine 34  Urine 34
Urine 27 Urine 35  Urine 35
Urine 28  Urine 36  Urine 36
Urine 29  Urine 37  Urine 37
Urine 30 Urine 38  Urine 38
Urine 31 Urine 39  Urine 39
Urine 32 Urine 40  Urine 40

6 7 8 9 10 1 12
3,575 0,645 0,648 3,031 3,332 3,031 3,274
2,949 1,393 1,484 3,138 3,100 2,480 2,556
1,576 2,348 2,533 3,223 3,223 2,732 3,019
2,982 1,236 1,310 2,765 2,797 0,355 0,384
0,535 1,066 1,132 3,207 3,128 0,051 0,067
3,863 3,189 3,296 3,863 3,421 1,457 1,485
3,311 3,879 3,737 3,369 3,260 0,051 0,093
0,594 3,605 3,429 0,270 0,262 0,150 0,178
Conc. Meas. CalcConc. Residual
Cal_1 0,016 0,024 0,016 -7,63E-06
Cal_2 0,031 0,051 0,031 7,63E-06
Cal_3 0,063 0,173 0,062 7,63E-06
Cal_4 0,125 0,327 0,125 7,63E-06
Cal_5 0,250 0,660 0,250 1,53E-05
Cal_6 0,500 1,292 0,500 3,05E-05
Cal_7 1,000 2,415 1,000 6,10E-05
ENABLED AND DISABLED MEAN VALUES
= I T TIT
1 I “! 1 ‘ ‘ }
20 + + |
‘ I ‘ ‘ [ |
31s t - I ‘
E isab.
ol i/ L |
| |
| ,,..,[ ! L1 L __LU
[ o0 100 ‘
\ T |
L |
Mean Blank 0,236
Status:
Remark: Bold values are extrapolated
Fit type: Cubic spline
Meas. transformation: Linear
Conc. transformation: Linear
6 7 8 9 10 1 12
15,253 2,448 2,451 12,789 14,152 12,789 13,890
12,418 5,439 5,835 13,274 13,102 10,294 10,638
6,238 9,697 10,534 13,659 13,659 11,435 12,735
12,568 4,762 5,080 11,585 11,730 1,382 1,507
2,069 4,048 4,322 13,586 13,229 0,312 0,366
16,557 13,550 13,989 16,557 14,555 §717. 5,839
14,057 16,629 15,986 14,320 13,826 0,312 0,436
2,272 15,389 14,592 0,960 0,924 0,569 0,638
Pages: 1/4
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Annexe S : Exemple d’un résultat EPX

Ascent Software

Session:
Instrument:

User name:
Started at:

Actual temperature:

k|
Blank
Cal_1
Cal_2
Cal_3
Cal_4
Cal 5
Cal_6
Cal_7

IOGTMMOOOD>

)
IOTmMoow>®

o

o

~

©

Nam M

Cal_1 0,029
0,037
0,033

Cal_2 0,089
0,098

Cal 3 0,245

cal_s 1,070

Cal_7 3,015

2,969

2,992

1
0,034
0,029
0,083
0,125
0,260
0,501
1,026
2,027

IOTMTmMOO®>»

