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reste la maladie la plus impor a

flqorescenceo

;épldenloloplque du paludisme a g

TITAVI AATIONTT L
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Dépuis sa découvert jours lie paludisne .

Jo
te, mondialement reconnue tan

par ses ravages directs sur les 8tres humains que iles consdque

S.u
,.)
l¢]
]
®

socio=dconomiques qui s'en suivent,

-

Ay lendemain de la découverte du parasite du paiudis-

"me par ufJEiAN tous les chercheurs du monde ont contribué a

l'amelioration_des teckniques ds diagnostic de cette maladie afin
de -mieux lutter contre elle et de la prévenir,

- I s'est écould plusieurs décades dépuis la prémidre’.

s
colgration du ?arasiteren'1836,par GOLGT, H.‘C“ LTAVA et CEL LI,

0]

l'introduction de la techni q de la goutbe épaisse san RO55 en .

1)03 pour 1le démistape rapnide des Plasmodium du paludisme

o

Jusqu a leur preﬂlﬁre visualisation par la technigue dl'immuno- -

L'apb?ication des méthodes seroliogigques 2

andement influencé

T
travaux des caerCMeurs>éﬁ,paludologie.

Au Mali le paludisme est. un probléme de santé publique

de premiére importance. IX

a1

présente la @remiere cause de mor=-

Tre
talité’ infantile,; est respomsable 4! accidents obstétricaux chez

v
3.

la femme enceinte - -at consnltue Ituhne des causes primordiales

 d'abséntéisme parmi la population active.

A travers le pays, de nombreuses engudtes naludo-
métrigques ont été ménées,,mais en_géndral, elles ont été réali-
sées -suivant -les technigue courantes 3 prégaration-de gouttes

b

épaisses et splénomdétrie.

Dans un proche avenir; quand les. moyens de lutie COutie

le paludisme auront été réalisds sur une grands échelle, la

technigue dllmmunofluoréSCenca indirecte constituera un instrus
ment précieux pour contrdler 1'8Ffficacitd des campagnes.

- . ‘> - . . ),_-'oaa/a'erar
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“wvoir les avantages

BEn notre Laoowa601”e Atéoidén
parasitaires de 11 uCOle Nationale de

nous avons déja mic au voint la tachnig

;D

indirecte (IFI) pour le diagnostic du

a 3té déja applicude au cours des grandes

par 1'Ecole dans plusieuvrs régions du pays.

Cependant,
de la collecte des Schant

ment vers le laboratoire le plus proche,

-~

(.)U.ZLS 32 &

N

dévraient 8tre conformes & ua certain nombre

le prélévement et le transi -t au

Les

L

et de Pharmacie {ZT.M.M4
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< o

lages &loignés de notre labora
7z > r'd

de sang prélévé
né

achemi abldeme nt.

Clast dans cette

e ts qui
1'uytilisation des sérums de mQLades
une chaline

laboratoire a travers de froid,

de sang sur du papier absorbant qui sont Dlus économigues,

maniement pius facile et dont 1a

constitue en bref 1'détude

cor ol D
sur la population villagseois

e nous essayons de

ou des prél
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jologie da
Médecine et de
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aludisme,

se pose est
terrain et
Pour gque le

tre réalisé dans de bonnes conditiomns,

iaboxratoire pour

engudtes méndes par 1'Ecole Hationale
u

transport n'exige
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existent danc
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1. TECENIRUZS D'IMV S8 CEIICE
£PPLINN EES LT PALUDIBME,

k]

1.1. Rdaction antigéne-anticorps

Les anticorps sont le plus souvent des pro-
tdéines sériques, les immunoglobulines encoré appeliées anticorps’

s ’,

humoraux. Ils sont d&laborés quelgues jours aprés la péndtration
de i'antigéne et vont se lier A celui-ci au niveau des sites
spécifiques qui jouent dlailleurs un rdle important dans i'ap-

parition de ces anticorps.

Un antigéne est une su~stance qul, aprss

'Uenetratlon chez un 8&tre vivent, amdne ce dernier.2 former des

immunoglobulines ou anticorps cavables de véagir avec l'antigenef

d'une facon spécifique.

.D'une manidre générale, une rdaction immus~
nologique consiste eh une fixation des anticorps suxr les antie
genes - correspondants gui deviennent wvisibles si les anticorps

sont liés & wme substance Tluorescente appelde fluorochrome..

1.2. Principe de 1la réaction d'immunofliuorescence

Il‘éon siste & mettre en contact un antigdne

figurd et un sérum marqh’ par un fluorochrome.

de 1'antigéne considéré, le complexe ap+1pene—ﬂntlcorﬁs formé

co

pérsistera aprés lavage et sera fluorescent en lumidre uitra-
violatte.

83i, bar contre, les antidorbs ne sont pas.’
spéeifiques de 1tantigeéne, aucunse Alalson ne se Drod uit. Tes:

anulcorps selont ellﬂlqus 2a1r lavage.

Si le sérum'coptient des apticorps spécifiques .
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Ainsi A 1'examen microscopigue en luniére th“a_v1ol°t 2 la pré-

paration apparait sombre due & 1'absznege de. la fiuorescsance.