i Sheet: Blank1, Assay: Assay1

Source data for calibrators Sheet: Blank1
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Curve Fit1
)
W L/LI
Jed K-
C:\ASCSW26\ECP_DATA\TEPX_100.SEE Comment: L o
MULTISKAN EX PRIMARY EIAV. 2.3
CR
25/03/2008 17:00:03
Amb.temp
Layout map for calibrators Sheet: Blank1, Assay: Assay1 and for samples Sheet: Blank1, Assay: Assay1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Blank Urine 1 Urine 1 Urine9  Urine9 Urine 17 Urine 17 Urine 25 Urine 25  Urine 33
Cal_1 Urine 2 Urine2 Urine10 Urine 10 Urine 18 Urine 18 Urine 26 Urine 26  Urine 34
Cal_2 Urine3  Urine3  Urine 11 Urine 11 Urine 19  Urine 19 Urine 27  Urine 27 Urine 35
Cal_3 Urine 4 Urined4  Urine 12 Urine 12 Urine 20 Urine 20 Urine 28 Urine 28 Urine 36
Cal_4 Urine5 Urine5 Urine 13 Urine 13  Urine 21  Urine 21  Urine 29 Urine 29  Urine 37
Cal 5 Uine6 Urine6 Urine14 Urine14 Urine22 Urine22 Urine30 Urine 30 Urine 38
Cal_6 Urine7  Urine7 Urine 15 Urine 15 Urine23 Urine 23 Urine 31  Urine 31  Urine 39
Cal_7 Urine8 Urine8 Urine 16 Urine 16 Urine24 Urine24 Urine 32 Urine 32 Urine 40
, Assay: Assay1 and for samples Sheet: Blank1, Assay: Assay1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
-0,038 3,394 3,160 1,465 1,454 1,474 1,483 2,938 2,917 3,083
0,037 3,640 3,640 3,640 3,640 3,339 3,339 3,242 2,795 2,737
0,096 2,888 2,888 1,169 1,188 2,924 2,905 2,924 2,905 2,905
0,245 2,896 2,896 3,100 3,431 3,498 3,046 2,298 2,337 3,498
0,532 2,909 2,890 -0,046 -0,055 3,935 3,425 2,492 2,571 3,492
1,067 1,346 1,405 2,900 2,882 3,359 3,563 3,262 3221 3,359
1,894 1,324 1,343 2,403 2,354 2916 2,916 1,796 1,855 2,786
2,969 2,464 2,464 3,004 3,124 2,765 2,779 3,191 3,367 2,765
Conc. Meas. CalcConc. Residual
Cal_1 0,031 0,033 0,031 -7,63E-06
Cal_2 0,063 0,098 0,062 7,63E-06
ne. Cal_3 0,125 0,245 0,125 7,63E-06
Cal_4 0,250 0,556 0,250 1,53E-05
Cal 5 0,500 1,069 0,500 3,05E-05
Cal 6 1,000 1,932 1,000 6,10E-05
0,031 Cal_7 2,000 2992 2,000 0,000
’V ENABLED AND DISABLED MEAN VALUES
0,063 1 > M T T ] ‘
| 1 T i
1 ] i {
) - i / 1 -
p 1
0,125 2 3 ¥ 1111 " Enas.
$1s ! ! Disab,
: ‘ / T = eae
| 10 1 L
| L Lt L
0,250 i 93 T ] T
} 00 1 ! Iy""{'./ 1l \[ ‘ ‘ |
| 001 010 1.00 10.00
Concentrations
0,500 ‘Mean Blank 0178 -
Status
Remark: Bold values are extrapolated
Fit type: Cubic spline
1,000 Meas. transformation: Linear
Conc. transformation: Linear
2,000
Calculated concentrations Sheet: Blank1, Assay: Assay1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
-0,004 247,579 219,884 71,625 71,002 72,125 72,638 193,616 191,150 208,403
0,033 276,695 276,695 276,695 276,695 241,070 241,070 229,589 176,990 170,471
0,062 187,732 187,732 55,374 56,393 191,956 189,734 191,956 189,734 189,734
0,125 188,684 188,684 212,783 251,959 259,889 206,391 127,551 130,872 259,889
0,240 190,198 187,976 -0,790 -1,237 311,610 251,248 145056 152,844 259,178
0,489 64,996 68,256 189,148 187,048 243,437 267,582 231,956 227,104 243,437
0,975 63,788 64,825 136,731 132,361 191,028 191,028 91,193 94,940 175,964
1973 142371 142371 212,072 215,623 173,596 175,183 223,553 244,384 173,596
Pages: 1/4

26/03/2008 5:02

12
Urine 33
Urine 34
Urine 35
Urine 36
Urine 37
Urine 38
Urine 39
Urine 40

12
205,089
224,737
204,498
186,560
187,976
279,062
175,964
173,596
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Annexe 6 : Quelques images prises lors de I’étude

Tri des échantillons pour extraction :

Phase d’extraction des protéines ECP et/ou EPX de nos échantillons:
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Formation a la technique ELISA par le Pr. Reimert C.M. et son assistante Dr Kremer S :

Révélation de la présence des protéines ECP et EPX dans nos échantillons sur plaque (nos
premiers résultats) :
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Le Pr Reimert CM. et le Dr Sacko M. lors de linstallation de !’appareil de lecture
« MultiScan »

IR

Détermination des densités optiques de nos échantillons sur la microplaque par ’appareil
MULTISCAN :
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Annexe 7 : Serment de Galien

SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers de [’ordre des
pharmaciens et de mes condisciples ;

D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur
témoigner ma reconnaissance en restant fidele a leur enseignement ;

D’exercer, dans l’intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et
de respecter non seulement la législation en vigueur, mais aussi les regles de
[’honneur, de la probité et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le malade et sa
dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour
corrompre les moeurs et favoriser des actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres si j'y manque.
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