1.3. Différentes modalités d'apnlication

es principales an sont celles

- de %z réaction dl'immunofiuorescence dirvacta
- de la réaction Ad'immunofluorescences indirecte
- de la réaction d'inhibition ou dz blocage.
13,7, Héthode directe
Elle consiste a utiliser des immun-sdrums spécifiques

connus marqgués par un fluorochrome et permet la recherche et

[¢]
0
oF
}.-l
o
®

1tidentification sél de micro-organismes ou antigénes,

oy £y

Ainsi ll'immun-sdrum spédcifigue de 1llantigéne & dtudisr doit 8tr

[

Dréalablement coniugud au Fluorochrome., Cetta technicus utilisde
o o . =

O

en bactdriologie ne trouve pas dlapplications pratigues aun diag-

nostic du paludisme.

1e3.2, Méthode indirecte

Bllie est utilisde en notres laboratoire dépuis 2 ans.
Dans la réaction d'immunofluoresscence indirecte positive, il

oy

v a une ligison entre les anticorps du sujet & tester et llanti- -
gdne. Cette liaison est mise en 4vidsnce dans un sescond btemps
par llaction d'un conjugué fluorescent anti-immunoglobulines

humaines qui se fixera sur le sdérun du sujst.

Les anticorps contenus dans tous les sidrums d'une
espéce animale dommde peuvent 8tre ainsi détectés par le mdne

conjugué fluorescent anti-immunoglobulines. Dans ce cas le sdrux

joue le rdie d'antigéne sur lequel copuies le conjugué anti-

immunoglobulines fluorescent.

O 6o/ & 909
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u
en Tuﬂlﬁ“e ulwrauv1olette.

paraitre de la surface de la préparation au cours de la premidr

lines auxquelles se lisr,

,.1.

La rdéaction A'immunofluorescance indiracte (zPT) bénér]
cie A'une sensibilité 4 & 12 fois supérisure 2 celle de la technique

. T ('&"'\’. WA AT . { ; /
d'lmmupozluorescvu 2. dircete (IED) {FILISTIAN et col {?953) (ho)

La réaction indirecte comporte deux phases :
= dans un Drevlem temps le sérum & tester est mis en-

incubation avec un anulgeru préalablement fixéd sur une lamé.

- dans un second tewmps la prépara

or subit Ll'action

d'un conjugué fi worescent ant

bation de 30minut es & 37°C}

- -

Les lames subissent deux lavages succe5u1fs ds 5 minute

" chacun, apreés chagque $emps~d‘incubationo

Aprés on procéde a la Iecture des -lamss au microscona
e Lumidre ultrawvioletta,

51 les anticorps contenus dans le sérum testé sont - -
spdeifi s de 1lantiecd 1 i + - adnticornms formé
spécifiques de 1lantigdne,. le complexe antigdne- aniticorps formé
persistera aprds la wrénidre sdérie de lavages.

-£

A son tour, le conjugué fluorescsnt an

va se flker au 11V q jles dmmunoglobulines @u sé

}iéés 2 1'antigéLe. Lpres la deuxieéme serle'de iavages lefcom;lexe
antigdne-anticorps devenu -fluorescsnt persistera. LIi apparaltra
una Fiuorescence brillante ds couieur uyplqueméntﬂjauné;ver% sur
un fond sombre lorsg a i >

e la prépacation ssra examinés au microscope .
La rdéaction est alors dite positi

7 Z

Contrairement au cas précéd

o
)
4

i ol
8
o
0
©
'J
H
o}
£u
£
=

cune liaison si les anticorps du sdrum testé ns soent p
gques de ltantigéne. Dans cette dventualitd les apticor

série de lavages.

Lors dn'l‘ seconde phase de la vdaction, le cénjugué'

i uoreace t an 1—1':Amur0ﬂ1 ulines ne trouvera'pas-;'1Wﬂunop10‘” E




Y

ol

L

a

Il sexra

Adinsi sur la b

réparetion il ne peérsicstsra gulun
pect sombre en lumidre ultra-violette.

5
N
La rdéaction est -alors dite nézative,

1¢363. Méthode d'inhikition ou de

deuxiadme sdrie de 32

>locage

En 195C COOLS et I

njugué ne trouveront aucun si
ar

i
« Lorsque le test est positif, la

fix coloration fluorescente

nlest. pas totalement absonte , meis son iﬂtéﬁsité,es%‘trés Fai-
bles Qﬁaﬁd ile tést est négatif une vive flﬁqreécence s'ohserve.
Cette dernidrs méthode n'est nas employéde couré&mentor

eux-m3mes possddent dos caractéristiguesdvidemment .cons

Caci assure & la méthode une bonne réoroducti Wl
Un-trés grand nombre df'détudes séro

le cadre de 1'épidémiologie du paludisme a
f_

o}
2
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®
e
©
w
]
e
(]
i
o
g
i
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méthode dl'immunofliuorescence in

Réactions A'immunofluorescence anpligudes

A L
1Te%
G-

L2311 (12) ont constaté

que les_réaptidnsjégécifiques antigéne=-anticorps pouvaient &tr
bloguées par llaction préalable dl'une solLtiqn'd'aﬁticorps spé
-cifigues de l'antigéne; Les anticorps d'un sérum spéeifiqus
co 5 te antigénigue libre pouf sa

1.4, au’
Touteskles,fecaniuues irrvhunologigues peuvent Sire
appliqﬁées‘au paludisme, mais clest la techﬁiqué d'immunoflude
rescenqe»indirecterqui>démaure ds loipm la plus utilisde. Cette
‘¢é$hode a en effat 1'important svantage de n'exiger ppﬁé ia
-préparation des éntigénes.QuFune infime quan%ité de sang DaTA-
sité. Par allileurs, ces antigénes constituds paxr las Flasmodium

)
o
o
<
0]
0
]
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(21)s LBLIIVELD {1971) (32) 3 OIIZWC et a1 (1971) (&L} VOLLIR
et al {1962) (59) 3 AMCRCISE~THCMAS et col 3 MCO-GRICOR et al

(1965) (36).

Cette méthode comsesrve encore toute son importznc

o®
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~cas d'infestation sont considérables.On peut donc prélévaer du

N

SOV N T Y T TETENT T
TERCHHINUD J' ITrUITORL UORZS CEITCE JTHDIAKRCTE

e e .

2.1. Conditions de rda’

sation et objectif du

Au laboratoire A'épidémiologisz des maladies

parasitaires de 1!

Ecole Hationale de Médecine é* de Tharmacie :
( B.N.M.¥, ) on a adopté la tec wmigue d'lmmun01lLoLescenc 1rd1— ,

4

recte car vplusiesurs condltlons sont propices & sa rdalisation.,

Pour un debut, on sltest 1limité & la rdali-
sation du test en utilisant exclusivement des prép

géniques provenant de Plasmodium falcinarum ki meitt,

=

parasite occupe une place prédominante dans 1! adémie paiustre

&=

sévissant au Mali, En période de itraunsmission du aq;aéisma iss
t v
sang sur des individus hautement infestés par ce parasite pour

la préparation des antigénes,

Zour le moment on n'envisage pas 1

P

tion de test IFI pour la détection des infestations a Flasmo= -

a

dium malarias, & Flasmodium vivax et Pla cium ovale pour les-—

quels il faLu recourir & 1'utilisatvion de Plasmodium simiens 3

-
<

P, brasilianum, £, cynomolgi basbtianelii &t P.- fisldi respecti-
2 &
vomant,
.

Bur le plan épidémiologigue, sauf de rares

cas de paludisme importd, Fs vivax est absont ds iLlhfrique Ccoci-

dentale, P.,malarias est de moindre importanca, et P.ovale a uns

rdprésantation négligeable,
o : Le t ssite un matérisl Simple et peu

2
.coﬁ eux a.l'exception du microscope 2 fluorescence. ‘Certains

o;odults doivent 3tre importés, mais leur consommation dtant

i
minime ne'necessltent pas un venouvellement Ffréguent du st



LY

2.2, Réalisation du +tast

2.2,1, Lames pour uvutilisation en

microtachnicue

On a adopté la microtechnique semi-automa=-
tiséde. Les lames destindes a recevoir l'antigéne soat des lames

ordinaires que mous recouvronsg dl'une mince couche da ¢ fl on., ZTiles

1011

®

BN
[

k-

comportent 16 nlots disposéds en 2 rangdes de 8 aux andro

recouvearts par ce produit.

homologues

La réaction d'immunofluorescence na nécessite qu'une fai-

ble quantité d'anvigeénes figurés constitués par les par

¥

mémes . Las Plasmodium comtanus & L'int

parasités réprésentent un matdriel antigdnique gqui ne nédcessi® ni

extraction ni purification. La rdalisation das préparal
géniquegn'exige que 1'dtalement d'un ¢ i
suffisamment parasité sur des lamss de microscopes en t4flon ddécri~-

g

tes ci-dessus.

2
tacter les anticorps de sujets vivant dans un ways ol domine

L'infestation par cette espéca plasmodiala,

Les antigdnes simiens se réveélent nresque aussi 4fFicaces
gue f.falcivarum pour la détection des anticorps,
Plasmodium Fi2ldi obtenu aprés infaection du singe vhésus

splénectomisé lMacacca-mulata, semblait 28tre un antigine valable

g
9
i%‘
(mr!
[oN
ct
-
Qu
(6]
Qn

2s antisérums F. falcivarum et P, vivax alors que

ila parenté de P, brasealianum avec P, malaria
é

cette derniére asspéce avait une antigénicité

modium humains. ' /
¢ ¢ O
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.

. anticorps psuvent 2tre dissoc

MTUWIScEl {(1963) (37) avait déid mis en évidence la
4

valeur de P.Fisldi spdcialement pour détecter les anticorps causés

par un paludisme & ¥. ovale

e a
(P[gallinaceum) sont dtobtention pilus facileimais ces antigénes

hétérologues, s'ils pouvent permetire des rdsuliats sérologigues

positifs face & dass sdrums humains,ne donnent, en raison de. laur
assem 5a7h1e similitude avec les Plasmodium de 1'howmme, que des

1.L/J..u._1-

proscrire

spldénactomisd s'ast vévdéld trés 8¢ l'sﬁte satisfaisan

t.
Plesmodium de 1'homme 7Y {1958) (6),
3

rait entretenir tous lat

S
REODAIN ot JADIN {1964) {50); mais cet animal est diffi

procurer ot le coflit de son &idvage est excessif. Son utilisation
c

2
comme source dlantigdnes pour la réaction A'IFI se limlite a
8

a
lement a guelques instituts de rechevche,

Actuellement avee les recherches sur 1l Tutur vaccin

antimalarigue l'inoculation du singe reprend son importancey l'es-
e

i
N o .. ay
st le Saimiri (11}

néce la pius smployéa

@ In 1962 XUVIN ot col (29) d'ume part, VOLLER ot BRAY

(59) dltauvtre partyutilisentle sang pour la réalisation dirscte des
frottis sanguins qui aprds comssrvation sont Ffixdés une minute dans
1'acdétone avant lsur emploi, 1 omple

(24) 3 KUVIH. st col {1952) (2

emploi avec ltacide chlorhydrigue 5
ctions successives de I'eau , de 1tlacé

tampon.
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Ce procadé permat la déshémoglobinisation des frottis
en m3me temps que la dissociation des complexes antigéns-anticorps

o+
QJ
o

i
SULZIR ot WILSOU (1987) (55) montrant que le lavage immddia
Pe]

sang dés le prélidvement dibarasce les hématiss de tout an

Vers ia fin de 1la saison de tramsmission, on a »u faciw-
-

lament obtenir au nivesu des centras de

de Pédiatrie de 1'honital Gabriel TOURD & RBamako méne, un bon

nombre d'échantillons de sanyg d'enfants de moins de deux ans
atteints d'acceés pernicisux. Chez les enfants la guantitdé de sang
prélévée n'excédds janais 5 millilitres. Chez certains individus
dgés ayant une forte “a;101FCWle nous soumett le sang »rdlévé

(u>
&
10}
&
OJ
O
o
4
H
[
1]
]

a da nompraux lavages ¢z qui permet quand m
antigénes tris valables.
De préférence nous choisissons les dchanti

i
sang ayant apvroximativemant 3.000 parasites par miilimEtre cule,

b
gd
3
[¢)]
s
®
g
o
H
5
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.
B}
3}
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Le sang prélévé sur
centrifugé & 3.000 tours par minute pendant 5 minutes. Le nlagma

t racueilli pour mdésurexr le taux dl'anticorps fluorascents du

0]

2c
donneur. L& culot d'hématies =20t répris dens du PB3,., Au terme du
s

cinquiéme lavage le culot est remis en suspeansion dans .du PBS an

quantité adéguate pour obtenir une densité optimale d'éléments
figurés {approximativement 10 parasites par champ ﬂlcroaconlque)

’

avant d'8tre déposé en gouttelettes sur les lames décrites pré-

»

cédemment & l'aide d'un avplicateur & 16 tiges.
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2.243. Les Anticorps g Les 3értms ot

leg Tluats

2 eR03s71e Los gdrum

w

Au cours des engudtes, lorsgue les conditions réguises
sont rdunies on peut préléver lz sang, lz centrifuger, pour cbisni:
le sérum surnageant. Ca &

ci
de froid permettazant des itxransy

Cuand il slaveére impossitle de comserver a2t transporter
le sérum sous véfrigdération on a dams €2 cas racours

. Cinquante _
absorbant, nmicrolitres

- ~
te guantité

l\
[n}
fete
13
Dy
°
2
[0]
cf
<

moyan d'un tube capililai

étendue sur Au vaniar zbksorbant. Les 4chantiilons de
. (‘I ' L 4 o 2 w N e . de N - . rd .
is séchés sont remis dans un sac en plastioue et fransfarés aus-~

5itdt que possible au laborateire pour traitement.

7z

¥ 2.2.4,-Le conjugué fluorescent

Pour nos rdactions nous avons utilisé un sdrunm

c
jugué fluorescent de I1'Institut Fasteur de Taris. I1 s'agit 4
giobulines fluorescentes de wmouton anti-immunogliobhulines humaines
{c

ode n®74511) livré en flacom compte gouttes.

Ce conjuguéd fluorescent est comservéd a + 4°C 2

1'obscurité. Le comjugué

[¢]
@

t dilué dans du tampon &0 pﬁ Tyl

I lu

Fe
b

Au moment de la rdaction

=

est ajouté un contre colorant,
le bleu d'lBvans.
Hous prénarons notre conjuguéd fluorescent suivant

les proportions ci-dessous indigquéss,

0% o/ 000
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Y

Ta"npon :-:BG p:{ 7’2 0o 00 0c s o0ocC 60O 00000 OO 3 millili‘tl"es
Sérum comjuguéd Ffluorescentseessscss 4 gouttes
Bleu d!'Zvans bio lérie dilué

=3 ?/5000 coossecoscscocssensiC microlitres

Cette quantité de conjugué fluorescent ainsi prinarde

=]

=

est guffisante approximativement pour 25 lames dlantigdnes.

-

R2:2.5s Conduite de la rdaction A'IFRT

Ze245.1, Déshémoglobinisasion

Les lames d'antigénes consarvies au coagdlateur a - 20°C
sont déshdmoglobinisdées 2 i'eau distillés pendant quelgues minu=-

tes. Une fois séchdées elles sont prdtes & recevoir les sérums 2

tester.
2¢2.50.2, Contact antigéneuanticorps
Le sérum subit pilusiecurs dilutions avant d'8tre déposé
sur les lames d'antigeéne. Une fois gqgue le sérum est mis en con-
tact avec l'antigéne on laisse incuber le mdiange pendant 30 minu-

tes & 37°C en atmoscthare humide. ’

b

Les lames sont ensuite lavies 2 fois au P25 pendant 5 mi-

nutas chacune,

2:7e5:3. Contact combiné antigéne-anticorps avec leo
on

ot
£

Y
i
(G
EoY
ok
§

o;escenu

Le complexe antigine-anticorps souwmis & L'acti
conjugud fiuorescsnt subit une seconde incubation de 30 minutes
T

Au cours de chagu

. Ve

sitif et uwn témoin n

S g

toujours incilure un timoin p

:3

]

gatlf wvour
contrdle.

can/oob
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2a2e5o‘l4‘o Lecture

f ‘ITous utilisons un microscove & fluorsscence ZRIEE Stan~

)')Jl
Ied
o
G
0}
1

[ dard 14 &guind d'un épicondemseur dsz fluorascence IVH1

-

halogéne.

)
-
o
R
{2

= o

d'un objectif 40/0,85 & immersion ZREISS 2 1l'zide de la glycirire

La lacture des préparations se fait au grossissement 400 2 1
tamponnde pE 7,2 et d&'um oculaire
x 1

-

Les Ylagmodium perdent ravidamnent ure par

C

ia lwnaieér

]

8
cessite de ne visusliiser tro» longtemps 1

[ON

ped

i rescence d&g gu'ils sont sownis
)

Ll'existance des pnrdvarations stvandard
i

meilleur guide pour 1'appriéciatd s des girums ou

Hous wpemsons pouvoir sXorimer comme positive touts prdpa-

c
ration ol les parasites sont visualisds par une fluorescence mdne

4]

Sur les témoins ndgatifs ls fond 285t uniformement gris

verdftre ou gris rougelftre sur

. .
lisé.



- Goutte épaisse de sang parasi:t® dans cercles

- Déshémoglobinisation par eau distillée {5 mn)

- Action des sérums (S) 30 mn

- Lavages

- Action du conjugué fluorescent (C} pendant 30mnr

- Lavages

- Montage avec glycérine sous lamelle et examen
au microscope & lumiére ultra-violette

- REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA TECHNIQUE d'I1FI APPLIQUEE AU
PALUDISME
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faisant suivre un trajst axcantr
e i

édvite dtutiliser le styl

pour itraitensnt. Le priiivement s'opérse chez les individuc chesz

a wmoncition veinsuse est possible aw umiveau du vii da coudes.

Q2
G
R
o

'agt ainsi gqu'un grand nombre de mourrissons &T
fge n'ont pu dtre priidvés de ce

N - .

Dans les régions otr L'électrificatvion fait

. .

devons installer un gindédrateur £lectricue pour faire
t

les centrifugeusss e

Yes paniers ds forme recvangulaire sont dicoupdés au
préalable par pagusts de 100 et mis dans des sacs en wlestigue

@
,(.I;
<&
ot
H
(0]

bhien fermdés vpour le & 1l'abri de 1la poussidre.

Une piglire & la lancetts est pravigudie auv aniveau de ia
pulpe du doigt préalablement ddésinfectde, Chez les nourrissons,
la piqglire se fait =2u nivean du gros orteil, On met un tube capii-
laire héparing {TERUMO CAFILLARY TUZT Ref VC=-E075%E) dl'une cava-
citéd de 50 microlitres en contact avec lz goutite de sang qui se

- PR 4 - ] 2 R
2 Sang 88U Verse enslives 33Ul Loe

2

forme au niveau de la pighive.
pier absorbant (Whatmon 0°3) en mattant en contact, I'un des
c

bouts du tube cariliaire avec la surface de ce wpapier, en ie

que. e sang se didpose ainasi

i
sous forme d'uns tach iamatre d'environ 1,5 centimdire,

On confectionme pour chague ind ‘u deux taches de sang Nor=-
tant son numdéro d'identif b it au crayon ordinzire. On
ar I'encre de ce de

confectionnded sont embr

T
o)

que de produire des fluorescances parasites, Les nréparst
ocitdéas en 4dventail sur uns tige mdtelw
t

igue pointue. Cn obtient zinsi une "brochetta' gulon laisss

Fa

dcher &2 1'air libre,.

5]
[0}
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Ti faut sdparer les papiers les uns des avtres Jjusqgu'a ce qu'ils

soiant totalement séchés., Aprés, on peut les empiler, les metv
i

s r
dans des sacs en plastigue bien Termés pour les btramsporiter tels

guels au laboratoirs aux fins de Sraitement,

Si on conserve longtasmps ces papiers avant leur
traitement, on les enitrepose deo préférence dans le frigidaire 2
+ l:-"C,

363, Prévaration des solutions vour le tast IFT

en géndral, pour les enqudtes de masss nous adOptons les deux

iutions 1 -et,ﬁ ‘

5 6ho

[ON
i

Pour ok tenir la dilution initiale de 1 wpour ls s
rum comme pour 1'dluat nous procddons de laz fagon suivantbe

a1
blante. Les tubes sont agitds ensuite pour ohtenir uns honne
T

i
nomoginéisation. Four e t mant ds masse, nous déposons sur

aite

les plagques de microtitration (
n®651101), dans chagus muits co c
55 microlitres de P3BS auxquels nous aj

cropivette "Pipetman Gilson P-100" 5 microlitres ds séxrum, cs

nous donne dans ce puits une dilution de_ 1 .

Les dilutions successives sont ﬁrowa des gri

et un distribusteur & & canaux “VMICROCOD

Seules les dilutions de 1 et 1 sont nprélidvées pour ls test d'IFI.
40 640

noo/oao
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3¢3.2. Los dluats

On découpe aux ciseaux l'une des tachss ds sang en fines
lamelles qu'on dépose au Fond d'un tube & =ssai poritant

numdro Alidentification., On met dans ce tube Tmillil

i
'élution soit totale, on laissa séjourmer la solution

1
. pendant 24 heures au rifrigdratsur.

obtenu es8t approximaitivement & une dilution

L'éiluat air i
de 1 soit 50 microlitres de sang siché dans 1,000 microlitrass
Lo
de PBS

La dilution initiale de 1 estv déposde dons la premiérs
)

rangée des puits de la plaque ds microtitration. lLes dilutions

O
4

successives sont obtenuss avec le "Microcompu-net” comme préc

demment avec les sdérums.

Seules les dilutions de

3.4, Bxpérience nroprement dite 3 traitement simultand

deg sérums et Sluats par le test I

Llobjectif de cette expdrience comsists & dvaluer la san-
sibilité des sérums et des éluats. Au cours de 1'eanqudts polyan
lents précitée, nous avons prélsévé dans deux villages,Si
gou (n°6} et Koundogo {n°10) du cercie de Xolokan ok
pour chagque patient un tube de

S
bant comportant deux taches da sz

Hous ne considéron

N
fiw]
o
V]
J=t
®
(6]

z

chiez qui il a 3t3 nossible de prdélever d'une fagon

sujets de tout &4ge ot sexe,
concomittante

]

des sérums 2t des cartss de panier absorbant.
Aq premier willage (Sirababougou) on a obtenu 102 paires

de sérum/éluat et au sscond {Zoundogo) 176 pair
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“f

»

les sérums et les édliuats préuarés comme décrit xrécédemmént, sont

[ , -

tirds au hasard et A

f

i
toire. De cette fagon, au moment de 1ll'examen microscop
miére ultra-vicletit a
ble aveugle.

Hous utiliscuns dans cette expérisnca das dl-udlons croig-

santes d'un rapport de 4 vpoussédes A Llextrdme pour Svaluer la
2
L

sensibilitéd maximale individuslliemen

Les dilutions prépardes au "licrocompu-pet" sont las suivanias
K T R R A s i3 A 2 1 s T o
6 760  GhLo 2560 10250 L0940 155840 655360

Les lames d'antigéne sont »répardées bien sn avance at
c

3
(J.
ot
O o
o
®
e
i3
S.
a .
@
jon
[0}
0
M
ot
®

stockées au congdlatsur & - 20°C guivan

précédemment au paragraphe 2-"--2=3,

Sur chaqgue lame, nous testons deux échantillons soit
érum, soit <£luat, soit lec deux & la fois suivent la tirage au
o DO

rd. Sur chague rangdée da & pl

]
H
138
o) Sl)
547

arations aux Adilutions croissantes

3.4.3. La rdaction A'IFT

.

a réaction A'IFI s'effectue suivant la tachnique dicrite
au paragraphe 2—2—5

v 3eke3.1. La lecture des préparations

[nd U D o Bl N
wous le microscope a fluorsscence SRISS au grossissement
400 (objectif 40

‘ oculaire 10)} la lecture se fait en doutle avauw
gle(1l'examinataur

no sachant si la rangés observde correspond a



un sérum ou & un dluai) de gauche & droite. On commence avec la
dilution 1 puis individuellement chague plot suivant sera exanie-
né, La fluorescence da chaque plot est =mot

fluoresce vers la droite représente la

de réveler la présence de l'anticorps palustre pour Ltéchantilion

r

sérum ou €luat sxamind,

Pour chague serie A'IFI nous avons eu soin ds préparer

comme réfdrence un témoin positif et un tdémoin ndgatif,

Les résultats sont nortds sur un pian de lecturs at

~ung fiche dlanalyse aux fins d'exploitation Staulstl que ulid-

rieures

LIIPT palusire est pratiguée sur 275 paires sdrum/

luat récoltées chez 270 individus de tout fge des deux villages
Les résultats globaux de i'sxpdérience sont présentds

xplication des abrdédviations

o

Bx : Hombre d'individus examinds.
S3rums

Eluats

oe

-1

s Mégatifs

Positifs

s
B
(-
(+
(-

\.-/v\sl
s

-~

Total des positifs

Les dilutions croissantes sont numdrosds de 1 a 2,

noo/oa-
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3.5.2. Sensibilitd, sdérun/éluat
‘ Tableaw U4, Sirums Zluats positifs & la diiution extréne
{aZ)
T~ : H g
° \\\ E;/E ° o N
g - g 3 g z H
0 \ ° ° °
9 e S —— he —
° Q - e P <
2 (_} s =233 3 2690 H
3 : ’ J g
: 3 3 o
- s {(+) 3 L5 s 12 $
H : 3 $
3 s g 8
s %% : 16,2 5.5 3
g 3 s $
: $ g g
* Tor, 2 278 H 2786 H
3 s 3
- On observe qu'ad la dilubtion extrdme de 1 le pour-
855380
centage des positifs est nettement npius 4dilevé parmi lesc sérums
{ . . : < ” .
(16,2 pour cent) que parmi les dluats (6.5 wour cent).
La différence esstv significative avac
Chi carrdé = 13,05
pour ddl = 1
p infirieur a C,001.
Tableau 5. Sérums et éluats positifs 2 1z dilution ex-
tréme de - 1 entre deux tranches dl'lge de 0-19 ans ot »nlus de
. £~
60 '
. 20 ans. 353
5 e o c/o ° a
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co IFTI sdérums et dluats pour les moins de 20 ans.

Dans cette tranche d'ége il n'existe pas de différegce
significative entre les sdérums (10.9 pour cent) e% les dluatls
(6.2 pour cent) avec

' - Chi carrd = 2.14

pour ddl = 1

2
ous comstatons que ia rénons
ies sérums (22, pour cent)

Dans cette tranch

avec

Les observations priécitées permettent de ddduire que
chez les individus Agss de plus de 20 ans, la réponse du sérum
a

tivement plus importante gue chez les Jjeunes

0
!
ot

en est ds m8me de la wdévonse des sdrums DAT TaAPP

0]
=
”
®
ot
@
o
et i~
[
J

e
aux dluats parmi les zens 2gdés.,

Ceci nous fzit penser au taux élevd dlanticorps palus-

tres qu'hébtergent les aduliss en zgone enddnmigua.

3e5.2s1, Moyenunes gdométricues des titres d'anticoros

ohtenuas avec les sérums et les 3Sluaits,
Hous avons calculé las GMRT ( Geometrical Mzan Reci-
procal Titre) pour comparer laos résultats des IFT sérums et Siuats

pour chaque tranche d'fge.
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Graphicgue 2., GMRT 5 et T selon l'Age {(IFI en & dilutions
croissantes d1 & a3).
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Cnn constate que'les GZIMRT obtenus avec les séruns sont
nettement supdrieurs & ceux obtenus avec les dluats. La Aiffd-
rence est de plus en plus accenitude au fur et & nesure gu'lon
avance en Age.

Tableau 7. GIRT O et ¥ aux deux dilutions usuesliles
(&1 et a3)
H . H s H o :

DIL  ° \ : :

3 \ : {+) 3 $ H
: g 2 - H - 3
e e . Bx GMRT
H : 1 : 1 ] g :
5/8 H - S 4T :
H / +C 640 ] K]
s NS s 8 g g
s s s s : :
8 8 : 10 2 264 g 278 g 52752 8
o -0 - - ° 1.3
] o L e N L
H 8 g e 3 :
: z 8 i9 g 213 : 278 s 206,12 3
: 2 : ' 3 s 3
©i on utilise que les deux dilutions ususlles de 1 =%
o
L ot o0 ‘o - 5 <
g%aw tel zu'on procdde habituellament dans ies TFT de masse,on

constate aussi que les CGMRT obtenus avec les &S ums

—y - ol - £
razatent supd-~

rieurs a ceux obtenus avec les dluats.,

Tableau 8., ZRapport de sensibilitd entre les ITLI 3 g% =
aux dilutions di et d3 et aux diiutions de
di a dge.



.:; i -
H
g N\, LT @ Irt H
T, .
s - 2 :
th
. \ H ) .9 _
) K - 1C- :
: S/E 0 N_3 A1 2t 82 ¢ dl......d5 -
a. .

o “o o .
- o ’ ® o

o (-3 o .

o * L -2

H S : 527 g 17230 g

3 : 3 :

o a * 3 -

° - . . L1 Qo

: E- : 204 g 2147 K

.. [} [ -3

o * ) °

‘ L - ‘D

o * -] o

T £
sRappoxrt. & ¢ 2.6 2 8. s
g T s.

Tous constatons

a. gue pour les déux protocoles dlVexpdérisnce -l
]

(@

e
toujours supdrieur & celui des dluats.

e
IPE aux dild&ioﬁs ds a1 & ag dthe'th-Ghﬂ;:
plus $lavé gue celui deé élﬁa%s téhdis, Lé
aux deux dilutions dT et ¢3 domne un GMRT des sérums 2.6

Plus élevwdé gue calui des dluats.,

el

- .

avec le sérum. Cette sensibilitd est dlautant plus margud
on procéde & 1'IFI avec des dilutions trés poussdes,

Ceci confirme la supdrioritdéd de la sensibilité d
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bol. Résuitats’

-

I1 ressort de l'éxpérience'conduite sur un mcaanu11101

de 278 paires sérums/3dluats préléré' sur 278 individus’ de tout
Age dans deux wvillages du cercle de Xolokanies. Le préldvemant
pour les serums au pll du coude des Uablvnts ne peut se faide gue

Q
e
®
N
fmd
®
©

enfants gui ont 2au moins 5 ans,.

ki orescents sont obtanus d'uns facgon
-
N

Les antic corns f1

o

plus intense avec les sdrums fu'avec las Sluats.

chez les swruﬂs esf dfautan

ot

plus accentude si on avanca an Age.

Ceci rejoint il2s obsarvations de plusisurs auteurs s
o T VOLLIER et 5224Y (1962Y{59) au Higdria . ”
Mc GREGOR =t col (1965) (36) en Gambis
- REY st col'(1967)(40) au sénég£1~
© VOLLER et SCHINDLER (1967)(81) au Nigéria
VOLLER et BRUCE~CIVATT (1968)(50) au Nigévia'
LMBROISE-THOMAS ot col (1971) (%) au Sénégal
PICG et col (1972)(&5)-en_Haute,Volta
ot confirmé par DELFONT (14) ot ZOXATIA (26):

D'aprés ces auteurs "les taux d'anticoros augmantent
dss la fin de la premidre annde, d'abord lantement puis ranide=

ment pour atteindre vers 10 ans les valeurs moyen:

mnaes de-la popu-
lation adulta®,.

Nous déduisons que la mise en Svidencs par le test IFT

des anticorps fluorescents s'obtisnt d'unse fagon significativement

plus intense chez les sujets &gés pour les sérums comme pour las
élu ts du fait qu'ils hébergent des anticorps ralustres & un
taux rélativemsnt $levd. ‘

'o-ool/noo
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k.2, Avantagss et inconvénients des sdrums

2t éluats

L'IPI avec des sérums et des dluat commortD séparaement

pour’ chague technique sés avantages et sas inconvénianis

r

‘a., “n ca gui concerne le sdrum,; le prile evenent

té aux individus chesz qui une ponctition veineuse @5t DOSw-

M

“est lim
sible. ¥n c a‘oapne dé masse on ne peut pas D?afloue; hez les
enfants»une ponct;on sous~claviérs ce gui est trés dangeraux gt -

est réservé aux urgences en milieu hospitalier.

Ainsi, au cours des esngudtes, les enfants en bas
8g2 n'ont pu 8tre inclius., Les échantillons de sang prelévés doi-
vent 8tre aussitdit centrifugds , les sdrums obtenus devant

u laboratoire sous une refrigiration wigoureu- -

8tre trznsférdés a
se. Ceci nécessite uns source dlsctrioue (générateur avec car-

burant si i'on travaille en zone rurale) et unes chaine de froid

- 3
(g1301ere avec comsarvateurs de froid, frigi idair 2, congsla teur)f

Aﬁ laboratoire, les manioulations avec ie-sérum
sont plus rapides ot moins aotrlﬂgent qu'avec las sYuats,

Comme présenté précédemment, la rdponses & 1'IFI -

®
4]

P
t obtenue plus facilement et d'une fagon plus ; intense avec les

Iuins .

6]
[ON
5

be QJuant a la méthode de prélévenant du sang sur
P

ot

papier absorbant "qui est plus simple et plus économlquv elle a
fait ses preuves en campagne de masse. On-psut priléver mdme chez
les nouveaux-nés deux gouttes de sang pour confectionner une tache
de sang sur papier absorbant. Il ne nécessite aucun “'hlbemv“t sla=-
boré pour la confection comme pour le transfert au lahboratoire i
pour traitement, I1 suffit-de metire les cartes de papier absor--
bant a 1lt'abri dé.la caaleur de la poussiere et de les envoyer
aussitdt au laboratoire ol ils seront antrapos 65 & + L4°C au ré-

;

"ratéurn A auo/ooa

H
]
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Vais 1a : r
pier absorbant s'aveéere fastidiesuse., Il faut dDe

temps pour. découpar las taches de sang sdéchéaes en fines lamel-

les, de les ddposer au-fond d'un tuke a essai avant de les éluér

‘dans du PBS3, -

La réponse a 1'IFI obteanus avec las élua
inférieure a celle des sdrums,

L.3. Apniication praticue des deux technigues.

= e

Aun point de vue ‘de 1'a vpplication pratigue de ceas dsux
technigues, les sérums samblent misuxXx se préter a la ra cLerche
des anticorps palusﬂres aux dilutions les plus poussées. Cé& qui
neut se pratiquer zn milisu hospitaliier quané‘on fait 1

che des taux d'anticorps palustres chez des cas individuels,

In campagne de masse cette pratigue s'awvere imposs1ble

N

-

dtant donné gque 1'IFI & une grande série de dilutions ast plus
t

(

astringente vendant les manipula

a racher=-

ioms sutant gue pendant la lece,

ture sous microscops a fluorsscencs. Pn plus 2ile nécessites une .
e

consommation plus importante des lames d'antigeénes,

Au cours des enquetva, quand les conditlons sont réunies,

on pourrait prdélever des_sérums qui seront traités de préferencse -

aux dilutions choisies habituellement ( 1 et 1 ) comme il se
. N -~ 7 P
] 540 -
pratique dans notre laboratoire,

En 1Tabgence d'un dquipement approprié pour le prélidve-

mant de-sérum(c entrifugation et rzfrlgeratlon) on pourrait aspii-

quer la technigue ds pril vemﬂnt du sang sur papizr absorbant

qui alli&ége d'une Tagon remarguable le travail sur le terrain

mais qui en plus permet dl'incorporer llencemble de lz zopulation

& toutes les classes d'fge,

- oﬂo/t_}oo
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"COHCLUSION -

Nous avons dlmontrd au cours de cette expirisnce gue

par la teéhnique A'IFI, les anticorps laorescenu sont obtenus

p*us facilement et d'une facgon plus 1nbepse avac les sérums

gutavec les $luats,

L' ppl cation pratigue de css deux t°03n1ﬁues dépand

re
2

de ce qu'on wvaut ob enir de la rdaction A'IFI. L'utilisation du

» or

sérum est propice en milieu hospitalier pour ditecter la nrésen

ce

d'anticorps palustres aux dilutions wvarides dans des cas indivie

ugls. . - il

s le contesxte -

u

En campagns de massv, notamment d

“)

5]
O]
4
v
o
ot
@

malien l'utilisation des sérums serait p#d

i
(0]
<t

éluats quand les conditions rdéguises le perw

Dans Lles cas convrairz, on pourrait avoir rdicours 2
1'IFT des Sluats qui sont moins sensibles mais par contre cette
technique est de loin la moins coliteuse et permet 4'o“ten1r una

z o 7
3

meillsure couverture des populations Studides,
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